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Zusammenfassung

Einleitung: Wundinfektionen mit Staphylococcus aureus (S. aureus) und
Wundheilungsstoérungen stellen eine grol3e Herausforderung im klinischen Alltag dar.
Die zunehmende Morbiditat der Patienten, eine steigende Zahl antibiotikaresistenter
Keime und die begrenzten Erkenntnisse in Bezug auf die Pathophysiologie
chronischer Wunden unterstreichen die Dringlichkeit weitere Einblicke zu gewinnen
und neue Therapieoptionen zu entwickeln. Beta-Defensine, eine Untergruppe der Host
Defense Peptide (HDPs), kdnnten in der Zukunft eine Erganzung zu herkdmmlichen
Therapieoptionen darstellen. Sie besitzen eine hohe antimikrobielle und
immunmodulatorische  Aktivitat und  wirken unter anderem auf die
Geweberegeneration.

Ziel dieser Studie ist die Untersuchung von Beta-Defensinen im S. aureus infizierten

porkinen Wundheilungsmodell und deren Korrelation mit regulatorischen Faktoren.

Material und Methodik: Um dieses Ziel zu erreichen wurden die Expressionsprofile
von porkinen Beta-Defensinen pBD-1, pBD-2, pBD-3, pBD-4 und pBD-129, der
Interleukine (1a, -1B, -8, -17, -22 und IFN-y) sowie von CD14, Toll-like Rezeptor 2
(TLR2) und Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) mittels quantitativer PCR in Staphylococcus
aureus infizierten und nicht-infizierten Wunden Uber den Verlauf von 12 Tagen
dargestellt. Die Wundheilung wurde mikro- und makroskopisch beurteilt. Des Weiteren
wurden histologische und immunhistochemische Analysen zum Expressionsprofil von

Immunzellen in spezifischen Gewebeschichten durchgefihrt.

Ergebnisse: pBD-2 und pBD-3 wurden in den S. aureus infizierten im Vergleich zu
nicht-infizierten Wunden vermehrt exprimiert. pBD-1, pBD-4 und pBD-129 wurden
hingegen erniedrigt exprimiert. Die Expressionsprofile von 1L-22, CD14 und TLR4
korrelierten mit denen der pBD-1, -2 und -3. Die histologische Analyse zeigte eine
signifikante ~ Verminderung der  Reepithelialisierung (im  Sinne  einer
Wundheilungsstorung) und einen Anstieg der neutrophilen Granulozyten und

Makrophagen in den infizierten Wunden.

Schlussfolgerung: Die Erkenntnisse dieser Studie zur vermehrten bzw. verminderten

Expression von Beta-Defensinen kénnten Grundlage einer zielgerichteten Therapie



mit synthetischen Beta-Defensinen gegen eine bakterielle Infektion und fir die
Behandlung von Wundheilungsstérungen darstellen.



Summary

Introduction: Staphylococcus aureus (S. aureus) infections and delayed wound
healing are a daily clinical concern in patient care. Increased patient morbidity,
antibiotic resistance and the lack of understanding the pathophysiology of chronic
wounds underline the necessity of new therapeutic options. Beta-Defensins (BDs),
which belong to a subgroup of Host Defense Peptides (HDPs), may become in future
an alternative new therapeutic approach. They show antimicrobial, immunomodulatory
actions and tissue-regenerative capacity.

The aim of the study is to analyse Beta-Defensins in a S. aureus infected porcine

wound model in correlation to their regulatory factors.

Methods and Materials: The gene expression profile of porcine beta-Defensins
pBD-1, pBD-2, pBD-3, pBD-4 and pBD-129, interleukins (-1a, -1, -8, -17, -22 and IFN-
y) as well as CD14, Toll-like receptors 2 (TLR2) and Toll-like receptors 4 (TLR4) were
analysed by real time-PCR in S. aureus infected and non-infected wounds during a
time period of 12 days. The wound healing was evaluated macro- and microscopic.
Moreover histological and immunohistochemical analysis were performed to assess

the gene expression profile of innate cells in specific tissue layers.

Results: In the infected wounds pBD-2 and pBD-3 were higher expressed than in non-
infected wounds. pBD-1, pBD-4 and pBD-129 were decreased expressed. The gene
expression profile of IL-22, CD14 and TLR4 correlated with the expression profile of
pBD-1, -2 and -3. Tissue analysis showed a significantly slowed skin reepithelialisation
(defined as delayed wound healing) and an increased presence of neutrophil
granulocytes and macrophages in the infected wounds.

Conclusions: The results of this study of the increased and decreased gene
expression profile of BDs may be a basic concept for target-oriented therapy with

synthetic BDs against bacterial infection and delay wound healing.



Fir Roman
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1. Einfdhrung

1.1. Wundheilung und Wundheilungsstérung

Die Wundheilung ist ein komplexer biologischer Prozess und bis heute
unzureichend verstanden. Ausgel6st durch eine Verletzung werden verschiedene
intra- und interzellulare Signalwege aktiviert und koordiniert, die die Integritat und
Homoostase des Gewebes wiederherstellen. Die Wundheilung erfolgt in drei
Phasen: 1. Exsudations- oder Resorptionsphase, 2. Granulationsphase und 3.
Differenzierungsphase . Die Exsudationsphase dauert bis zu 48 Stunden nach der
Verletzung an ! In den ersten Minuten der Exsudationsphase kommt es zur
Vasokonstriktion, Blutstillung und Blutgerinnung. Durch die Adhasion, Aggregation
und Degranulation zirkulierender Thrombozyten innerhalb des Fibringerinnsels
werden eine Vielzahl von Mediatoren und Zytokinen freigesetzt, die eine
Entzindung initieren und die Vasodilatation sowie die Kapillarpermeabilitat
steigern. Als Folge tritt verstarkt Exsudat aus dem Blutplasma in das Interstitium
uber und es kommt zum Odem. Zu den freigesetzten Mediatoren gehoren:
Transforming Growth Factor  (TGF-), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 2. Neutrophile Granulozyten und
Monozyten/Makrophagen wandern stimuliert durch TGF-p in das Wundgebiet ein
und beginnen nekrotisches, ischdmisches Gewebe zu phagozytieren. TGF-$ wirkt
autokrin auf Leukozyten und Fibroblasten und induziert die Expression von
zusatzlichen Zytokinen, unter anderem Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a),
Interleukin-1p (IL-1B), IL-6 und PDGF 2. Charakteristisch fur die Granulations-phase
ist die vermehrte Zellproliferation, Angiogenese und Reepithelialisierung. Die
Granulationsphase dauert in der Regel 2-10 Tage *. In dieser Phase beginnen sich
Keratinozyten zu vermehren, zu migrieren und schlie3lich die betroffene Stelle zu
decken, um die funktionelle Integritdt des Gewebes wiederherzustellen.
Fibroblasten aus dem umliegenden Gewebe beginnen in den Defekt einzuwandern
und differenzieren sich zu Myofibroblasten. Diese bilden subepitheliales
Granulationsgewebe, indem sie extrazellulare Matrix hauptsachlich in Form von
Kollagen produzieren. Diese erste Umstrukturierung des geschadigten Gewebes
dient als temporare Barriere gegen die auf3ere Umgebung. Durch eine Reihe von
Induktoren, unter anderem Hypoxie, Stickstoffmonoxid (NO), VEGF, Fibroblast
Growth Factor-2 (FGF-2), Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und
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Macrophage Inflammatory Protein-la. (MIP-1a) bilden sich bald neue kapillare
BlutgefaRe innerhalb des Granulationsgewebes!. Notwendigerweise ist diese
Angiogenese ein eng kontrollierter Prozess. Inhibitoren dieses Prozesses, die fir
den weiteren Narbenumbau verantwortlich sind, sind Thrombospondin-1 (TSP-1),
IFN-y, IL-12, IL-4 und Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP) 1. Die
anschlielBende Differenzierungsphase kann bis tber ein Jahr andauern und dient
der molekularen Vernetzung und Stabilisierung der Narbe . Das Narbengewebe
erreicht dabei selten die urspriingliche Starke und Belastbarkeit.

Kann die Integritat der Haut innerhalb von 3 Monaten nicht wiederhergestellt
werden, spricht man von einer chronischen Wunde. Chronische Wunden werden
am haufigsten durch thermische Schaden, Trauma und chronische Ulzerationen bei

Diabetes mellitus, pAVK, Druck oder vendse Stase verursacht 1.

1.2. Wundheilungsstérungen durch Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) gehort zu den Gram-positiven Kokken und ist
ein Mitglied der Micrococcaceae Familie. Die durch das Bakterium ausgeschitteten
Exotoxine und Enzyme sind fir diverse kutane und systemische Infektionen,
einschlie3lich Impetigo, Furunkel, subkutane Abszesse, Staphylococcal Scalded
Skin Syndrome (SSSS, sogenanntes Dermatitis ex-foliativa neonatorum oder
Staphylogenes Lyell-Syndrom), Toxic Shock Syndrome (TSS) und beim
Neugeborenen fir die Neonatal Toxic Shock Syndrome-like Exanthematous
Disease (NTED) verantwortlich 3.

S. aureus wird als fakultativ, pathogener Organismus angesehen. In etwa 30 bis
50% der Falle sind Haut und/oder Schleimhaut gesunder Erwachsener mit S.
aureus besiedelt 4°. Patienten mit Diabetes mellitus, intravendse Drogen-
konsumenten, Hamodialyse-Patienten, chirurgische Patienten und Patienten mit
einer erworbenen Immundefizienz sind vermehrt von einer Keimbesiedlung
betroffen 6-°. Jede Verletzung der epithelialen Integritat, sei es ein Trauma oder ein
chirurgischer Eingriff kann zur Gewebeinvasion und als Folge zur Infektion mit S.
aureus fuhren 1911, Eine verzégerte Wundheilung durch S. aureus ist ein typischer
Befund einer chronischen Wunde und ist auf die Biofilm bildende Eigenschaft des
Bakteriums zurlckzufuihren. Dieser Biofilm besteht aus einer extrazellularen

polymeren Matrix und wird von Mikroorganismen sezerniert 2. Der Biofilm wirkt als
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Schutz gegen das Eindringen von biologischen und pharmazeutischen Antibiotika
und erleichtert die Anhaftung des Bakteriums an Oberflachen, insbesondere an
Fremdkorpern 213, Die Bildung von Biofilm in chronischen Wunden schafft eine
physikalische Barriere gegen die Reepithelialisierung und unterhalt dadurch die
chronische Entziindung 415,

Obwonhl S. aureus Infektionen in der Regel die Haut betreffen, kann sich die Infektion
weiter ausbreiten und zu invasiven und héufig lebensbedrohlichen Infektionen mit
Komplikationen wie Lymphangitis, septische Arthritis, Abszesse verschiedener
Organe, Osteomyelitis, Bakteridmie, Pneumonie, Meningitis, Endokarditis und
Sepsis minden 16, Die gesundheitsbkonomische Bedeutung von S. aureus
Infektionen  ist groR. 11,6 Millionen Aufnahmen sowie 464.000
Krankenhauseinweisungen sind in den Vereinigten Staaten pro Jahr auf

Wundinfektionen mit S. aureus zurtickzufuihren 17.

1.3. Verbreitung antibiotikaresistenter S. aureus Stamme

Die Entdeckung der Antibiotika war einer der grof3ten medizinischen Fortschritte
des 20. Jahrhunderts. Die anfanglichen Erwartungen und Hoffnungen wurden leider
teilweise durch das vermehrte Aufkommen von Resistenzen als Folge von
Ubernutzung enttauscht 18, Haut- und Weichteilinfektionen (darunter auch die
Infektion chronischer Wunden) machen 7-10% der Krankenhausaufenthalte aus
und stellen die haufigsten Indikationen fur die Verwendung von antimikrobiellen
Therapien in den USA dar 1°. S. aureus gehort zu den haufigsten isolierten Erregern
infizierter Wunden 2°. Durch kontinuierliche Anderungen im Genom sind die
Resistenzmechanismen des S. aureus besonders effektiv. Bereits ein Jahr nach der
Einfihrung von Penicillin, berichteten Krankenh&user in Europa und Nordamerika
1949 uber Penicillin-resistente S. aureus Stamme 2. Der erste Methicillin-resistente
S. aureus (MRSA) Stamm wurde 1960 identifiziert 22. Von 1980 bis 1986 kam es zu
einer vermehrten Haufung von Erkrankungen, die durch resistente S. aureus
ausgelost wurden 23, Die Patientensterblichkeit stieg in den USA auf 64%, was den
hochsten Stand seit der 40er Jahre entsprach 23. Laut Weltgesundheitsorganisation
(WHO) haben sich MRSA-Infektionen weltweit endemisch verbreitet 24, 2002 wurde

der erste Vancomycin-resistente S. aureus (VRSA) Stamm isoliert 2.
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Die Behandlung infizierter Wunden stellt somit ein grof3es medizinisches und
gesundheits6konomisches Problem dar. Die zunehmende Einschrankung der
therapeutischen Mdoglichkeiten durch vermehrte Resistenzen unterstreicht die
Dringlichkeit neuer Strategien und Optionen fur die Behandlung von infizierten

Wunden.

1.4. Beta-Defensine

1.4.1. Beta-Defensine sind eine Unterqgruppe der Host Defense Peptide

Derzeitige Forschungsentwicklungen streben nach neuen Therapien, um den
Gebrauch von Antibiotika zu reduzieren. Die gezielte Aktivierung des
Immunsystems hat sich hierbei als eine vielversprechende Option erwiesen. Die
sogenannten Host Defense Peptide (HDPs), auch antimikrobielle Peptide (AMPS)
genannt, werden dem angeborenen Immunsystem zugerechnet und haben sich ko-
evolutionar zu mikrobiellen Organismen entwickelt. HDPs kénnen aus Menschen,
Tieren sowie aus der Mehrzahl von Pflanzen-, Pilz- und Bakterienarten isoliert
werden 6. Seit Millionen von Jahren wirken HDPs bereits erfolgreich als nattirliche
Antibiotika mit einem aul3ergewdhnlich breiten Spektrum gegen Gram-negative und
Gram-positive Bakterien, Pilze und Viren 27-%0,

Derzeit sind mehr als 3.700 HDPs bekannt, die von vier internationalen
Datenbanken erfasst werden, darunter mehr als 940 aus eukaryotischen
Organismen 334 Nach ihrer molekularen Zusammensetzung, GroRe und
Konformation lassen sich diese in zwei Hauptklassen einteilen: 1.) HDPs mit einer
linearen a-Helix Struktur ohne Disulfidbriicken (z. B. Cathelicidine, Magainin und
Cecropine) und 2.) HDPs mit einer B-Faltblatt Struktur mit charakteristischen

Disulfidbriicken (z. B. Defensine) 27:35-37,

Defensine sind kationische HDPs. Sie umfassen 29 bis 45 Aminoséuren und sind
besonders reich an Cystein und Arginin 272°, Defensine selbst werden in a- und B-
Defensine unterteilt. Die molekulare Konfiguration der Defensine ermdglicht ihnen
mit der Zellmembran bestimmter Zielzellen, beispielsweise von Bakterien, zu
interagieren 38, Durch Porenbildung in der Zellwand initiieren sie die Zelllyse und
letztendlich die Zerstorung der Zielzelle, ohne dass der genaue Mechanismus

bisher bekannt ist 3940,
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1.4.2. Beta-Defensine-1 bis -4 werden in der Haut exprimiert

Im Menschen wurden bislang 30 B-Defensine (hBDs) identifiziert, wovon die B-
Defensine 1 bis 4 in der Haut exprimiert werden 4%,

Das erste menschliche B-Defensin (hBD-1) wurde 1995 im Blutplasma von
Patienten mit Nierenerkrankungen identifiziert und wird von verschiedenen
Geweben (primar von epithelialem Gewebe des Respirations- und Urogenitaltrakts)
exprimiert 42. Zudem wird es kontinuierlich von Keratinozyten ausgeschttet 3. hBD-
1 zeigt antibakterielle Aktivitat gegen Gram-positive Bakterien Stamme wie S.

aureus und E. coli (Tabelle 1) 44.

Das humane B-Defensin-2 (hBD-2) wurde in Hautgewebsproben von Psoriasis
Patienten nachgewiesen #°. hBD-2 wir vor allem in Keratinozyten und Epithelzellen
des Gastrointestinal- und Respirationstrakts exprimiert. hBD-2 kann in
Keratinozyten gespeichert werden und dessen Expression wird direkt durch den
Kontakt mit bakteriellen Erregern oder durch Immunzellen wie Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten hochreguliert 434647 \Weitere Studien haben
gezeigt, dass die Expression von hDB-2 auch durch proinflammatorische Zytokine
wie IL-1 und IL-22, die unter anderem in der Wundheilung ausgeschittet werden,
induziert wird 4849, Eine erhohte Expression von hBD-2 schitzt die Haut vor
Infektionen. Eine verringerte hBD-2 Aktivitat flhrt hingegen in Brandwunden zu
einem erhohtem Risiko fur Wundinfektionen und Sepsis %051, Eine direkte anti-
bakterielle Wirkung konnte zum Beispiel gegen S. aureus und E. coli
nachgewiesen werden (Tabelle 1) 2. Die Hochregulation von hBD-2 hat eine
immunstimulierende Wirkung. So wirkt hBD-2 chemotaktisch auf unreife

dendritische Zellen und T-Zellen 33,

Das menschliche B-Defensin-3 (hBD-3) wurde nahezu gleichzeitig im Jahre 2001
von zwei Arbeitsgruppen in Psoriasis Patienten entdeckt 3455, hBD-3 kann aus einer
Vielzahl an Geweben isoliert werden. In der Haut wird hBD-3 (wie auch hBD-2) von
Keratinozyten gespeichert %6. TNF-a , Transforming Growth (TGF)-a, Insulin-Like
Growth Factor 1 (IGF-1), TLR5, IL-1B8 und IFN-y sowie verschiedene Bakterien
spielen eine wichtige Rolle in der Syntheseaktivierung von hBD-3 5457, hBD-3 zeigt
eine breite bakterizide Aktivitat gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien,
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einschliel3lich multiresistenter S. aureus Stamme und Pseudomonas aeruginosa
(Tabelle 1) 8,

Das menschliche p-Defensin-4 (hDB-4) wurde durch ein Screening-Verfahren des
menschlichen Genoms entdeckt *°. Synthetisches hBD-4 zeigt eine antimikrobielle
Aktivitat in mikromolaren Konzentrationen gegen Pseudomonas aeruginosa und
Staphylococcus carnosus (Tabelle 1) 9. Es wird in erster Linie im Hoden und
Nebenhoden synthetisiert und ist auch in Keratinozyten nachweisbar . hDB-4
verhalt sich vermutlich @hnlich wie hBD-2 und hBD-3 5960,

Tabelle 1: Antibakterielles, antifungales und antivirales Spektrum der humanen B-Defensine
1-4 6063 hBD-1 wirkt antibakteriell. hBD-2 und hBD-3 agieren zusatzlich gegen Pilze und Viren.
hBD-4 hat ein antibakterielles wie antifungales Wirkspektrum. hBD-1 bis -4 wirken chemotaktisch
auf das angeborene und adaptive Immunsystem. (+ = aktiv gegen, ? = unbekannte Wirkung)

humane-B- | Aktivitat gegen Pathogen Chemotaxis
Defensine
Gram + | Gram - | Pilze Viren
hBD-1 + + ? ? T- Zellen, DC
hBD-2 + + + + T- Zellen, DC, Mastzellen
hBD-3 + + + + T- Zellen, DC, Monozyten
hBD-4 + + + ? T- Zellen, DC, Monozyten,
Makrophagen,
1.4.3. Sechs porkine Beta-Defensine

Im Schwein sind insgesamt 11 B-Defensine (pBDs) bekannt. Davon werden sechs
B-Defensine in der porkinen Haut exprimiert: pBD-1, pBD-2, pBD-3, pBD-4, pBD-
123 und pBD-129 4!, Die Bedeutung von pBD-123 und pBD-129 sind unbekannt.
Die porkinen B-Defensine haben eine andere Nomenklatur als die hBDs (Tabelle 2).
hBD-1 entspricht dem pBD-2 sowie hBD-2 dem pBD-1 entspricht.



Ursula Kraneburg Einfihrung 19

Tabelle 2: Nomenklatur der B-Defensine im Mensch und im Schwein. hBD-1 entspricht dem
BD-2 sowie hBD-2 dem pBD-1 entspricht.

Humane B-Defensine Homologe porkine B-Defensine
hBD-1 pBD-2

hBD-2 pBD-1

hBD-3 pBD-3

hBD-4 pBD-4

hBD-129 pBD-129

hBD-123 pBD-123

1.4.4. Beta-Defensine werden Uber Toll-like Rezeptoren requliert

Mehrere Mechanismen und Signalwege regulieren die Expression von -
Defensinen, unter anderem Nuclear Factor KappaB (NF—kB) und Mitogen-Activated
Protein (MAP) kinases (einschlieRlich Src-abhangige Raf-MEK1/2-ERK) 6466, In der
Wundheilung spielt der NF-kB Signalweg eine wichtige Rolle. Die Aktivierung
erfolgt tUber Toll-like Rezeptoren (TLRs) 768, TLRs sind gut untersuchte Sensoren

des Immunsystems, die jeweils auf bestimmte Liganden reagieren (Abbildung 1).

LPS :
(Gram-negative Bakterien) Flagellin

Lipoteichonsauren (Bakterien)
(Gram-positive
Bakterien),
Zymosan \ 5 -

(Pilze) ‘ 2 b ad

Diacyllipoproteine
(Bakterien),

Glycosylphosphat- [
idylinositol-Anker 4 >
(Parasiten)

Abbildung 1: TLRs und entsprechende Liganden. Extrazellulare TLRs (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5, TLR6 und TLR10) werden vor allem von Bakterien, Parasiten und Pilzen aktiviert. Intrazellular
gelegene TLRs (TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9) erkennen hingegen Viren.

Im Menschen wurden zehn TLRs identifiziert (Abbildung 1). TLRs liegen entweder
extra- oder intrazellular 6270, Zu den extrazellularen TLRs gehoren TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10 %70, Intrazellular gelegen sind TLR3, TLR7, TLR8

und TLR9 870, TLR2, der mit TLR1 oder TLR6 einen Heterodimer bildet, erkennt
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Peptidoglycan (PGN), LPS, Nukleinsauren, Mykoplasmen, Lipoproteine, Hefe,
Kohlenhydrate und auch koérpereigene Molekile wie Hitzeschockproteine 6979,
TLRS3 reagiert auf doppelstrangige RNA “1. TLR4 wird durch LPS als wesentlicher
Bestandteil der Oberflache von Gram-negativen Bakterien und durch verschiedene
koérpereigene Molekiile aktiviert 72. TLR5 erkennt das bakterielle Flagellin 3. TLR7
und TLR8 erkennen einzelstrangige RNA 72. TLR9 reagiert auf bakterielle und virale
DNA methylierter CpG-Motive 7374,

Im Allgemeinen initiieren TLRs die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
und rekrutieren Zellen des adaptiven Immunsystems 7. Als Mitglieder der
Interleukin-1-Rezeptor (IL-1Rs) Familie sind TLRs typische Typ | Transmembran-
glykoproteine. Die extrazellulare Region besteht aus Leucin-reichen
Wiederholungen 6. Die intrazellulare Region enthélt eine sogenannte Terminal
Inverted Repeat (TIR)-homologe Domane und bindet an entsprechende
Adapterproteine wie Myeloid Differentiation Primary-Response Protein 88 (MYD88),
MYD88-Adaptor-Like Protein (MAL), TIR Domain-Containing Adaptor Protein
Inducing IFN-B (TRIF) und TRIF-Related Adaptor Molecule (TRAM) 7. TLRs
werden durch liganden-induzierte Dimerisierung des Rezeptors aktiviert. Dann
bindet sich die intrazellulare TIR-homolog Region mit den entsprechenden
Adapterproteinen 77. Die Adapterproteine initiieren ihrerseits die Interaktion
zwischen IL-1R-Associated Kinases (IRAKs) und Adaptor Molecules TNF Receptor-
Associated Factors (TRAFs). Es kommt zur Aktivierung der Mitogen-Activated
Protein Kinases (MAPKs), JUN N-terminal Kinase (JNK), p38 und anderen
Transkriptionsfaktoren. Zu den wichtigen Transkriptionsfaktoren gehéren Nuclear
Factor-kB (NF-kB), Interferon-Regulatory Factors (IRFs), Cyclic AMP-Responsive
Element-Binding Protein (CREB), Activator Protein 1 (AP1) und die Interferon-
Regulatory Factors (IRF) 7. Die Transkriptionsfaktoren I6sen sich und induziert im
Zellkern die Genexpression von pro- und antiinflammatorischen Mediatoren sowie

antimikrobiellen Peptiden wie zum Beispiel B-Defensinen 7.
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Abbildung 2: Toll-like Rezeptoren erkennen unter anderem mikrobielle Produkte und I6sen
eine erhdhte Expression von proinflammatorischen Genen aus. Der wichtigste Signalweg fuhrt
zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor-kB und der Mitogen-Activated Protein
(MAP) Kinasen p38 und JNK. Diese Signalkaskaden erhdhen die Expression von pro-
inflammatorischen Genen. Der zweite Weg fihrt Uber die Stimulation von TLR3 und TLR4 zur
Aktivierung von NF-kB und anderen Transkriptionsfaktor wie Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3).
Dieser Signalweg induziert die Expression von antiviralen Genen wie Interferon-f3 (IFN-R) 78.

1.5. Porkine Haut hat viele Ubereinstimmung mit dem Menschen

Die porkine Haut ahnelt der humanen Haut anatomisch und physiologisch. Die
porkine Epidermis ist vergleichbar zur humanen Epidermis in Durchmesser,
Schichtaufbau und Zellphysiologie 7°. Die porkine Epidermis besteht aus vier
Schichten von basal nach apikal: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum
granulosum und Stratum corneum 7°. Das Stratum lucidum, welches nicht im
Schwein zu finden ist, ist nur in wenigen Bereichen der humanen Epidermis
vorhanden 7°. Die humane Epidermis ist etwa 50 bis 120um und die porkine

zwischen 30 bis 140um dick 8. Die epidermale Proliferation, die bei der
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Wundheilung eine wichtige Rolle spielt, lauft im Schwein innerhalb von 14 und im
Menschen innerhalb von 13 Tagen ab 8.

Die porkine Dermis wird in zwei Schichten unterteilt, die nicht deutlich voneinander
abzugrenzen sind: Stratum papillare und Stratum retikulare 7°. Der einzige
Unterschied in der vaskularen Versorgung der porkinen Haut ist ein reduziert
ausgepragter subepidermaler Plexus &2. Vergleichbar zwischen den beiden Spezies
ist die Subkutis mit etwa 12mm 83, Das Schwein besitzt ahnlich wie der Mensch nur

wenige Haare oder Gruppen von 2-3 Follikeln 7983,

M&ause und Ratten zeigen hingegen deutliche anatomische und physiologische
Unterschiede im Aufbau der Haut, wie zum Beispiel eine dichte Kérperbehaarung
sowie eine dunne Epidermis und Dermis. Die Wundheilung findet im Unterschied
zum Menschen in erster Linie durch Wundkontraktion an Stelle von Re-
epithelialisierung statt. Eine Metaanalyse von 180 Artikeln zeigte eine
Ubereinstimmung der menschlichen Haut im Vergleich zu porkiner Haut von tiber
78%. In anderen Kleintier-Wundheilungsmodellen konnte nur eine Uber-

einstimmung von 53% gefunden werden 84,

1.6. Zielsetzung

Die Behandlung von Wundheilungsstérungen und chronisch infizierten Wunden ist
eine herausfordernde Aufgabe verschiedener medizinischer Fachrichtungen. Die
langwierigen Behandlungen sind oftmals mit viel Leid des Patienten verbunden und
enden zuweilen in chronischen Schmerzen, Amputationen oder anderen kritischen
Komplikationen 7. Die damit verbundenen Therapiekosten stellen eine starke
Belastung fur das Gesundheitssystem dar 7. Oftmals sind altere Patienten
betroffen, was gerade auch unter dem Gesichtspunkt des demographischen
Wandels eine besondere Herausforderung fiir die Zukunft mit sich bringt /. Des
Weiteren entstehen neue Gefahren durch die zunehmende H&aufung von
Antibiotika-Resistenzen. Die Entwicklung von neuen Therapieoptionen ist deshalb
eine wichtige Aufgabe in der allgemeinen Wundbehandlung und besonders auch in
der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie.

B-Defensine besitzen eine hohe antimikrobielle, antiinflammatorische sowie

immunmodulatorische Aktivitat 8. Eine Anwendung synthetischer B-Defensine als
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Therapeutikum bei infizierten chronischen Wunden scheint grundsatzlich moglich,
jedoch mussen zunachst genauere Kenntnisse Uber deren Aktivierung, Wirkweise,
Immunmodulation und Beeinflussung der Geweberegeneration in vivo gewonnen

werden.

Ziel dieser Studie ist die Analyse der Expressionsprofile der B-Defensine in
Korrelation mit deren regulatorischen Faktoren und der Wirkung von B-Defensinen
auf die Chemotaxis von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten im S. aureus

infizierten und nicht-infizierten Grof3tierwundmodell.

Um dieses Ziel zu erreichen werden die folgenden Experimente durchgefihrt:

1.) Etablierung einer Wundheilungsstérung im S. aureus infizierten porkinen
Wundheilungsmodell

Beim porkinen Wundheilungsmodell handelt es sich um ein bereits etabliertes
Tiermodell. Die Infektion mit S. aureus wurde von unserer Arbeitsgruppe mehrfach
durchgefuhrt und publiziert. Die erfolgreiche Etablierung eines Wundheilungs-
stérungsmodells in infizierten Wunden wird makro- und mikroskopisch verifiziert und

dient als Grundlage fur die folgenden Expressionsanalysen.

2.) Analyse der Genexpressionsprofile der porkinen Beta-Defensine

Die Genexpressionsprofile der in der porkinen Haut vorkommenden (-Defensine
(pBD-1, pBD-2, pBD-3, pBD-4, und pBD-129) sollen im Verlauf der Wundheilung
(im Zeitraum von 12 Tagen) in infizierten und nicht-infizierten Wunden mittels

guantitativer PCR (gPCR) analysiert werden.

3.) Immunhistologische Analyse der Lokalisation der porkinen Beta-Defensine

Ferner stellt sich die Frage ob die pBDs von einem bestimmten Zelltyp in einer
bestimmten Schicht der Haut exprimiert werden. Die Lokalisation der porkinen 8-
Defensine-1 und -3 in der Haut sollen immunhistochemisch dargestellt werden. Fir
die porkine Haut existierten zum Zeitpunkt dieser Arbeit keine suffizienten

Antikdrper fur die immunhistologische Analyse von pBD-2, pBD-3 und pBD-129.

4.) Korrelation der Genexpressionsprofile der Beta-Defensine und deren

regulatorischen Faktoren
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Es ist aus der Literatur bekannt, dass die Expression von [3-Defensinen unter
anderem durch TLRs gesteuert wird. Das bakterielle LPS, Lipoproteine und PGN
aktivieren Uber CD14 und TLR2 die NF-kB Kaskade und fuhren schlie3lich zur
Expression von B-Defensinen 6486-88  Gram-positive und Gram-negative Bakterien
fordern die TLR2 Expression ©°,

Eine erhohte B-Defensin Expression wurde in Reaktion auf IL-1a, IL-1B, IFN-y, IL-
8, IL-17 und IL-22 diskutiert 49545590, Die Ergebnisse sind jedoch teils kontrovers
und in in vivo Studien der Haut nicht bestatigt.

Die Korrelation der B-Defensin Genexpression zu deren regulatorischen Faktoren
(CD14, TLR2, TLR4 IL-1a, IL-1B, IFN-y, IL-8, IL-17 und IL-22) wird im Verlauf der
Wundheilung mittels gPCR analysiert.

5.) Chemotaktischer Effekt der pBD-Expression

B-Defensine spielen eine bedeutende Rolle in der Modulation der angeborenen und
adaptiven Immunitat. Sie induzieren die Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen °1. Die Chemotaxis ist notwendig zur
Initiierung der adaptiven Immunantwort. In der immunhistologischen Untersuchung
sollen neutrophile Granulozyten und Makrophagen dargestellt werden. Dies soll
beantworten ob Korrelationen zwischen der Anzahl an neutrophilen Granulozyten

und Makrophagen und der Genexpression der B-Defensine bestehen.
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2. Materialien und Methodik

2.1. Materialien

2.1.1. Antikdrper und Seren

Polyklonaler Antikorper Anti-human
Cathepsin K
Polyklonaler Antikérper Anti-pBD-1

Polyklonaler Antikérper Kaninchen
Anti-human Myeloperoxidase
Polyklonaler Anti-human hBD-3
Schweineserum
Sekundarantikoérper  Pferd  Anti-
Kaninchen IgG Vektor
Sekundéarantikdrper Anti-Ziege 1gG
Vektor

Ziegenserum

2.1.2.

(Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg
Deutschland)

(Herstellung Labor Prof. T. Ganz UCLA,
Los Angelos, USA)

(DakoCytomation, Glostrup, Danemark)
(Novus Biologicals , Littleton , CO, USA)
(Aus eigenen Versuchen)

(Vector Laboratories, Burlingame, USA)

(Vector Laboratories, Burlingame, USA)

(Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Chemikalien, Losungen und Puffer

ABC Elite Reagenz

Alkohol (70% Isopropanol)
Brain Heart Infusion culture media
DAB-Substratlosung

DAPI

Ethanol

First strand cDNA Synthese Kit:
- DNTP-Mix

- Random Hexamers

- DEPC-Wasser

- TR-Puffer

- Magnesiumchlorid

(Vector Laboratories, Burlingame, USA)
(RUB, Bochum, Deutschland)
(Becton-Dickinson, Franklin Lakes, USA)
(Vector Laboratories, Burlingame, USA)
(Vector Laboratories, Burlingame, USA)
(Roth, Karlsruhe Deutschland)
(Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
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-DTT
- Rekombinanter RNase Inhibitor (,RNASE OUT*)

- Primer-Mischung

- SuperScript Il

Florescent Mountin Medium (Dako Cytomation, Glostrup, Danemark)
Glacialalkohollésung (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Hamatoxylinldsung (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

JodIésung (10% providone iodine paint) (RUB, Bochum, Deutschland)
Mannitol-Salz-Agar Oxoid (Basingstoke, Hampshire, England)
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande)

- RNeasy Mini Spin Columns (pink)

- Collection Tubes (1,5ml)

- Collection Tubes (2ml)

- Buffer RLT

- Buffer RW1

- Buffer RPE

- RNase-Free Water

- Handbook

Streptavidin AlexaFluor 488 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Tryptikase-Soja-Agar mit 5% (RUB, Bochum, Deutschland)
Waschjodldsung (RUB, Bochum, Deutschland)

Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
2.1.3. Gerate und Software

Eppendorf Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Haarschneideapparat Favorite (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)
Homogenisator (Kinematica, Luzern, Schweiz)

Software Adobe Photoshop (CS incorporated, Los Angelas, USA)
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2.1.4. Medikamente

Fentanyl Matrixpflaster 25ug/h
Propofol 2mg/kgKG

Paracetamol 37 mg/kgKG (1g) i.v.

Midazolam 1 mg/kg
Ketamin 10 mg/kg
Atropin 0,05 mg/kg

(Sandoz, Holzkirchen, Deutschland)
(Braun, Melsungen, Deutschland)
(Sandoz, Holzkirchen, Deutschland)
(Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
(Hameln Pharma, Hameln, Deutschland)

(Braun, Melsungen, Deutschland)

(TIB Molbiol, Berlin, Deutschland)

2.1.5. gPCR Primer

gPCR Primer
Primer Primer Frequenz Forward
pBD-1 5-ACCGCCTCCTCCTTGTATTC-3’
pBD-2 5-GCTGACTGTCTGCCTCCTCT-3
pBD-3 5CTTCCTATCCAGTCTCAGTGTTCTGC-

3

pBD-4 5-CCGTGAGGGTGAAATTAGGA-3
pBD-129 5-ATGTGTAATGGGTTTGGGGA-3’
pPTLR-2 5-TCTGTCTTGTGACCCTGCTG-3’
pTLR-4 5-TCCCTAGGCTTCAGGTGCTA-3
pCD14 5-TGGACCTCAGTCACAACTCG-3’
plL-1a 5-ATGCCAGCTATGAGCCACTT-3
pIL-1B 5-CCAAAGAGGGACATGGAGAA-3’
pIL-8 5-TGTGAGGCTGCAGTTCTGGCAA-3’
plL-17 5-AGAGATCTTGGTCCTGCGAA-3’
plL-22 5-GCAAAAAGCTAAGCCAATGC-3’
pIFN-y 5-TGCAGATCCAGCGCAAAGCCA-3

18SrRNA

5-GAAACTGCGAATGGCTCATTAAA-3’

Primer Frequenz Reverse

5-TTTTGCAGCATTTGACTTGG-3
5-ACTTGGCCTTGCCACTGTAA-3’

5GGCTTCTGTAGACTTCAAGGAGACAT-

3
5-GAAAAGATGGGAAGGAAGGC-3’
5-AGGACGATATTTTGATGGCG-3
5-AGCTCTGAGGTTCACGCATT-3
5-AAAAAGCTAGGCTCCTTGGC-3
5-CCTTTAGGCACTTGCTCCAG-3’
5-CCATCACCACACTGTCCTTG-3
5-GGGCTTTTGTTCTGCTTGAG-3
5-TCCTTGGGGTCCAGGCAGACC-3
5-AAGAAATATGGCGGACGATG-3’
5-TCTTCAGGGCCATAAACAGC-3’
5-TTGATGCTCTCTGGCCTTGGAAC-3’
5-CACAGTTATCCAAGTAGGAGAGG-3’
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2.1.6. Versuchstiere

Gottingen Minischweine (Ellegaard A/S, Dalmose, Dadnemark)
2.1.7. Verbands- und Wundmaterialien

23 Op-cutlery Punch (steril) (Aesculap, Melsungen, Deutschland)
Fettstift (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
Leukoplast® (BSN Medica, Hamburg, Deutschland)
Stomabeutel (Coloplast, Hamburg, Deutschland)
Tegaderm® (3M, Neus, Deutschland)

Fixomull® (BSN Medica, Hamburg, Deutschland)
Rolta-Soft® (Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland)
Peha-Haft® (Peha, Sulzbach, Deutschland)

Warmwachs (Veet, Reckitt-Beckinser, Deutschland)



Ursula Kraneburg Materialien und Methodik 29

2.2. Methodik

Alle Tierversuche wurden gemald den Tierschutzrichtlinien der Bundesrepublik
Deutschland sowie der Genehmigung von Versuchsvorhaben gemalf3 88 Abschnitt
1 Tierschutzgesetz 9.93.2.10.32.07.027 ausgestellt und durch das LANUV NRW
durchgefuhrt.

Das porkine Tiermodell ist ein etabliertes Wundheilungsmodell. In dieser
Arbeitsgruppe wurde das Modell viele Male zuvor durchgefihrt und publiziert. Es
wurden zwei Schweine (n=2) untersucht. Das Tier, deren Wunden mit S. aureus
infiziert wurden, wird im Folgenden als Studientier bezeichnet. Zu dem Studientier

diente ein Tier desselben Wurfs als Kontrolle (im Folgenden Kontrolltier genannt).

Wundsetzung
Dokumentation Dokumentation
Fotografie Fotografie
. Planimetrie Planimetrie
Dokumentation Probenentnahme  Probenentnahme
Fotografie Finalisierung
Planimetrie

O, ® O

Abbildung 3: Ubersicht des Tierexperiments. Der Versuchszeitraum betrug 12 Tage. An Tag 0
wurde die Wundsetzung durchgefiihrt und die Wunden des Studientiers mit S. aureus infiziert. An
jedem zweiten Tag erfolgte die Blutprobenentnahme. An Tag 0, 6, 8 und 12, hier rot markiert, erfolgte
eine Tieroperation in Vollnarkose, in der Flussigkeits- und Gewebeproben zur weiteren
Untersuchung unter sterilen Bedingungen entnommen wurden. Der Tierversuch wurde an Tag 12
beendet.

Tag

Nach einer Eingewdhnungszeit fand an Tag 0 die Wundsetzung statt (Abbildung 3).
Es wurden zwdlf Untersuchungsareale exzidiert (Abbildung 4). Die Areale wurden
drei Gruppen zugeordnet, aus denen zu unterschiedlichen Zeiten Gewebebiopsien
entnommen wurden, um ein zusatzliches Trauma durch die Probenentnahme
maoglichst gering zu halten (Tabelle 3). Der Versuchszeitraum betrug 12 Tage. An
Tag 6 der Studie wurden die Proben aus den Wunden der Gruppe 1 entnommen,
an Tag 8 aus den Wunden der Gruppe 2 und an Tag 12 aus den Wunden der
Gruppe 3. Jeden zweiten Tag wurden Blutproben entnommen. An Tag O, 6, 8 und

12 erfolgten in Vollnarkose die Entnahme der Gewebe- und Flussigkeitsproben
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sowie die Wunddokumentation. An Tag 12 wurde der Tierversuch beendet und das

Tier finalisiert.

Abbildung 4: Weibliches Gottinger Minischwein mit zwolf Untersuchungsarealen an Tag 0.
Insgesamt wurden zwei Tiere untersucht (n=2). Die Wunden des Studientiers wurden mit S. aureus
infiziert. Zu dem Studientier diente ein Tier desselben Wurfs als Kontrolle (Kontrolltier).

Tabelle 3: Gruppierung fur Probenentnahme der jeweiligen Untersuchungsareale. Die Wunden
wurden in Gruppen eingeteilt, um das durch die Gewebeprobe entstandene Trauma gering zu halten.
Zusatzlich wurden Blut- und Wundflissigkeitsproben entnommen sowie die Wunden makroskopisch
beurteilt und die GréRe der Wundareale dokumentiert.

Gruppe Probenentnahme an Untersuchungsareal

1 Tag 6 Wunde 1, Wunde 4, Wunde 7 und Wunde 10

2 Tag 8 Wunde 2, Wunde 5, Wunde 8 und Wunde 11

3 Tag 12 Wunde 3, Wunde 6, Wunde 9 und Wunde 12
2.2.1. Versuchstiere und deren Unterbringung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um zwei weibliche Géttinger Mini-schweine
mit einem Anfangsgewicht von 23 Kilogramm. Die Tiere wurden bei einen
kontinuierlichen zwo6lf Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus gehalten und hatten freien
Zugang zu Wasser und Futter. Die Raumtemperatur betrug 23 +2°C bei einer
Luftfeuchtigkeit von 65%. Wahrend der Eingew6hnungszeit von 24 Tagen wurden
die Tiere in Einzelstallen gehalten und taglich auf ihr Sozialverhalten sowie auf ihre

Gesundheit hin untersucht.
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2.2.2. Anasthesie der Versuchstiere

Nach der Eingewdhnungszeit begann der Versuch an Tag O des Experiments. Die
Sedierung der Tiere erfolgte mit Midazolam 0.5mg/kg KG und Ketamin 10mg/kg KG
i.m. Bei Erreichen einer ausreichenden Sedierung wurde das Tier auf dem
Operationstisch auf einer Warmeplatte zum Schutz vor Auskihlung gelagert. Die
Vitalparameter wie Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung und Koérpertemperatur
wurden kontinuierlich berwacht. Uber einen intravenésen Zugang an einer
Ohrvene konnte das Hypnotikum Propofol 2mg/kg KG und das nicht-opioide
Analgetikum Paracetamol 37mg/kg KG (1g) gegeben werden. Als Erhaltungs-
anasthesie diente das Narkosegas Isofluran 1-3%, das mit einem 30%igen
Sauerstoff-Luftgemisch per Schnauzenmaske verabreicht wurde. Das Ruckenfell
der Tiere wurde mit Warmwachs bei einer Einwirkzeit von 10min depiliert.

Resthaare wurden mit einem Haarschneideapparat auf 0,1mm gekuirzt.

2.2.3. Ablauf des Tierversuchs

1.) Initiale Operation (Tag 0)

Nach vorheriger Haarentfernung wurden die 12 Wundareale mit einem sterilen
chirurgischen Filzmarker angezeichnet. Die Wundareale waren 1,5 x 1,5cm grof3.
Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden wurde zwischen den Flachen ein Abstand
von mindestens 4,5cm belassen. Paravertebral wurde zwischen den Wunden und
Medianlinie beidseits ein 6cm breiter Abstand eingehalten.

Es erfolgte die groR3flachige Hautdesinfektion mit einer Waschjodlésung (7,5%) und
eine wiederholte Desinfektion des Operationsfeldes mit einer weiteren starker
konzentrierten JodIi6ésung (10%). Die zweite Losung wurde 20 Minuten auf der Haut
belassen, um die lokale Keimflora im Operationsgebiet zu reduzieren. Anschlie3end
wurde das Areal steril abgedeckt und es erfolgte ein erneutes steriles Abwaschen
mit Alkohol (70% Isopropanol).

Es wurde eine Wundflache von 1,5 x 1,5cm mit Pinzette und Skalpell exzidiert
(Abbildung 5). Die Praparation der Wunde reichte bis zur Faszientiefe unter
Einbeziehung des subkutanen Fettgewebes. Die exzidierte Haut wurde flr spatere
Genexpressionsanalysen asserviert und entspricht den im Ergebnisteil dieser Arbeit
aufgefuhrten Proben von Tag 0. Eine Blutstillung wurde mit sterilen Kompressen

und bei gréReren Blutungen mit Elektrokauterisation erreicht.
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Abbildung 5: Untersuchungsareal 1,5 x 1,5cm grof3e Wunde an Tag 0.

Die Wunden des Kontrolltiers wurden mit 1ml steriler 0,9% NaCl Lésung betraufelt,
wahrend die Wunden des Studientiers mit 1ml der Staphylococcus aureus-
Suspension (S. aureus, ATCC25923, 2 x 108 CFU/mI) infiziert wurden. Nach
vorheriger Fotodokumentation wurden die Wunden mit selbstklebenden sterilen
Stomabeuteln, die als Wundkammern dienten, abgedeckt und mit Leukoplast® 5cm
fixiert. Die Wundflachen wurden vor Druck und anderen &uf3eren Einwirkungen
geschutzt, in dem die Wundkammern zusatzlich mit sterilen Kompressen,
Tegaderm®, Fixomull®, Rolta-Soft®, Peha-Haft® und Leukoplast® verbunden
wurden. Zur adaquaten postoperativen Schmerzmedikation wurde kurz vor

Narkoseende ein Fentanyl Matrixpflaster 25ug/h retroaurikulér appliziert.

2.) Postoperatives Vorgehen
Nach der Narkose wurden die Tiere in Einzelstallen mit kantenlosen Wanden
gehalten. Die Unterbringung sollte die Beschadigung der Wundauflagen vermeiden

sowie sozialen Stress reduzieren.

3.) Verbandswechsel (Tag 2, 4, 6, 8, 10)

An den postoperativen Tagen 2, 4, 6, 8 und 10 fand ein Verbandswechsel statt.

4.) Fotodokumentation und Planimetrie (Tag O, 6, 8, 12)

Alle Wunden wurden fotografisch dokumentiert. Zur Planimetrie wurden die im
Verlauf fotografierten Wundflachen mittels der Software Adobe Photoshop
vermessen. Dabei wurde die Wundflache der Wunde an Tag 0 als 100% festgelegt.
An den darauf folgenden Messtagen wurde die Wundflache in ein Verhéltnis zur
Wundflache an Tag 0 gesetzt. Hieraus ergab sich die prozentual zu Tag O

verbliebene Wundflache.
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5.) Probenentnahme

Blutentnahme (Tag 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12)
Fur die sofortige Glukosebestimmung, spatere Blutbilduntersuchung und Serum-
gewinnung wurde mit einer kleinen Kanule (Grol3e 1) aus einer der Ohrvenen Blut

entnommen und auf Eis gelagert.

Wundflussigkeitsentnahme (Tag 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12)
Unter sterilen Bedingungen wurde Wundflussigkeit aus den Stromabeuteln mit
Einsatz einer sterilen Kanule entnommen. Aus der Probe wurde die Bakterien-

besiedlung ermittelt.

Gewinnung der Biopsie (Tag 0, 6, 8, 12)

Wahrend des Verbandswechsels wurden bei beiden Tieren pro Wunde jeweils zwei
Stanzbiopsien (23 Op-cutlery Punch) a 6mm Durchmesser und 0,5cm Tiefe
entnommen. Eine Biopsie wurde umgehend fir die spatere Expressionsanalyse
zunachst in flussigen Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C
eingelagert. Die zweite Biopsie wurde auf Eis gekuhlt und fur die Bestimmung der

Keimzahldichte im Gewebe an demselben Tag aufgearbeitet.

Probenentnahme fir feingewebliche Untersuchungen (Tag 6, 8, 12)
Eine weitere Gewebeprobe wurde flr die Herstellung von Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbte feingewebliche Schnitte entnommen. Die Gewebeproben wurden in 5%-

iges gepuffertes Formalin gebettet und im Kihlraum bei -4°C gelagert.

6.) Finalisierung

Der Versuch wurde am 12. Tag beendet. Die Tiere wurden wie oben beschrieben
sediert. Nach oben beschriebener Probenentnahme und Dokumentation wurde
zusatzlich ein 4mm breiter und 60mm langer Streifen im mittleren Teil der Wunde
unter Einbeziehung der unverletzten Seitenteile und der Subkutis exzidiert. Fur die
histologische Untersuchung wurde die Gewebeentnahme in 5%-iges gepuffertes
Formalin gebettet und im Kuhlraum bei -4°C aufbewahrt. Die Euthanasie wurde mit
Midazolam 1mg/kg KG und Ketamin 10mg/kg KG und Atropin 0,05mg/kg KG
durchgefuhrt.



Ursula Kraneburg Materialien und Methodik 34

2.2.4. Bakterielle Infektion mit S. aureus

2.2.4.1. Bakterielle Inokulation

Fur die bakterielle Inokulation des Versuchstiers wurde S. aureus (ATCC25923)
verwendet. Eine einzelne Kolonie des Stammes wurde in Brain Heart Infusion
culture media geimpft und diese tUber 18 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Kultur zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Das bakterielle Pellet
wurde in sterilem Phosphate Buffered Saline (PBS) resuspendiert und bis zum
Erreichen einer Konzentration von 2 x 108 CFU/ml seriell verdiinnt. Vier Stunden
nach Exzision wurde 1ml der bakteriellen Suspension (an Tag 0) auf die Wunden

des Studientiers pipettiert.

2.2.4.2. OQuantitative Bakterienbestimmung

1) Quantitative Bakterienbestimmung im Gewebe (Tag 6, 8, 12)

An den Tagen 6, 8 und 12 wurden die oberflachlichen Fibrinschichten der Wunden
abgeldst und 6mm grol3e Stanzbiopsien entnommen. Die Proben wurden individuell
gewogen und anschlieBend in 1ml steriler 0.9% Kochsalzldsung physikalisch
homogenisiert. Nach serieller Verdiinnung wurden die Proben fir die Bestimmung
der Gesamtkeimzahl auf Casein-Soja-Agar mit 5% Schaf-Blut-Agar und fur die
selektive S. aureus Detektion auf Mannitol-Salz-Agar Platten aus-gestrichen. Die
Platten wurden unter aeroben Bedingungen bei 37°C fir 24 Stunden inkubiert. Die
Gesamtkeimzahl wurde in CFU/g pro Gewebe bestimmt. Eine Bakterienzahl von
>10° CFU/ml wurde als bakterielle Infektion festgelegt.

2) Quantitative Bakterienbestimmung in Wundflissigkeit (Tag 2 bis 12)
Fur die quantitative Bakterienbestimmung (CFU/ml) wurden jeweils 100l
WundflUssigkeit verwendet. Die Fllssigkeitsproben wurden ebenfalls auf Casein-
Soja-Agar mit 5% Schaf-Blut-Agar und auf Mannitol-Salz-Agar Platten ausplattiert
und anschlieBend inkubiert. Die Gesamtkeimzahl wurde in CFU/g pro ml
Wundflissigkeit bestimmt. Eine Bakterienzahl von >10° CFU/ml wurde als
bakterielle Infektion festgelegt.
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2.2.5. Herstellung von Paraffin-Schnittprdparaten und HE-Farbung

Die in Formalin gelagerten Schnittbiopsien (fur die Herstellung von Paraffin-
schnitten) wurden standardisiert in aufsteigenden Alkoholreihen entwassert, in
Paraffin gegossen und mit dem Mikrotom in 3-5um dicke Scheiben geschnitten. Die

Schnitte wurden auf Objekttrager gezogen und mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

2.2.6. Mikroskopische Bequtachtung der Schnittpraparate

Die gefarbten Schnittpraparate wurden mikroskopisch bezuglich Bindegewebs-
proliferation, Reepithelialisierung und Entziindungsreaktion der Wunden
untersucht, um eine allgemeine Aussage zur Wundheilung und eventuellen
Verzogerung selbiger treffen zu koénnen. Jeder Schnitt wurde in Abschnitten
fotografiert. Die digitalen Fotografien der einzelnen Wundabschnitte wurden als
Fotomontage zu einem Bild zusammengefugt. Die nicht epithelialisierten
Wundflachen wurden in Verhaltnis zur gesamten Wunde gesetzt. Durch dieses
Verfahren wurde die makroskopische Wundvermessung mit der mikroskopischen in
Bezug gesetzt. Zur mikroskopischen Begutachtung wurden jeweils zwei Wunden
pro Untersuchungstag ausgewabhilt.

2.2.7. Immunhistochemie fiir Paraffinschnitte

Immunhistologisch wurden die Zellen der primaren Immunabwehr des angeborenen
Immunsystems (Makrophagen und neutrophile Granulozyten) sowie pBD-1 und
pBD-3 untersucht. Zur Darstellung wurde eine immunhistochemische Farbung
mittels  Fluoreszenz und  Diaminobenzidin  (DAB) durchgefuhrt. Die
immunhistochemischen Protokolle erfolgten nach den Empfehlungen der Hersteller

und wurden wie folgt fir die Anwendung fur porkines Gewebe modifiziert.

2.2.7.1. Inmunhistochemische Farbung mittels Fluoreszenz

Zuerst wurden die Schnitte einer einstiindigen Hitzefixierung bei 70°C unterzogen
und anschlieBend mit Xylol und Ethanol in absteigenden Konzentrationen
entparaffiniert. Zur Demaskierung der Epitope wurden die Schnitte in einer 1%-igen

Citratlésung fir 10min bei 95°C erhitzt. (Im Protokoll zur Anfarbung der neutrophilen
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Granulozyten wurden die Schnitte fir 20min erhitzt.) Nach 45min Abkuhlungsphase
(bei 4°C) wurden die Praparate auf den Objekttrager mit einem Fettstift umrandet.
Pro Objekttrager wurden jeweils 200ul der Losungen ein-gesetzt. Zwischen allen
einzelnen der nun folgenden Inkubationsphasen erfolgte stets eine zweimalige
Waschung der Praparate mit PBS (fur jeweils 1 und danach 4min).

Zum Blockieren der unspezifischen Bindungen wurden die Praparate fir 30min mit
zweierlei Seren (15:1000 in PBST) inkubiert. Das Serum kam vom Wirt (Schwein)
und von dem Tier, in dem der Zweitantikorper (Ziege und Pferd) entwickelt wurde.

Bis auf die Kontrollschnitte, die stattdessen mit PBST benetzt wurden, wurden alle
Praparate anschlieBend fur 30min mit dem Priméarantikérper (polyklonaler
Antikdrper Kaninchen Anti-human Myeloperoxidase 1:600, polyklonaler Antikdrper
Anti-human hBD3 1:50, polyklonaler Antikorper Anti-human pBD1 1:1000)
inkubiert.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit standen keine Primarantikorper fir die immun-
histologische Darstellung von pBD-3 zu Verfigung. Vorherige Studien, die an
humanem Hautgewebe durchgefuhrt wurden, benutzen den polyklonalen
Antikdrper anti-human hBD3 von Novus Biologicals 6. Das porkine BD-3 zeigt
Ahnlichkeiten zum humanen Gegenstiick in Strukturaufbau, Sequenzlange und
dessen Eigenschaften 4'. Der verwendete Antikorper anti-human hBD3 aus der
Ziege gilt als kreuzreaktiv gegeniber pBD-3, so dass er porkine BD-3 Epitope
ebenfalls spezifisch erkennt.

Im nachsten Schritt wurden alle Praparate, einschlie3lich den Kontrollschnitten, mit
den Sekundarantikérper (Pferd Anti-Ziege 1gG 1:100 in 1,5% Pferdeserum in PBST,
Ziege Anti-Kaninchen IgG 1:100 in 1,5% Ziegenserum in PBST) fir 30min inkubiert.
Alle Praparate wurden fur 30min mit Streptavidin AlexaFluor 488 (5mg/ml PBST)
inkubiert. Eine blaue Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte fur 30min mit 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 300ng/ml.

Nach der letzten Waschung mit PBS wurden die Schnitte mit je zwei Tropfen

Eindeckmedium benetzt und mit einem Deckglas belegt.

2.2.7.2. Inmunhistochemische Farbung mittels DAB

Wie bereits oben beschrieben, wurden die Praparate einer Hitzefixierung
unterzogen. Zwischen allen einzelnen der folgenden Inkubationsphasen erfolgte
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eine zweimalige Waschung der Praparate mit PBS (fur jeweils 1 und danach 4min).
Die Praparate wurden als Nachstes flr 30min mit 3% H20:2 inkubiert. AnschlieRend
wurden die Praparate, wie oben beschrieben, geblockt und darauf folgend mit dem
Priméar- (Polyklonaler Primarantikérper Anti-human Cathepsin K 1:50) und
Sekundarantikdrper (Pferd Anti-Ziege 1gG 1:100 in 1,5% Pferdeserum in PBST)
inkubiert. Dann wurde das ABC Elite Reagenz gemischt und fur 30min bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die Reaktion wurden jeweils 10ul Reagenz A und B
mit 1ml PBST vermischt. Erst dann wurden die Schnitte mit der Losung aus
Reagenz A und B fur 30min inkubiert. Danach wurde die DAB-Substratlosung zuerst
auf einen einzelnen Kontrollschnitt aufgetragen und die Inkubationszeit bis zu einer
deutlichen Braunfarbung der anzufarbenden Strukturen bestimmt. Die Féarbung
wurde dann durch eine PBS-Waschung unterbrochen. Darauf folgend wurden alle
zu farbenden Objekttrager mit der gleichen Inkubationszeit angefarbt. Die
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit filtrierter Hamatoxylinlosung. Als Nachstes
erfolgte eine Waschung mit VE-Wasser und Fixierung in 100ml 70%igem Ethanol.
Die Praparate wurden abschlie3end in aufsteigenden Ethanolreihen und Xylol
entwassert und mit Entellan und Deckglaschen bedeckt.

Die Quantifizierung der Zellzahl erfolgte durch die Doktorandin und zwei weitere
unabhéangige Personen mittels einer Gesichtsfeld-Analyse (sogenannte High-
Power Field Analyse). Hierfur wurden die gefarbten Zellen in einem zuféllig
gewahlten Gesichtsfeldausschnitt unter dem Mikroskop bei 200-facher
Vergrol3erung gezahlt. Es wurden 10 Hauptgesichtsfelder/Person ausgezahlt und

anschlieend der Mittelwert aller drei Ergebnisse/Person bestimmt.

2.2.8. Genexpressionsanalyse

Zur Bestimmung der Expression von Interleukinen, Toll-like Rezeptoren und pBDs
wurde die RNA der porkinen Hautzellen isoliert, in cDNA revers transkribiert und die

entsprechenden Expressionen mittels gPCR dargestellt.
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2.2.8.1. RNA Isolation

Die RNA Isolation erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande).
Die gefrorenen Stanzbiopsien wurden aufgetaut und langs in Streifen geschnitten.
Ein Probengewicht zwischen 10 und 30mg wurde fir die RNA Isolation festgelegt.
Die Schnitte wurden gewogen und mit 600ul RLT-Puffer und 290ul Wasser
homogenisiert. Nach Zugabe von 10ul Quiagen Proteinase K Losung wurden die
Praparate fur 10min im Wasserbad (55°C) lysiert. Danach wurden die Proben bei
10.000 x g 3min zentrifugiert und der Uberstand abpippetiert. Zu dem Sediment
wurden 450ul 100%-iger Ethanol gegeben. Die Mischung wurde anschlie3end in
einem RNeasy mini Tube 15s bei 8.000 x g zentrifugiert. Nach Zugabe von 350yl
RW1-Puffer wurde erneut zentrifugiert und der flissige Abfall verworfen, wahrend
die zu isolierende RNA im Reaktionsgefald verblieb. Daraufhin wurde die RNA mit
10pl DNase und 70pl RW1-Puffer fur 15min bei Raumtemperatur gereinigt. Die RNA
wurde erneut mit 350l RW1-Puffer gesplilt, bei 8.000 x g zentrifugiert und daraufhin
zweimal mit 500ul RPE-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Anschlielend wurden
die Mini Tubes 2min lang trocken zentrifugiert und die RNA daraufhin in 30ul
(RNase-freien) Wasser gelést. Die so erhaltene RNA-Konzentration wurde
photometrische gemessen und die RNA-L6sung bei -80°C bis zur DNA-Synthese
gelagert.

2.2.8.2. c-DNA Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde 1l RNA Lésung mit 1pl 20mM DNTP-Mix und 1pl
Primer Mischung (50ng/ul) auf 10ul DEPC-Wasser aufgefillt. Diese Mischung
wurde far 5min bei 65°C inkubiert und danach auf Eis gelegt. Fir jede Probe wurde
ein Reaktionsansatz bestehend aus: 2ul TR-Puffer, 4ul 25mM Magnesiumchlorid,
2ul 0,1M DTT und 1pl rekombinanter RNase Inhibitor (,RNASE OUT") angesetzt
und diesen mit der Probe fur 2min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde
jedem Reaktionsansatz 1ul SuperScript Il (reverse Transkriptase) hinzugefugt und
das Ganze bei 42°C fur 50min inkubiert. Der abschliel3ende Inkubationsschritt, bei

dem die cDNA transkribiert wurde, erfolgte fir 15min bei 70°C.
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2.2.8.3. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die hergestellte cDNA wurde mittels gPCR auf die Expression der pBDs (pBD-1, -
2, -3, -4 und 129), der regulatorischen Faktoren (IL-1a, IL-13, IFN-y, IL-8, IL-17 und
IL-22) und der TLRs (TLR2 und TLR4) sowie CD14 untersucht. Fir die
Expressionsanalyse wurden 2pl cDNA mit 6pl H20, 10pl Master SYBR Green und
je 1ul Forward und Reverse Primer (10uM) (oder fur die negativen Kontrollen mit
RNA und DNA freien Wasser) inkubiert. Die LightCycler Einstellungen entsprachen
standardisierten Protokollen des Herstellers und wurden auf 50 PCR Zyklen
festgelegt, um auch geringe mRNA Konzentrationen zu messen. (Die Temperatur
zur Primerhybridisierung musste gelegentlich von Primer zu Primer angepasst
werden. Die Temperatur fur pBD-1 und pBD-4 wurde auf 64°C geadndert.) Zur
Bestimmung der Genexpression wurde die Konzentration der zu bestimmenden

Gene in Relation zur Konzentration der 18sRNA (Housekeeping Gen) gesetzt.

2.2.9 Statistische Auswertung

Fur alle statistischen Auswertungen wurden die Unterschiede mit dem Student t-
Test untersucht. Die Daten entsprechen den Mittelwerten + den Standard-
abweichungen aus 3 Messungen. Alle Tests wurden zweiseitig durchgefihrt.
Irrtumswahrscheinlichkeiten von unter 5 % (p< 0,05) wurden als statistisch
signifikant definiert. Fir die statistischen Auswertungen wurde Microsoft Excel
(Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland) Software

verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Verzogerte Wundheilung in (S. aureus) infizierten Wunden

3.1.1. Erfolgreiche Wundinfektion (makroskopische Beurteilung)

Am 1. postoperativen Tag zeigten die Wunden beider Tiere Klinische
Entziindungszeichen wie Schwellung und Ro6tung. Die mit S. aureus inokulierten
Wunden stellten sich klinisch als infiziert dar. An Tag 3 entwickelte sich in den
infizierten Wunden ein eitriges Wundsekret. Im Verlauf von Tag 4 und 5 veranderte
sich die Wundflussigkeit zu einem triben Sekret. Auf den infizierten Wunden
bildeten sich fibrinése-eitrige Blutgerinnsel. Dagegen war die Wundflissigkeit der
nicht-infizierten Wunden Klar bis leicht rosa. In den infizierten Wunden wurde eine
verzogerte Wundheilung beobachtet. Die Wundrander granulierten in den nicht-

infizierten Wunden an Tag 4 und in den infizierten Wunden ab Tag 6.

3.1.2. Erhohte postoperative Infektparameter (Blutanalyse)

Im Versuchsverlauf stellte sich anhand der Blutanalyse ein Anstieg der
Entzindungswerte dar. An Tag 2 bis Tag 8 konnte als Folge der Operation deutlich
erhdhte Entzindungsparameter (CRP und Leukozyten) in beiden Tieren beobachtet
werden. Die Entzindung klang jedoch an Tag 10 im Kontrolltier ab. Hingegen war
im Studientier eine messbar anhaltende Entzindung durch eine erhéhte

Leukozyten Anzahl nachweisbar.

3.1.3. Nachweis der S. aureus Infektion (mikrobiologische Auswertung)

Selektive Kulturmedien fur S. aureus zeigten keine Kolonisation der Wunden des
Kontrolltiers durch S. aureus. Dennoch wurde eine signifikante bakterielle
Wundbesiedlung festgestellt (Abbildung 6). Die Mikroorganismen wurden als
Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae und Enterococcus faecium
identifiziert.

Die Wunden, die mit S. aureus inokuliert wurden, zeigten im Verlauf der Studie eine
nachhaltige Infektion mit S. aureus. Neben S. aureus wurden Escherichia coli,

Streptococcus dysgalactiae und Enterococcus faecium identifiziert. Die hdchste
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bakterielle Besiedlung wurde an Tag 6 im Wundgewebe des Kontrolltiers (9,08 x
107 CFU/ml) und in den inokulierten Wunden (1,27 x 10’ CFU/ml) nachgewiesen
(Abbildung 6). An Tag 10 sank die Bakterienzahl auf 3,30 x 10® CFU/ml im
Kontrollgewebe und 4,54 x 10° CFU/ml im infizierten Gewebe. Am Versuchsende
konnte eine Bakterienkolonisation von 1,22 x 106 CFU/ml im Kontrollgewebe und
1,18 x 10%° CFU/ml im infizierten Gewebe gemessen werden. Ein signifikanter
Unterschied zwischen der Keimanzahl inokulierter und nicht-inokulierter Wunden

konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Eine S. aureus Infektion wurde ausschliefZlich in den Proben des Studientiers
festgestellt. In allen Proben wurden Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae und Enterococcus
faecium nachgewiesen. Student t-Test, zweiseitig, n= 4, prage= 0,24, prags= 0,79, Prag12= 0,97.



Ursula Kraneburg Ergebnisse 42

3.1.4. Verzogerte Wundheilung im Studientier (makroskopisch)

In der Planimetrie zeigte sich eine deutlich verzogerte Wundkontraktion der
infizierten Wunden im Verlauf der Studie. Die mit S. aureus infizierten Wunden
vergroRRerten sich initial im Bezug auf die Wundflache an Tag 0 (100%). An Tag 6
wurde eine Wundflache von 104% gemessen. Danach verringerte sich die
Wundflache auf 88% an Tag 12 (Abbildung 7). Im Vergleich dazu heilten die
Kontrollwunden besser. Die Wundflache reduzierte sich an Tag 6 bereits auf 89%,
an Tag 8 auf 78% und an Tag 12 auf 68% (Abbildung 7). Ein signifikanter
Unterschied der Wundkontraktion wurde zum Endpunkt an Tag 12 festgestellt
(p<0,5).
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Abbildung 7: Verzégerte Wundheilung in den infizierten Wunden. Die Wunden wurden an Tag
0, 6, 8 und 12 vermessen. Initial vergroRerten sich die Wunden des Studientiers bevor sich die
Wundflachen verkleinerten. Die Wunden des Kontrolltiers heilten im Vergleich zu denen des
Studientiers besser. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, n= 12, prago= 0,1, Prags= 0,32, p1ags= 0,36,
PTag 12= 0,032.
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3.1.5. Verzogerte Wundheilung im Studientier (mikroskopisch)

Es wurden Querschnittsbiopsien an den Tagen 6, 8 und 12 enthommen und
histologisch untersucht. Die Reepithelialisierung ist Teil der zweiten
Wundheilungsphase, die nach 48h einsetzt. Es zeigte sich eine verzogerte
Reepithelialisierung der infizierten Wunden (Abbildung 8). Es wurde eine
Verzdgerung der Wundheilung (entspricht einer gréf3eren Wundstrecke in %) an
Tag 6 (76,70% Studientier versus 65,43% Kontrolltier), Tag 8 (42,22% Studientier
versus 35,26% Kontrolltier) und Tag 12 (9,85% Studientier versus 0% Kontrolltier)

nachgewiesen.
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Abbildung 8: Die Reepithelialisierung der Wundflachen war im Studientier verzégert. In der
mikroskopischen Untersuchung der Querschnittsbiopsien an Tag 6, 8 und 12 wurde eine verzdgerte
Wundheilung im Studientier beobachtet. Die Wunden im Kontrolltier heilten bereits an Tag 12 ab.
Student t-Test, zweiseitig, n= 4, prage= 0,11, prags= 0,55, prag12= 0,34.
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3.2. Erhdhte Anzahl von Immunzellen im Studientier

An Tag 6, nach erfolgter Wundinfektion mit S. aureus, zeigte sich eine massive
neutrophile Granulozyteninfiltration wahrend selbige in nicht-infizierten Wunden nur

vereinzelt vorkamen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Erhohte Wundinfiltration der neutrophilen Granulozyten im Studientier.
(A, B) Immunhistochemisch wurden an Tag 6 in den nicht-infizierten Wunden nur vereinzelt
neutrophile Granulozyten (griin) nachgewiesen.

(C, D) In den S. aureus infizierten Wunden kam es hingegen zu einer massiven Infiltration von
neutrophilen Granulozyten. Die Zellkerne wurden zur besseren Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt.
(E) Insbesondere an Tag 6 zeigte sich eine signifikant hohere Granulozyteninfiltration. Im Verlauf
der Wundheilung sank die Anzahl ab. An Tag 12 wurde in der quantitativen Analyse eine signifikant
erhohte Anzahl der neutrophilen Granulozyten festgestellt. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, **
p<0,01, N= 4, pPrag6< 0,001, PTag 8= 0,85, PTag 12= 0,02

Verglichen mit den Kontrollwunden zeigte sich an Tag 6 in der Analyse der
infizierten Wunden eine 7,4-fach héhere Anzahl an neutrophilen Granulozyten pro
Gesichtsfeld (Abbildung 9). Die quantitative Analyse bestatigte eine signifikant
erhohte Anzahl der neutrophilen Granulozyten. An Tag 8 konnten nur noch malig
viele (58 Kontrolltier versus 61 Studientier) neutrophile Granulozyten nachgewiesen
werden. An Tag 12 sank die Zahl der neutrophilen Granulozyten pro Gesichtsfeld
auf 6 (Kontrolltier) zu 12 (Studientier) ab. Der Unterschied war in der quantitativen

Analyse signifikant.

Die immunbhistologische Darstellung der Makrophagen im Verlauf der Wundheilung
zeigte eine signifikant héhere Makrophageninfiltration in den infizierten Proben
(Abbildung 10). An Tag 6 lag die Anzahl der Makrophagen pro Gesichtsfeld bei 20
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im Kontrolltier und im Studientier bei 70. An Tag 8 stieg die Anzahl der Makrophagen
in beiden Tieren weiter an. In den infizierten Proben waren doppelt so viele
Makrophagen zu erkennen im Vergleich zu den Kontrollproben. An Tag 12 sank die
Makrophagen-Anzahl in beiden Tieren ab. In der Kontrolle waren 55, in den
infizierten Proben 43 Makrophagen pro Gesichtsfeld zu z&hlen.

1 "’ A ,“ Makrophagen(in braun)
2 .BEI'-".‘ ‘w DAPI (in blau)
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Abbildung 10: Erhéhte Wundinfiltration der Makrophagen in den infizierten Proben.

(A, B) Immunhistochemisch wurden an Tag 6 in den nicht-infizierten Wunden nur vereinzelt
Makrophagen (braun) nachgewiesen.

(C, D) In den S. aureus infizierten Wunden kam es hingegen zu einer massiven Infiltration von
Makrophagen. Die Zellkerne wurden zur besseren Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt.
(E) An Tag 6 und Tag 8 wurde eine signifikant erhdhte Makrophageninfiltration in den infizierten
Wunden festgestellt. An Tag 12 sank die Anzahl der Makrophagen in den infizierten Wunden ab,
hingegen stieg die Makrophagenanzahl in den Kontrollwunden an. In der quantitativen Analyse
wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Proben der beiden Tiere bestétigt. Student t-Test,
zweiseitig, ** p<0,01, n= 4, prag6< 0,001, prags< 0,001, prag12= 0,001.

3.3. Genexpression der Beta-Defensine in Korrelation zu Toll-like

Rezeptoren und Interleukinen

3.3.1. Erhdhte Expression von TLRs in infizierten Wunden

TLR2, TLR4 und CD14 liel3en sich bereits in der intakten porkinen Haut nachweisen
(Abbildung 11). Postoperativ stieg die TLR2 Genexpression in beiden Tieren an und
sank am Tag 12 ab. An Tag 6 stieg die TLR2 Genexpression im Kontrolltier um das
4,22-fache an und fiel gegen Tag 12 auf das 3,54-fache. Im Studientier stieg die
TLR2 Konzentration hoher auf das 5,24-fache und sank an Tag 12 auf das 1,72-
fache. Ein signifikanter Unterschied zwischen dem infizierten und nicht-infizierten

Gewebematerial konnte nicht dargestellt werden.
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® Kontrolltier TLR2 1 4,22 3,40 3,54
® Studientier TLR2 1 5,24 4,04 1,72
® Kontrolltier TLR4 1 4,36 2,84 1,79
B Studientier TLR4 1 9,59 17,24 11,37
= Kontrolltier CD14 1 1,38 1,42 2,46
¥ Studientier CD14 1 2,73 3,68 1,85

Abbildung 11: Genexpression von TLR2, TLR4 und CD14. TLR2 wurde in beiden Tieren vor allem
an Tag 6 erhoht exprimiert und sank dann im Verlauf der Wundheilung ab. TLR4 wurde im Vergleich
zu TLR2 und CD14 besonders stark im Studientier exprimiert. Die Expression von TLR4 stieg im
Studientier bis Tag 8 an und sank daraufhin wieder ab. CD14 wurde schwach erhéht exprimiert. Alle
angegebenen Werte wurden auf Tag 0 normiert. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n=
4, Prag 6 TLR2< 0,3, Prag 8 TLR2< 0,47, PTag 12 TLR2= 0,24, Prag 6 TLR4< 0,06, Prag 8 TLrR4< 0,03, Prtag 12 TLR4<
0,001, prag6 cp14< 0,07, Prag s cp14< 0,05, prag12 cp14= 0,73.

TLR 4 wurde um ein Vielfaches seines Ausgangswertes exprimiert (Abbildung 11).
An Tag 6 stieg die Expression um das 4,36-fache im Kontrolltier und um das 9,59-
fache im Studientier. An Tag 8 sank die Expression von TLR4 im Kontrolltier bereits
wieder ab auf das 2,84-fache hingegen stieg die Expression im Studientier auf das
17,24-fache an. An Tag 12 sank die Genexpression in beiden Tieren ab. Die TLR4
Genexpression wurde im Studientier an Tag 8 und 12 signifikant erhéht gemessen

im Vergleich zum Kontrolltier.

Die CD14 Genexpression stieg im Kontrolltier bis Tag 12 an (Abbildung 11). Im
Studientier lag die Genexpression von CD14 am Anfang der Wundheilung héher als
in der Kontrolle und fiel an Tag 12 unter den Wert der Kontrolle. In der quantitativen
Analyse wurde an Tag 8 ein signifikanter Unterschied zwischen den Proben der

beiden Tiere bestatigt.
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3.3.2. Expression der Beta-Defensine in (S. aureus) infizierten Wunden

Das Expressionsprofil von pBD-1 bis -3 korrelierte mit dem Expressionsprofil von
TLR4 und CD14 (Abbildung 11, 12 und 13). Diese antimikrobiellen Peptide wurden
vermehrt in den infizierten Proben exprimiert.

pBD-1 wurde Uber den Verlauf der Wundheilung vermindert exprimiert (Abbildung
12 A). Im Kontrolltier sank die pBD-1 Expression am 6. postoperativen Tag auf das
0,11-fache des Ausgangswertes (Tag 0) ab, stieg an Tag 8 auf das 0,88-fache des
Ausganswertes und sank an Tag 12 auf das 0,49-fache des Ausgangswertes ab. In
den Wunden des Studientiers konnte an Tag 6 das 0,37-fache des Ausgangswertes
nachgewiesen werden. An Tag 8 stieg in dem Studientier die Genexpression auf
das 1,06-fache des Ausgangswertes und fiel an Tag 12 auf das 0,54-fache des
Ausgangswertes. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tieren konnte

nicht nachgewiesen werden.

In der immunhistochemischen Darstellung wurde pBD-1 in der Epidermis (Stratum
corneum, Stratum spinosum und im Stratum basale) nachgewiesen (Abbildung 12
B-E). Im Granulationsgewebe zeigten sich vermehrt einzelne mehrkernige Zellen,
die pBD-1 anreicherten. Dabei handelte es sich maoglicherweise um
Gewebsmakrophagen (Abbildung 12 F, G).

Im Kontrolltier lag die pBD-2 Konzentration (wie pBD-1) im Verlauf der Wundheilung
unter dem Ausgangswert (Abbildung 12 A). In der Kontrolle fiel die Genexpression
an Tag 6 auf das 0,06-fache des Ausgangswertes, stieg an Tag 8 auf das 0,35-
fache und an Tag 12 auf das 0,47-fache des Ausgangswertes. In den infizierten
Wunden wurden signifikant héhere Werte im Verlauf der Wundheilung gemessen.
Die Genexpression lag an Tag 6 bei einem Vielfachen von 1,23, an Tag 8 bei einem
Vielfachen von 3,07 und an Tag 12 bei einem Vielfachen von 2,12 des

Ausgangswertes.

Das vierte porkine B-Defensin wurde in beiden Tieren vermindert exprimiert
(Abbildung 12 A). In der Kontrolle fiel die pBD-4 Konzentration an Tag 6 auf das
0,86-fache und an Tag 12 weiter auf das 0,09-fache des Ausgangswertes. In den

infizierten Wunden wurde pBD-4 zu einem Vielfachen von 0,05 des
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Ausgangswertes an Tag 6 nachgewiesen. Der Unterschied zwischen den beiden

Tieren war an Tag 6 signifikant.
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Abbildung 12: Genexpression von pBD-1, pBD-2 und pBD-4 und Lokalisation pBD-1.

(A) pBD-1, -2 und -4 wurden bis auf pBD-2 in den Wunden des Studientiers vermindert exprimiert.
Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prags pep-1< 0,28, Prag 8 pep-1< 0,75, PTag 12 pBD-1=
0,83, prag 6 pD-2< 0,006 Prag 8 pep-2= 0,01, Prag 12 pep-2= 0,006, Prag 6 peD-4= 0,04, Prag 8 paD-4= 0,75, PTag
12pBD-4= 0,18

(B-E) pBD-1 (griin) wurde vor allem in Keratinozyten nachgewiesen und (F, G) in mehrkernigen
Riesenzellen, vermutlich Gewebsmakrophagen. Die Zellkerne wurden zur besseren Ubersicht mit
DAPI (blau) geféarbt.
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In den Proben des Studientiers wurde pBD-3 im Vergleich zu pBD-1, -2, -4 und -
129 wahrend der Wundheilung verstarkt exprimiert (Abbildung 13 E). In der
Kontrolle lag die pBD-3 Konzentration an Tag 6 unter den Ausgangswert (Tag 0)
und stieg an Tag 8 auf das 1,61-fache und sank an Tag 12 erneut ab auf das 0,53-
fache des Ausgangswertes. Im Studientier stieg die pBD-3 Konzentration an Tag 6
auf das 3,91-fache und an Tag 8 auf das 12,78-fache des Ausgangswertes an. An

Tag 12 sank die pBD-3 Konzentration auf das 5,4-fache des Ausgangswertes ab.

Relative Expression

Tag 0 Tag 6 Tag 8 Tag 12
R |l Kontrolltier pBD-3 1 0,24 1,61 0,53
| ¥ Studientier pBD-3 1 3,91 12,78 5,40

Relative Expression

Tag 0 Tag 6 Tag 8 Tag 12
[=Kontroliier peD129 1 0,20 0,15 0,27
pBD129 1 003 0,08 0,06

Abbildung 13: Genexpression von pBD-3 und pBD-129 und Lokalisation pBD-3.

(A, B) In den Wunden des Studientiers wurde pBD-3 an Tag 6, (C, D) Tag 8 und Tag 12 (hier nicht
abgebildet) vermehrt exprimiert. pBD-3 (griin) wurde in Keratinozyten der Epidermis nach-gewiesen.
Die Zellkerne wurden zur besseren Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt.

(E) pBD-3 wurde in der Kontrolle supprimiert und im Studientier vermehrt exprimiert. pBD-3 wurde
vor allem an Tag 8 in den infizierten Wunden exprimiert. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, **
p<0,01, n=4, prags psp-3= 0,04, Pragspep-3= 0,75, Prag 12 pD-3= 0,18

(F) pBD-129 wurde im Verlauf der Wundheilung in beiden Tieren vermindert nachgewiesen. Dabei
wurde pBD-129 in den infizierten Wunden starker supprimiert als in den nicht-infizierten Wunden.
Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prag6 pBD-120= 0,06 PTag 8 peD-120= 0,004, Prag 12
peD-120= 0,04

Die Lokalisation von pBD-3 wurde immunhistochemisch analysiert (Abbildung 13 A-
E). pBD-3 wurde in allen Schichten der Epidermis (in den Keratinozyten) dargestellt.
Uberwiegend legte sich das Peptid zum Schutz auf die Epidermis (Abbildung 13 A).
Im Granulationsgewebe wurden Fibroblasten allenfalls schwach angefarbt. In der
Dermis wurde pBD-3 nachgewiesen, jedoch wurde der Zelltyp nicht weiter

analysiert.
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Das Expressionsmuster von pBD-129 ahnelte dem von pBD-1, -2 und -3. Das
Expressionsprofil sank bei beiden Tieren postoperativ ab. Dabei lagen die Werte
der infizierten Proben signifikant unter der Kontrolle. An Tag 6 wurde in der Kontrolle
das 0,2-fache des Ausgangswertes exprimiert versus im Studientier das 0,03-fache,
an Tag 8 in der Kontrolle das 0,15-fache versus im Studientier das 0,08-fache und
an Tag 12 in der Kontrolle das 0,27-fache versus im Studientier das 0,06-fache des

Ausgangswertes.

3.3.3. Expression von requlatorischen Faktoren der Beta-Defensine

In der Literatur wird eine erhdhte Defensin Expression als Reaktion auf IL-1qa, IL-
1B, IL-8, IL-17, IL-22 und IFN-y diskutiert.

Das Interleukin IL-1a stieg in beiden Tieren postoperativ deutlich an (Abbildung 14
A). Der hochste Wert wurde an Tag 6 erreicht (Kontrolltier das 3,13-fache und
Studientier das 6,34-fache des Ausgangswertes). An Tag 8 sank die IL-1la
Genexpression in der Tendenz (Kontrolltier das 2,84-fache und Studientier das
2,47-fache des Ausgangswertes) ab, jedoch zeigte sich eine anhaltend gesteigerte
Exprimierung bis Tag 12 (Kontrolltier das 2,88-fache und Studientier das 1,53-fache
des Ausgangswertes). IL-1a. wurde an Tag 12 in Proben des Kontrolltiers signifikant
hoher exprimiert als in Proben des Studientiers.

IL-18 mRNA wurde postoperativ verstéarkt in den Kontrollproben, nicht jedoch in den
infizierten Proben, exprimiert (Abbildung 14 A). Initial stieg die IL-13 Genexpression
an Tag 6 in der Kontrolle auf das 10,05-fache an und sank dann an Tag 8 und 12
unter den Ausgangswert ab. In den Proben des Studientiers sank die IL-1p

Genexpression weiter unter den Ausgangswert (Tag 0).

IL-17 und IL-22 werden von Zellen des adaptiven Immunsystems ausgeschuttet und
orchestrieren die angeborene wie adaptive Immunabwehr als Reaktion auf eine
bakterielle Infektion wie zum Beispiel durch S. aureus.

Postoperativ zeigte sich in den S. aureus infizierten Wunden ein Gen-
expressionsanstieg von IL-17 (Abbildung 14 B). Die Genexpression sank im Verlauf

der Wundheilung vom Vielfachen von 1,21 des Ausgangswertes an Tag 6 auf das
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0,09-fache des Ausgangswertes an Tag 12 ab. In den Proben der Kontrolle wurde

IL-17 supprimiert.

Die IL-22 Genexpression sank in beiden Tieren postoperativ ab (Abbildung 14 B).
Das Genexpressionsprofil des Kontrolltiers lag dabei unter dem des Studientiers.
An Tag 8 wurde ein signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 14: Genexpression der Interleukine-1a, -1B8, -8, -17, -22 und IFN-y
(A) Das Interleukin IL-1a stieg in beiden Tieren postoperativ deutlich an. IL-1 wurde postoperativ
verstarkt im Kontrolltier, nicht jedoch in den infizierten Proben, exprimiert. Student t-Test, zweiseitig,
* p<0,05, n=4, pragsiL-10= 0,07 pragsiL-1a = 0,62, prag12iL-1a = 0,03, prags i-1p= 0,11 Pragsi-1p = 0,53,
Prag 1211 = 0,76

(B) Ein Genexpressionsanstieg von IL-17 wurde nur in den infizierten Proben nachgewiesen. Die IL-
22 Expression sank in beiden Tieren postoperativ ab. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, n=4, prag
61L-17= 0,89 pragsiL-17 = 0,04, prag121-17= 0,79, prag6iL-22= 0,3 PragsiL-22 = 0,02, prag121-22 = 0,81

(C) IL-8 wurde in den infizierten Proben postoperativ gesteigert exprimiert. Student t-Test, zweiseitig,
* p<0,05, ** p<0,01, n=4, pragsiL-s= 0,002 PragsiL-s= 0,09, prag121.-8 = 0,02

(D) Die IFN-y Expression stieg im Verlauf der Wundheilung in beiden Tieren an. Das
Genexpressionsprofil lag im Studientier Gber dem des Kontrolltieres. Student t-Test, zweiseitig, *
p<0,05, n=4, pragsirn-y= 0,01 pragsiFn-y= 0,27, Prag 12 IFN-y= 0,26



Ursula Kraneburg Ergebnisse 52

Im Vergleich zur Kontrolle wurde die IL-8 Genexpression im infizierten Wundmilieu
ab Tag 6 signifikant hochreguliert (Abbildung 14 C). Im Kontrolltier fiel die
Genexpression an Tag 6 auf das 0,83-fache des Ausgangswertes hingegen stieg
die Genexpression im Studientier Uber das 17-fache des Ausgangswertes. In der
Tendenz stieg die IL-8 Genexpression an Tag 8 weiter an. An Tag 12 wurde die
hochste IL-8 Expression festgestellt (Kontrolltier das 0,39-fache des
Ausgangswertes und Studientier das 24,05-fache des Ausgangswertes). Die

Unterschiede zwischen Kontroll- und Studientier waren an Tag 6 und 12 signifikant.

Die IFN-y Konzentration stieg im Verlauf der Wundheilung in beiden Tieren an
(Abbildung 14 D). In den infizierten Wunden wurde IFN-y kontinuierlich gesteigert
exprimiert (an Tag 6 um das 3,94-fache, an Tag 8 um das 3,88-fache und an Tag
12 um das 3,39-fache des Ausgangswertes). Hingegen stieg die IFN-y
Genexpression in den Kontrollproben nur moderat an (an Tag 6 um das 1,09-fache,
an Tag 8 um das 2,37-fache und an Tag 12 um das 1,85-fache des

Ausgangswertes).
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4. Diskussion

4.1. Erfolgreiche Etablierung des infizierten Wundheilungs-

modells

Eine Kolonisation von Wunden mit Bakterien der Hautflora ist im allgemeinen tblich;
dazu gehoéren Staphylococcus epidermidis (oder andere Koagulase negative
Staphylococcen), Corynebacterium sp., Brevibacterium sp. und Proprionibacterium
acnes %2, Im Verlauf der Wundheilung verandert sich dabei das Keimspektrum von
Gram-positiven zu Gram-negativen und aneroben Bakterien °2. Wie erwartet zeigte
sich eine bakterielle Infektion mit Gram-negativen Bakterien in den Kontroll-Wunden
wie auch in den S. aureus inokulierten Wunden. In den untersuchten Wunden
konnten bis auf S. aureus auch eine geringe Anzahl von Escherichia coli,
Streptococcus dysgalactiae und Enterococcus faecium identifiziert werden. S.
aureus wurde ausschlief3lich in den S. aureus okulierten Wunden nachgewiesen.
Im Vergleich zum Kontrolltier zeigte sich eine signifikant verzdgerte
Reepithelialisierung um 12% in den S. aureus inokulierten Wunden. Somit konnte
fur die Untersuchung der [-Defensine erfolgreich ein chronisch infiziertes

Wundheilungsmodell mit S. aureus etabliert werden.

4.2. Identifizierung der porkinen Beta-Defensine in der Haut

Harder et. al. konnten hBD-1 bis -4 in der gesunden humanen Haut identifizieren ©°,
Die Arbeitsgruppe stellte niedrige hBD-1 und hBD-4 mRNA Konzentrationen fest 0.
hBD-2 und hBD-3 wurden laut dieser Publikation erhoht exprimiert 8. Diese Daten
beruhen auf in vitro Ca?* stimulierten Keratinozyten. Die 3-Defensin Produktion der
Haut wird im Organismus jedoch zusatzlich von vielen anderen Faktoren bestimmit.
In der vorgelegten in vivo Studie wurden alle porkinen [3- Defensine identifiziert. Die
Ergebnisse der einzelnen Genexpressionsprofii der Defensine zeigen
Abweichungen zu denen der Arbeitsgruppe Harder. pBD-1 (entspricht hBD-2) und
pBD-4 (entspricht hBD-4) wurden schwacher exprimiert als pBD-2 (entspricht hBD-
1) und pBD-3 (entspricht hBD-3).
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4.3. Genexpressionsprofil der 3-Defensine in infizierten Wunden

In dieser Studie wurden 3-Defensine im Zusammenhang mit ihren endogenen und
exogenen Induktoren im Rahmen der Wundheilung betrachtet. Bakterien und deren
Produkte sind dabei die starksten exogenen Induktoren der [3-Defensine. In vitro
Studien mit Keratinozyten konnten nachweisen, dass S. aureus Produkte vor allem
die Expression des menschlichen 3-Defensin-1 (hBD-1) und hBD-3 (nicht aber hBD-
2) induzieren %394, Durch den Kontakt mit dem lebendigen Bakterium wurde auch
die hBD-2 mRNA Expression stimuliert %3, In unserer Studie konnten
vergleichbare Ergebnisse beobachtet werden. pBD-1, pBD-2 und pBD-3 konnten
vermehrt in infizierten Wunden gemessen werden. Insbesondere die pBD-3
Expression wurde durch die S. aureus Infektion stark stimuliert. Die
Expressionsquantitat stieg zwei Tage verzogert (abhangig von der Bakterienanzahl)
an. An Tag 6 wurde die htéchste bakterielle Besiedlung der Wunden nachgewiesen,
wahrend der hoéchste mRNA-Anstieg erst an Tag 8 erreicht wurde. Das
Expressionsprofil von pBD-4 ist zu gro3en Teilen unbekannt. In dieser Studie kam
es im Verlauf der Wundheilung in den Proben beider Tiere zu einer
Expresssionssuppression von pBD-4. Die Bedeutung des Peptid pBD-129 fir die
Wundheilung ist bisher in der Literatur nicht naher beschrieben. Es ist ebenfalls
unklar, durch welche Mediatoren die Expression von pBD-129 gesteuert wird.

Postoperativ wurde pBD-129 vor allem in die infizierten Wunden supprimiert.

4.4. Lokalisation pBD-1 und pBD-3 in der porkinen Haut

Im Verlauf der Wundheilung wurde die Lokalisation der Peptide pBD-1 und pBD-3
immunhistochemisch untersucht. In in vitro Studien mit epidermaler Zellkultur wurde
hBD-2 in lamellaren Koérper des Stratum spinosum stimulierter Keratinozyten
identifiziert °6. In humanen Gewebebiopsien gesunder Probanden zeigten sich
interindividuelle und ortsspezifische Unterschiede in der Intensitdt der
Immunreaktion und Lokalisierung des Peptides °. Ali et al. beschrieb die hBD-2
Lokalisation im Stratum germinativum (auch Malphigi- Schicht genannt) und/oder
Stratum corneum der Epidermis °/. Die Arbeitsgruppe Poindexter et. al beschrieb

die Lokalisation von hBD-2 ferner in der Epidermis (Stratum basale) %. In diesem
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porkinen Modell wurde pBD-1 in Keratinozyten aller Schichten der Epidermis

dargestellt.

Danach wurde die Lokalisation von pBD-3 immunhistochemisch analysiert. pBD-3
konnte keinen speziellen Zelltyp zugeordnete werden. Vor allem wurde pBD-3 im
Stratum corneum dargestellt. Im Stratum basale wurde pBD-3 schwacher
nachgewiesen. In einer aktuellen Studie mit humaner Haut zeigte sich, dass
hBD-3 Uberwiegend in den oberen Schichten der Epidermis im Stratum spinosum
und Stratum granulosum lokalisiert wurde 6. Eine weitere Studie, die denselben
Antikdrper verwendete, konnte hBD-3 ebenfalls keinen bestimmten Zelltyp oder
Hautanhangsgebilde zuordnen 9. Beide Untersuchungen stimmen mit den
Ergebnissen dieser Arbeit Uberein. Es wird vermutet, dass hBD-3 aus einem
speziellen sekretorischen System uber die interzellular Rdume in die oberen
Schichten der Epidermis gelangt und somit den eindringenden Mikroorganismen

entgegenwirkt 6,

4.5. Aktivierung von Beta-Defensinen durch Toll-like Rezeptoren

Die Aktivierung von B-Defensinen wird den TLRs zugeschrieben. Uber welchen
genauen Mechanismus TLRs B-Defensine aktivieren ist bis dato nicht geklart und
wird kontrovers diskutiert. Keratinozyten exprimieren TLR1, TLR2, TLR3, TLR5 und
TLR9 °°. Aktuelle Studien konnten eine konstante Expression von TLR2 an der
Oberflache von Keratinozyten nachweisen %, hBD-3 wird durch mehrere
Regulationsmechanismen aktiviert, zum Beispiel TLR2 abhéangig 1. Die TLR2
vermittelte Aktivierung scheint eine besondere Stellung einzunehmen. Eine
funktionelle Hemmung des TLR2 auf Keratinozyten reduziert die hBD-3
Genexpression in Reaktion auf S. aureus um 37% 0. Die Expression von TLR4
und die Reaktion auf den bekannten TLR4-Liganden Lipopolysaccharid (LPS)
wurde widersprichlich publiziert %192, Einige Studien beschrieben eine Induktion
von hBD-2 in Keratinozyte durch TLR4 102105 wahrend andere diese Ergebnisse
widerlegten 196107 |n dieser Studie wurden TLR2 und TLR4 in den intraoperativen
(Tag 0) porkinen Hautproben identifiziert. Die Reaktion der beiden TLRs auf die
Verletzung und bakterielle Infektion war unterschiedlich ausgepragt. Die TLR2

Konzentration stieg in den Kontrollwunden wie auch in den infizierten Wunden
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gleichermal3en an. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen war
nicht nachweisbar. Eine direkte Expressionsstimulierung durch S. aureus war somit
nicht erkennbar. Das Expressionsprofil des TLR2 korrelierte ebenfalls nicht mit
denen der pBDs. Hingegen korrelierten die Expressionsprofile von TLR4 und
dessen Co-Rezeptor CD14 eng mit den Expressionsprofilen von pBD-1 bis 3. Es
wurde eine signifikant erhdhte TLR4 Stimulation durch die S. aureus Infektion an
Tag 8 und Tag 12 beobachtet. Diese Daten unterstiitzen vorangehende Studien,
die die Vermutung nahe legen, dass TLR4 ebenfalls von Gram-positiven
Bakterienstammen wie S. aureus stimuliert wird und einen Einfluss auf die -

Defensin Aktivierung haben konnte 108

4.6. Erhohte Beta-Defensin Expression in Gegenwart von

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten

Die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten ist essentiell in der Immunabwehr
gegen S. aureus. Die immunhistologische Auswertung zeigte, dass neutrophile
Granulozyten in der frihen Phase der Wundheilung stark vertreten waren. Im
Vergleich zur Kontrolle war das Vorkommen in den S. aureus infizierten Wunden
7,45-fach héher. Neutrophile Granulozyten Gben zusammen mit Keratinozyten eine
synergistische Wirkung auf die B-Defensin Produktion aus 1%°. Durch die
Sezernierung von IL-12 und CCL3 werden Keratinozyten verstarkt zur Produktion
von hBD-2 und hBD-3 angeregt '°. Eine erhthte Prasenz neutrophiler
Granulozyten und somit erhdhte Stimulation von Kerationzyten mag zu einer
gesteigerten B-Defensin Produktion in den infizierten Wunden fuhren. Diese Daten
zeigten, dass die Konzentration von pBD-2 und pBD-3 in den infizierten Wunden

hochreguliert wurde.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Mastzellen durch hBD-2, hBD-3 und hBD-4
angelockt werden und hBD-1 eine potente Chemoattraktion fir Makrophagen
darstellt °1.110.111 Duiets et al. zeigte die Expression von hBD-2 mRNA in humanen
Monozyten, differenzierten Makrophagen und alveolaren Makrophagen 43. Die
immunbhistologische Darstellung der porkinen Hautschnitte zeigte eine deutlich

vermehrte Anreicherung von pBD-1 in Makrophagen. Diese Ergebnisse lassen
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vermuten, dass pBD-1 in Makrophagen produziert, gespeichert und/oder
intrazellular aufgenommen wird. Makrophagen (M) orchestrieren entscheidende
Prozesse der Wundheilung und nehmen somit eine zentrale Rolle in allen Phasen
ein. Aktivierte Makrophagen sind unterteilbar in einen proinflammatorischen
Phenotyp M1 und einen antiinflammatorischen Phenotyp M2 12, M1 M wird unter
anderem durch Bakterienbestandteile wie LPS und Peptidoglykane aktiviert.
Wahrend der ersten Phase Uben M1 Mg proinflammatorische Funktionen aus wie
zum Beispiel Antigen-Préasentation, Phagozytose und Produktion von
entzindungsfordernden Zytokinen (unter anderem IL-1, IL-6, IL-12 und TNF- a) und
Wachstumsfaktoren 13, In der zweiten Phase stimulieren M2 Mg die
Reepithelialisierung und GefalRneubildung durch die Férderung der Proliferation von
EZM, Endothel- und Epithelzellen 113, In der finalen Phase koordinieren M2 Mg die
Balance zwischen EZM Produktion, Abbau und Umbau 3. Diese Ergebnisse
unterstitzen eine mdgliche Rolle fir B-Defensine als Vermittler der verstarkten
Immunreaktion wahrend der Infektion mit S. aureus. Die Anzahl der Makrophagen

stieg an Tag 8 parallel zum hochsten Anstieg der B-Defensine an.

4.7. IL-8,1L-22, TLR4 und CD14 korrelieren zu pBD-1, pBD-2 und
pBD-3

In dieser Studie wurde die Korrelation von IL-1 auf die pBD-1 Expression untersucht.
Das Expressionsprofil von pBD-1 zu IL-1a und IL-1B8 zeigte keine direkten
Korrelationen. Die IL-1a Konzentration stieg postoperativ in beiden Tieren an und
sank dann langsam ab. An Tag 6 lag die IL-1a mMRNA Konzentration in den
infizierten Wunden Uber denen der Kontrollwunden. An Tag 8 und 12 sank die
Konzentration in den infizierten Wunden unter denen des Kontrolltiers. An Tag 6
wurde IL-1B vermehrt in den Kontrollwunden exprimiert, hingegen wurde IL-13 im
Studientier supprimiert. Die infizierten Proben wiesen eine hohere pBD-1
Genexpression auf als die der Kontrollwunden. Es lasst sich abschlieRend nicht
unterscheiden, ob die pBD-1 Expression in den Infizierten Proben weniger
supprimiert oder vielleicht teilweise durch einen anderen unbekannten Mediator
stimuliert wurde. Weitere Stimulanzen auf3er IL-1 sind fir hBD-2 oder pBD-1 nicht

bekannt 114,
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IFN-y spielt eine wichtige Rolle in der viralen und bakteriellen Infektion sowie der
Tumorbiologie *°. Produziert wird IFN-y von einer Reihe von Immunzellen unter
anderem T-Helferzellen vom Typ 1 Lymphozyten, zytotoxische Lymphozyten,
B-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen (Monozyten/ Makrophagen und DC)
115 Eine vermehrte Induktion der hBD-2 und hBD-3 Expression durch IFN-y wurde
in der Haut von Patienten mit Psoriasis nachgewiesen 116117 hBD-2 stimuliert
wiederum seine eigene Expression Uber eine vermehrte Expression von IFN-y 117,
IFN-y wurde in dieser Arbeit vermehrt in den infizierten Wunden exprimiert. Es
zeigte ein vergleichbares Profil zu pBD-1 und pBD-3. Eine direkte Induktion von
pBD-1 und pBD-3 ist daher mdglich.

IL-17 und IL-22 werden von Zellen des adaptiven Immunsystems unter anderem
aktivierten T-Zellen und naturlichen Killer-Zellen ausgeschuttet und orchestrieren
die angeborene wie adaptive Immunabwehr als Reaktion auf eine bakterielle
Infektion '8, Das Zytokin IL-17 induziert die Expression von B-Defensinen in
Epithelzellen 11121 |n Epithelzellen des Respirationstraktes stellte sich IL-17 vor IL-
1 und IFN-y als starkster Stimulator fur die hBD-2 Expression dar 120, In
Keratinozyten der Haut wurde ebenfalls gezeigt, dass IL-17 die hBD-2 Expression
stimuliert 1*°. Wurden Keratinozyten zusammen mit IL-17 und IFN-y stimuliert,
zeigte sich dosenabhangig eine synergistisch starkere Induktion der Gen-
expression von hBD-2 und hBD-3 2%, In dieser Arbeit wurde IL-17 vermehrt in den
infizierten Proben nachgewiesen. An Tag 6 und Tag 8 konnten hohe Werte
gemessen werden, wohingegen die IL-17 Expression an Tag 12 bereits absank.
Das Expressionsprofil ahnelt IFN-y. Eine direkte dosisabhangige Expression von
pBD-1 und pBD-3, wie in vorherigen Studien beschrieben, konnte anhand dieser
Expressionsprofile von IL-17 und IFN-y nicht bestatigt werden.

IL-22 wurde erst kurzlich als weiterer Stimulator der B-Defensin Expression
beschrieben 4°. Keratinozyten verfiigen Uber eine besonders hohe IL-22
Rezeptordichte, die zusatzlich durch IFN-y stimuliert wird 4. IL-22 fordert vermutlich
die hBD-2 und hBD-3 Expression 4°. IL-22 wurde in der vorliegenden Arbeit
vermehrt in den infizierten Proben gemessen. Das Expressionsprofil von IL-22

korreliert mit dem von pBD-3. Dies lasst vermuten, dass wie bereits von Wolk et al.
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beschrieben ein direkter Zusammenhang zwischen der IL-22 Sekretion und der

pBD-3 Expression besteht 4°.

IL-8 nimmt eine wichtige Rolle in der Inmunmodulation der Wundheilung ein 122, IL-
8 wird vermehrt von Fibroblasten, Keratinozyten und Monozyten gebildet. In der
Wundheilung stimuliert IL-8 die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten und
vermittelt die Reepithelialisierung durch Stimulation der Keratinozytenproliferation
und Migration 22, In der Literatur wurde insbesondere IL-8 als starkster Induktor
genannt 122, Das Chemokin IL-8 wurde auch in dieser Studie am starksten durch die
Infektion mit S. aureus induziert und in hoher Konzentration exprimiert. Die
Konzentration von IL-8 blieb Uber den Verlauf der Wundheilung in den S. aureus
infizierten Wunden stark erhoht. Hingegen wurde IL-8 in den Kontrollwunden nur
kurzzeitig an Tag 8 erhoht exprimiert. Eine Korrelation zur B-Defensin Expression
kann auf Grund des &hnlichen Expressionsprofils vermutet werden. Eine durch IL-
8 ausgeldste Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten konnte nicht durch einen
proportionalen Anstieg der Granulozytenanzahl zur IL-8 Konzentration erklart

werden.

Die vorliegenden Untersuchungen belegen die Beobachtungen, dass durch die
Gegenwart von S. aureus eine Vielzahl von Genen stimuliert werden. Die in dieser
Arbeit gewonnenen Daten zeigen zusammengefasst, dass IL-8, IL-22, pBD-1, pBD-
2, pBD-3, TLR4 und CD14 ein vergleichbares Expressionsprofil im Verlauf der
Wundheilung aufweisen. Eine Verbindung dieser Faktoren wurde in der Literatur
bisher nur in in vitro Studien beschrieben, jedoch bestand Uneinigkeit dartber,
welche der endogenen Faktoren zu einer Stimulation der B-Defensine fuhrt und
welcher der Faktoren den starksten Stimulator darstellt. Fir die Zytokine IL-1, IL-17
und fur IFN-y konnte in dieser Studie keine Korrelation mit den pBDs gefunden

werden.
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5. Ausblick und Zusammenfassung

Chronisch infizierte Wunden mit S. aureus stellen ein relevantes
soziookonomisches Problem dar. Die Entstehung von bakteriellen Resistenzen
gegen Antibiotika fuhrt zu einer erhéhten Dringlichkeit der Entwicklung alternativer
Therapieformen. Unser Immunsystem stellt dem Menschen in Form von Host
Defense Peptiden eine naturliche biologische Abwehr mit niedriger Inzidenz
bakterieller Resistenzen zur Verfigung. Die Sequenz der nativen Host Defense
Peptide kann deshalb als Vorlage fur die Konstruktion von synthetischen Host
Defense Peptiden verwendet werden. Diese sogenannten Designer Peptide zeigen
eine verbesserte antimikrobielle Aktivitat 124126, Die klinische Anwendung von Host
Defense Peptiden steckt derzeit noch in den Kinderschuhen. Unter den wenigen
vorliegenden klinischen Studien gibt es jedoch vielversprechende Ergebnisse. Die
topische Anwendung des synthetischen Peptid MSI-78 beim diabetischen
FuRsyndrom und bei der Impetigo zeigt eine vergleichbar gute Wirkung zu
systemisch verabreichten antimikrobiellen Pharmaka und eine bemerkenswert
hohe Sensibilitat auf Antibiotika-resistente Bakterienstamme *27. MIGENIX MX-226
ist ein weiteres synthetisch hergestelltes Peptid, dass bereits in einer Phase 3b -
Studie zur erfolgreichen Behandlung und Pravention von Katheter assoziierten

Infektionen eingesetzt wurde 128,

B-Defensine zeigen ein breites Wirkungsspektrum und ein hohes Potenzial fur die
direkte antimikrobielle Behandlung und immunmodulatorische Therapien in der
Wundheilung. Dabei ist die Rolle von B-Defensinen in der physiologischen und
pathologischen chronischen Wundheilung unzureichend bekannt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das porkine Groldtiermodell ein
geeignetes Wundheilungsmodell fiir die Untersuchung der -Defensine in S. aureus
infizierten Wunden darstellt. Alle porkinen B-Defensine werden in der Epidermis
exprimiert und reagieren in ihren Genexpressionsprofilen auf eine Infektion mit S.
aureus. Insbesondere pBD-2 und pBD-3 werden als Reaktion auf die Infektion
signifikant erhoht exprimiert. Die Lokalisation von pBD-1 und pBD-3 verhalt sich
dabei analog zu ihren menschlichen Pendants. pBD-1 wurde in
Gewebsmakrophagen der porkinen Haut dargestellt. Uber die Funktion und

Wirkung von pBD-1 in Gewebsmakrophagen ist bislang nichts bekannt. Diese



Ursula Kraneburg Ausblick und Zusammenfassung 61

Studie konnte die Grundlage einer zielgerichteten Therapie mit synthetischen Beta-
Defensinen gegen eine bakterielle Infektion und fir die Behandlung von

Wundheilungsstorungen darstellen.
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Abbildung 1: TLRs und entsprechende Liganden. Extrazellulare TLRs (TLR1,
TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10) werden vor allem von Bakterien, Parasiten
und Pilzen aktiviert. Intrazellular gelegene TLRs (TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9)

erkennen hiNgegEN VIrEN .........cooiiiiieice e e e e e eeanes Seite 19

Abbildung 2: Toll-like Rezeptoren erkennen unter anderem mikrobielle
Produkte und |6sen eine erhdhte Expression von proinflammatorischen
Genen aus. Der wichtigste Signalweg fihrt zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor-kB und der Mitogen-Activated Protein (MAP)
Kinasen p38 und JNK. Diese Signalkaskaden erhohen die Expression von
proinflammatorischen Genen. Der zweite Weg fuhrt Uber die Stimulation von TLR3
und TLR4 zur Aktivierung von NF-kB und anderen Transkriptionsfaktor wie
Interferon Regulatory Factor 3 (IRF3). Dieser Signalweg induziert die Expression
von antiviralen Genen wie Interferon-g (IFN-R) 8. ... ...cccooviiiiiiieecieei, Seite 21

Abbildung 3: Ubersicht des Tierexperiments. Der Versuchszeitraum betrug 12
Tage. An Tag 0 wurde die Wundsetzung durchgefihrt und die Wunden des
Studientiers mit S. aureus infiziert. An jedem zweiten Tag erfolgte die
Blutprobenentnahme. An Tag O, 6, 8 und 12, hier rot markiert, erfolgte eine
Tieroperation in Vollnarkose, in der Flussigkeits- und Gewebeproben zur weiteren
Untersuchung unter sterilen Bedingungen enthommen wurden. Der Tierversuch

wurde an Tag 12 DEENUET .........uuuuiiiiiiiiiiiiiii e Seite 29

Abbildung 4. Weibliches Gottinger Minischwein mit zwolf
Untersuchungsarealen an Tag 0. Insgesamt wurden zwei Tiere untersucht (n=2).
Die Wunden des Studientiers wurden mit S. aureus infiziert. Zu dem Studientier

diente ein Tier desselben Wurfs als Kontrolle (Kontrolltier) ..........cccccc....... Seite 30

Abbildung 5: Untersuchungsareal 1,5 x 1,5cm groe Wunde an Tag
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Abbildung 6: Eine S. aureus Infektion wurde ausschlief3lich in den Proben des
Studientiers festgestellt. In allen Proben wurden Escherichia coli, Streptococcus
dysgalactiae und Enterococcus faecium nachgewiesen. Student t-Test, zweiseitig,
N= 4, prage= 0,24, pPrags= 0,79, PTag12= 0,97 ..eeriiiiiiiiiiiit e, Seite 41

Abbildung 7: Verzdogerte Wundheilung in den infizierten Wunden. Die Wunden
wurden an Tag 0, 6, 8 und 12 vermessen. Initial vergréf3erten sich die Wunden des
Studientiers bevor sich die Wundflachen verkleinerten. Die Wunden des
Kontrolltiers heilten im Vergleich zu denen des Studientiers besser. Student t-Test,
zweiseitig, * p<0,05, n= 12, prag 0= 0,1, Pprag 6= 0,32, prag 8= 0,36, prag 12=
(01101 722 PEPRRP Seite 42

Abbildung 8: Die Reepithelialisierung der Wundflachen war im Studientier
verzogert. In der mikroskopischen Untersuchung der Querschnittsbiopsien an Tag
6, 8 und 12 wurde eine verzdgerte Wundheilung im Studientier beobachtet. Die
Wunden im Kontrolltier heilten bereits an Tag 12 ab. Student t-Test, zweiseitig, n=
4, prage= 0,11, prags= 0,55, P1ag12= 0,34 eeeerriiiiiiiieeeeeeeece e Seite 43

Abbildung 9: Erht6hte Wundinfiltration der neutrophilen Granulozyten im
Studientier. (A, B) Immunhistochemisch wurden an Tag 6 in den nicht-infizierten
Wunden nur vereinzelt neutrophile Granulozyten (griin) nachgewiesen.

(C, D) In den S. aureus infizierten Wunden kam es hingegen zu einer massiven
Infiltration von neutrophilen Granulozyten. Die Zellkerne wurden zur besseren
Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt. (E) Insbesondere an Tag 6 zeigte sich eine
signifikant héhere Granulozyteninfiltration. Im Verlauf der Wundheilung sank die
Anzahl ab. An Tag 12 wurde in der quantitativen Analyse eine signifikant erhdhte
Anzahl der neutrophilen Granulozyten festgestellt. Student t-Test, zweiseitig, *
p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prage< 0,001, prags= 0,85, prag12= 0,02................ Seite 44

Abbildung 10: Erhéhte Wundinfiltration der Makrophagen in den infizierten
Proben. (A, B) Immunhistochemisch wurden an Tag 6 in den nicht-infizierten
Wunden nur vereinzelt Makrophagen (braun) nachgewiesen. (C, D) In den S.
aureus infizierten Wunden kam es hingegen zu einer massiven Infiltration von

Makrophagen. Die Zellkerne wurden zur besseren Ubersicht mit DAPI (blau)
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gefarbt. (E) An Tag 6 und Tag 8 wurde eine signifikant erhéhte Makrophagen-
infiltration in den infizierten Wunden festgestellt. An Tag 12 sank die Anzahl
der Makrophagen in den infizierten Wunden ab, hingegen stieg die
Makrophagenanzahl in den Kontrollwunden an. In der quantitativen Analyse
wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Proben der beiden Tiere
bestatigt. Student t-Test, zweiseitig, ** p<0,01, n= 4, prage< 0,001, prags< 0,001,
PTag 12= 0,001, ...eeeiiiei e e e aaaaaana Seite 45

Abbildung 11: Genexpression von TLR2, TLR4 und CD14. TLR2 wurde in beiden
Tieren vor allem an Tag 6 erhoht exprimiert und sank dann im Verlauf der
Wundheilung ab. TLR4 wurde im Vergleich zu TLR2 und CD14 besonders stark im
Studientier exprimiert. Die Expression von TLR4 stieg im Studientier bis Tag 8 an
und sank daraufhin wieder ab. CD14 wurde schwach erhoht exprimiert. Alle
angegebenen Werte wurden auf Tag O normiert. Student t-Test, zweiseitig, *
p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prags6 TLR2< 0,3, PTag 8 TLR2< 0,47, Prag 12 TLR2= 0,24, PTag 6
TLrR4< 0,06, prag 8 TLR4< 0,03, Prag 12 TLR4< 0,001, prag 6 cp14< 0,07, PTag 8 cp14< 0,05,

PTag 12 CDL14T 0,73 e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e aeeananes Seite 46

Abbildung 12: Genexpression von pBD-1, pBD-2 und pBD-4 und Lokalisation
pBD-1. (A) pBD-1, -2 und -4 wurden bis auf pBD-2 in den Wunden des Studientiers
vermindert exprimiert. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prags
pBD-1< 0,28, PTag 8 pBD-1< 0,75, PTag 12 pep-1= 0,83, pPrag 6 peD-2< 0,006 Prag 8 paD-2= 0,01,
PTag 12 paD-2= 0,006, PTag 6 peD-4= 0,04, PTag 8 pep-4= 0,75, Prag 12 pD-4 = 0,18 (B-E) pBD-
1 (griin) wurde vor allem in Keratinozyten nachgewiesen und (F, G) in mehrkernigen
Riesenzellen, vermutlich Gewebsmakrophagen. Die Zellkerne wurden zur besseren
Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt.............ccovvveiiieie e Seite 48

Abbildung 13: Genexpression von pBD-3 und pBD-129 und Lokalisation pBD-
3. (A, B) In den Wunden des Studientiers wurde pBD-3 an Tag 6, (C, D) Tag 8 und
Tag 12 (hier nicht abgebildet) vermehrt exprimiert. pBD-3 (grin) wurde in
Keratinozyten der Epidermis nachgewiesen. Die Zellkerne wurden zur besseren
Ubersicht mit DAPI (blau) gefarbt. (E) pBD-3 wurde in der Kontrolle supprimiert und

im Studientier vermehrt exprimiert. pBD-3 wurde vor allem an Tag 8 in den
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infizierten Wunden exprimiert. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n=4,
PTag 6 paD-3= 0,04, PTag 8 peD-3= 0,75, Prag 12 pep-3= 0,18 (F) pBD-129 wurde im Verlauf
der Wundheilung in beiden Tieren vermindert nachgewiesen. Dabei wurde pBD-129
in den infizierten Wunden starker supprimiert als in den nicht-infizierten Wunden.
Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n= 4, Prag 6 paD-129= 0,06 PTag 8 pBD-
129= 0,004, PTag 12 pBD-129= 0,04 . .cceeriiiiiiii e Seite 49

Abbildung 14: Genexpression der Interleukine-1a, -1B, -8, -17, -22 und IFN-y
(A) Das Interleukin IL-1a stieg in beiden Tieren postoperativ deutlich an. IL-1p
MRNA wurde postoperativ verstarkt im Kontrolltier, nicht jedoch in den infizierten
Proben, exprimiert. Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, n= 4, pragé6 iL-1= 0,07 PTag
81L-1a = 0,62, prag 12 IL-10 = 0,03, prag6iL-1p= 0,11 pragsiL-1p = 0,53, prag12iL-13 = 0,76
(B) Ein Genexpressionsanstieg von IL-17 wurde nur in den infizierten Proben
nachgewiesen. Die IL-22 Expression sank in beiden Tieren postoperativ ab. Student
t-Test, zweiseitig, * p<0,05, n=4, prageiL-17= 0,89 pragsiL-17= 0,04, prag121L-17= 0,79,
PTag 6 IL-22= 0,3 PTag8iL-22 = 0,02, prag121L-22 = 0,81

(C) IL-8 wurde in den infizierten Proben postoperativ gesteigert exprimiert. Student
t-Test, zweiseitig, * p<0,05, ** p<0,01, n= 4, prag6iL-8= 0,002 pragsiL-8= 0,09, Prag 12
iL-s = 0,02 (D) Die IFN-y Expression stieg im Verlauf der Wundheilung in beiden
Tieren an. Das Genexpressionsprofil lag im Studientier ber dem des Kontrolltieres.
Student t-Test, zweiseitig, * p<0,05, n=4, prags6 IFn-y= 0,01 prags iFn-y= 0,27, PTag 12
IEN-Y= 0,26 i a e e e e e et e e e e e eaaane Seite 51
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Tabelle 1: Antibakterielles, antifungales und antivirales Spektrum der
humanen B-Defensine 1-4 6063, hBD-1 wirkt antibakteriell. hBD-2 und hBD-3
agieren zusatzlich gegen Pilze und Viren. hBD-4 hat ein antibakterielles wie anti-
fungales Wirkspektrum. hBD-1 bis -4 wirken chemotaktisch auf das angeborene und

adaptive Immunsystem. (+ = aktiv gegen, ? = unbekannte Wirkung).......... Seite 18

Tabelle 2: Nomenklatur der B-Defensine im Mensch und im Schwein. hBD-1

entspricht dem pBD-2 sowie hBD-2 dem pBD-1 entspricht. .........cccccceee.... Seite 19

Tabelle  3: Gruppierung  far Probenentnahme  der jeweiligen
Untersuchungsareale. Die Wunden wurden in Gruppen eingeteilt, um das durch
die Gewebeprobe entstandene Trauma gering zu halten. Zusatzlich wurden Blut-
und Waundflissigkeitsproben entnommen sowie die Wunden makroskopisch

beurteilt und die GroRe der Wundareale dokumentiert. ........cccovveevevienen.. Seite 30
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