tion oder der Schwere der Gewebs-
schadigung nach den Bewertungssy-
stemen von CRUSE und FOORD bzw.
KNIGHTON vorgenommen.

Die Therapie der chronisch-posttrau-
matischen Wunde umfaBt vier Schritte:
Débridement, Planung, Weichteilver-
schluB und Rekonstruktion funktioneller
Strukturen. Ziel der gesamten MaBnah-
men ist eine stabile Defektdeckung
ohne Gefahr einer Infektpersistenz. Fur
den WeichteilverschluB sind plastisch-
rekonstruktive Methoden erforderlich,
die vom einfachen Spalthauttransfer
bis hin zur freien mikrochirurgischen
Lappentransplantation reichen.

SUMMARY
The chronic postraumatic wound

Chronic posttraumatic wounds usu-
ally result from inadequate treatment of
primary traumas due to under-estima-
tion of the underlying soft-tissue inju-
ries. Depending on the etiology of the
wound germ flora mainly consists of
Staphylococcus aureus, Staph. epider-
midis or hemolysing Streptococci. His-
topathologic characterization allows
definition of three distinct types of
chronic injuries: the chronic prolifera-
tive wound, the anergic and the chron-
ic postinfective wound. In clinical prac-
tice wounds are classified with respect
to their bacterial contamination or their
degree of tissue damage according to
the evaluation systems of CRUSE and
FOORD or KNIGHTON. Therapy of
chronic posttraumatic wounds involves
four steps: Débridement, planning,
soft-tissue closure, and reconstruction
of functional structures. Primary goal of
these measures is a stable closure of
the defect without risk of persistent in-
fections. Wound closure requires re-
constructive plastic surgery, ranging
from skin-grafting to free microsurgical

flapping.
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Biologische Eigenschaften
von Myofibroblasten

G. Gabbiani

Abteilung fur Pathologie, Universitat Genf, Centre Médical Universitaire,

Genf, Schweiz

Die Vorgange, die wahrend der
Wundheilung zur Retraktion des Gra-
nulationsgewebes flhren, sind noch
nicht vollstandig geklart. Unser Labor
hat vor einigen Jahren beschrieben,
daR Fibroblasten, die aus Granulations-
gewebe isoliert wurden, einige ultra-
strukturelle Eigenschaften von glatten
Muskelzellen besitzen. Dabei handelt
es sich unter anderem um Bundel von
Mikrofilamenten mit vereinzelt hierin
vorkommenden dichten Kérpern. Diese
sogenannten Myofibroblasten wurden
fur retraktile Vorgange wie die Kontrak-
tion von Granulationsgewebe, die Re-
traktion von parenchymalen Organen,
die Fibromatose und die Stroma-Re-
traktion bei Epithel-Tumoren verant-
wortlich gemacht. Das Auftreten von
Myofibroblasten im Zusammenhang
mit Retraktionsph&nomenen spricht far
diese Hypothese. Der direkte Nach-
weis fUr das Vorhandensein und die
Aktivitat kontraktiler Bestandteile in
Myofibroblasten wurde jedoch erst
durch die Entwicklung von entspre-
chenden Techniken zur Lokalisierung
und Quantifizierung von Proteinen des
Zytoskeletts und von kontraktilen Pro-
teinen in den betroffenen Organen
moglich. Dabei war auch das fortge-
schrittene Verstandnis zur Morphologie
und Biochemie von Elementen des
Zytoskeletts und von kontraktilen Pro-
teinen in den unterschiedlichen Zellen
von groBBem Nutzen.

MORPHOLOGIE DES ZYTOSKELETTS

Heute wissen wir, dal3 das Zytoske-
lett von Mesenchymzellen aus Interme-
diarfilamenten besteht, die aus einem
einzigen Protein, dem sogenannten Vi-
mentin, aufgebaut sind. Anders ist es
bei Muskelzellen. Hier wurde nachge-
wiesen, daB die meisten Intermediarfi-
lamente zusatzlich Desmin, ein ver-

wandtes, aber nicht identisches Prote-
in, enthalten. Glatte GefaBmuskelzellen
weisen immer Vimentin und nur einen
geringen Anteil an Desmin auf. Inzwi-
schen wurde Desmin auch in zahlrei-
chen nicht-muskularen Mesenchymzel-
len wie Endothelzellen, Podozyten und

Stromazellen unterschiedlicher Lokali-

sation gefunden.

Ein weiterer Marker flr den Gewebe-
ursprung und damit zur morphologi-
schen Unterscheidung von Geweben
ist das Vorhandensein einer spezifi-
schen Isoform von Aktin. Die sechs be-
kannten S&augetiere, die eine solche
Aktin-Isoform bilden, weisen hierfur
eine gewebsspezifische Verteilung auf.
Insbesondere ist das aus glatten
Muskelzellen isolierte a-Aktin in samitli-
chen glatten Muskelzellen vorhanden.
SchlieBlich kénnen auch Isoformen der
schweren und leichten Myosin-Ketten
unter normalen Bedingungen fur die
glatte Muskulatur typisch sein und
damit zur Identifizierung von Zellen her-
angezogen werden, die an verschie-
denen pathologischen Verdnderungen
beteiligt sind.

Mit Hilfe von verschiedenen Antikor-
pern haben wir bei Myofibroblasten fol-
gende vier Phanotypen des Zytoske-
letts definiert:

» Phanotyp V, der von Myofibroblasten
gebildet wird, die nur far Vimentin
positiv sind;

» Phanotyp VA, der von Myofibrobla-
sten gebildet wird, die far Vimentin
und a-Aktin der glatten Muskelzellen
positiv sind;

» Phanotyp VAD, der von Myofibrobla-
sten gebildet wird, die fur Vimentin,
a-Aktin der glatten Muskelzellen und
Desmin positiv sind;

» Phanotyp VD, der von Myofibrobla-
sten gebildet wird, die flr Vimentin
und Desmin positiv sind.
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FUNKTION UND ENTSTEHUNGSWEISE

Bei der Untersuchung von normal
heilendem Granulationsgewebe unter
diesen Gesichtspunkten wurde wah-
rend der Kontraktion ein hoher Anteil
von Myofibroblasten nachgewiesen,
die das fur glatte Muskulatur typisches
a-Aktin, aber kein Desmin oder Myosin
der glatten Muskulatur bilden und so-
mit — zumindest teilweise — Eigenschaf-
ten von glatten Muskelzellen anneh-
men. Nach Beendigung der Kontrak-
tion und vollstandiger Epithelisierung
der Wunde gehen die Myofibroblasten,
die a-Aktin der glatten Muskulatur ent-
halten, wahrscheinlich durch Apoptose
zurlck, und die Narbe entwickelt sich
auf klassische Weise weiter. Sie wird
weniger zelluldr und setzt sich aus ty-
pischen Fibroblasten mit stark entwik-
keltem endoplasmatischen Retikulum
ohne weitere Mikrofilamente oder a-Ak-
tin der glatten Muskulatur zusammen.

Bei langer anhaltenden retraktilen
Vorgéngen, insbesondere bei Nieren-,
Lungen- oder Leberfibrose, sind Myo-

Abb. 1

Dunkelfeldaufnahme eines
vereinzelten Hautfibrobla-
sten (x250). In den Rand-
zonen sind als fadige Struk-
turen deutlich Elemente des
Zytoskeletts zu erkennen,
die zum Teil Verbindungen
zur umgebenden Matrix her-
stellen.

fibroblasten, die a-Aktin der glatten
Muskelzellen bilden, stets vorhanden,
wobei ein Teil von ihnen zusatzlich
Desmin bildet. Bisher wurden noch kei-
ne Myofibroblasten beschrieben, die
Myosin der glatten Muskulatur bilden
kénnen.

Aufgrund dieser Ergebnisse meinen
wir, daB Fibroblasten bei der Entste-
hung von fibrokontraktiven Erkrankun-
gen kontraktile Eigenschaften entwik-
keln und die zentripetale Kraft erzeu-
gen, die schlieBlich zur Retraktion fuhrt.
Zu diesem Zweck besitzen Myofibro-
blasten die Fahigkeit, Verbindungen
zur umgebenden Matrix auszubilden
und somit eine Wirkung auf das ge-
samte Gewebe auszutben. In Fibro-
blastenkulturen konnte gezeigt wer-
den, daB eher Zug- als Kontraktions-
krafte fur retraktile Vorgange auf dem
Substrat verantwortlich sind. In Analo-
gie mit diesen Beobachtungen sind wir
daher weiterhin der Meinung, daB die
retraktile Wirkung von Myofibroblasten
bei fibrotischen Veranderungen eher

EXPERIMENTELLE BEFUNDE ZUR FIBROBLASTEN-DIFFERENZIERUNG

Selektion
(wachsende Zellen)

- Heparin
B

[ J
- @
0
Aktin-negativer Fibroblast
der glatten Muskulatur a

Aktin-positiver Myofibroblast
der glatten Muskulatur a

Induktion
(ruhende und wachsende Zellen)

y-Interferon

(o ——@&»

Makrophage M
GM-CSF *
—

Heparin férdert die Bildung von a-Aktin der glatten Muskulatur in vivo und in vitro und erhéht somit
den Anteil an Myofibroblasten. GM-CSF stimuliert durch indirekte, Makrophagen-vermittelte Wir-
kung die Bildung von Myofibroblasten. Im Gegensatz dazu bewirkt y-Interferon eine Reduktion von
a-Aktin der glatten Muskulatur und hat somit eine antifibrotische Wirkung.
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auf isometrischer (Spannungsentwick-
lung bei konstanter Lange) als auf iso-
tonischer Kontraktion (Verklrzung bei
konstanter Spannung) beruhen.

EXPERIMENTELLE BEFUNDE ZUM MECHA-
NISMUS DER MYOFIBROBLASTENBILDUNG

Zu kléaren bleibt, welche Mechanis-
men bei Fibroblasten zur Auspragung
von Eigenschaften am Zytoskelett fuh-
ren, die denen von glatten Muskel-
zellen &hneln, unter Einbezug der Fak-
toren, die in vivo sowie in vitro die Bil-
dung von a-Aktin der glatten Muskel-
zellen und von Desmin steuern. Die
wahrscheinlichsten Kandidaten fur
eine solche Wirkungsweise sind Zytoki-
ne, die von GefaBzellen, Entzindungs-
zellen und fibroblastischen Zellen
selbst lokal freigesetzt werden kénnen.
Aber auch Komponenten der extrazel-
lularen Matrix, fur die nachgewiesen
wurde, daB sie Form, Replikation und
Ausbildung zytoskelettaler Eigenschaf-
ten bei Fibroblasten und glatten Mus-
kelzellen beeinflussen kénnen, sind als
Mediatoren denkbar.

Der EinfluB von y-Interferon

Wir haben festgestellt, daB y-Interfe-
ron, ein Zytokinin, das hauptsachlich
von T-Helfer-Lymphozyten gebildet
wird, in der Lage ist, die Bildung von a-
Aktin der glatten Muskulatur sowohl in
der glatten Muskulatur selbst als auch
in den Fibroblasten zu hemmen. Bei
Anwendung von y-Interferon bei Duy-
puy-Knoten kommt es zu einer Besse-
rung der Kontrakturen und bei hyper-
trophen Narben ist, zusatzlich zur Ab-
nahme der GroéBe der Lasionen, ein
Verschwinden von a-Aktin der glatten
GefaBmuskulatur aus den Myofibrobla-
sten zu beobachten. Auch wenn diese
ersten Ergebnisse noch bestatigt wer-
den mussen, denken wir, daB3 die Arbeit
in diese Richtung nicht nur zum Ver-
stdndnis der Pathogenese von fibro-
kontraktiven Erkrankungen beitragt,
sondern auch zuklnftige Behand-
lungswege aufzeigen kann.

Der EinfluB von GM-CSF

Im gleichen Zusammenhang haben
wir festgestellt, daB bei Ratten, die wir
als experimentelles Modell verwende-
ten, eine subkutane Gabe des Wachs-
tumsfaktors GM-CSF (Granulozyten-
Monozyten-koloniestimulierender Fak-
tor) nicht nur die Proliferation von Fibro-
blasten und die Bildung von ultrastruk-

Graphik nach Desmouliére/Gabbiani



turell typischen Myofibroblasten auslo-
ste, sondern bei einem erheblichen Teil
dieser Zellen auch zur Ausbildung von
o-Aktin der glatten Muskulatur fuhrte.
GM-CSF ist vorwiegend fur seine ha-
matopoetische Wirkung bekannt, wo-
bei dem Faktor jedoch auch einige
extra-hdmatopoetische Funktionen zu-
geschrieben werden. So stimuliert GM-
CSF die Migration menschlicher Endo-
thelzellen und die in vitro-Proliferation
verschiedener nicht-hamatopoetischer
Zellen mesenchymalen Ursprungs wie
Endothelzellen, Vorlaufer der Knochen-
markfibroblasten und verschiedene
transformierte Zellinien. Weiterhin ent-
wickelten sich bei transgenen Mausen,
die GM-CSF bilden, fibrotische Knoten
in Bereichen von Makrophagen-An-
sammlungen. Diese Lasionen wurden
als Folgeerscheinung einer chroni-
schen Aktivierung von Makrophagen
durch GM-CSF gedeutet. Eine Lang-
zeitbehandlung mit GM-CSF zeigte je-
doch bei Méausen keine langfristigen
Nebenwirkungen. Natdrlich beddrfen
diese Experimente weiterer Uberpri-
fung. Sie zeigen jedoch, daB ein bes-
seres Verstandnis der Wirkung von Zy-
tokinen auf fibroblastische Zellen zur
Aufklarung des Mechanismus beitra-
gen kann, der zur Ausbildung eines

kontraktilen Phanotyps bei Fibrobla-
sten fuhrt.

Der EinfluB von Heparin

Es ist allgemein bekannt, daB Hepa-
rin und Heparansulfate die Replikation
glatter Muskelzellen hemmen und die
Bildung von a-Aktin der glatten Mus-
kelzellen in diesen Zellen fordern kon-
nen. Wir haben beobachtet, daB beide
Substanzen ahnliche Wirkungen auch
auf fibroblastische Zellen austben. So-
mit kénnten auch Heparin und Hepa-
ransulfate an der Regulation des
Phanotyps von Fibroblasten bei der
Wundheilung und bei verschiedenen
retraktilen Erkrankungen beteiligt sein.

ZUSAMMENFASSUNG

Die frihe Beobachtung, daB Fibro-
blasten ihren Phanotyp im Verlauf der
Wundheilung und bei fibrokontraktilen
Erkrankungen verédndern koénnen, ist
durch eine Reihe von biochemischen
und funktionellen Ergebnissen besta-
tigt worden. Hierzu zahlt vor allem der
Nachweis von a-Aktin der glatten Mus-
kulatur im Zytoskelett der modifizierten
Fibroblasten oder Myofibroblasten.
Dieser Befund unterstutzt die Hypothe-
se, daBB Myofibroblasten die Schltssel-
zellen zum Verstandnis von retraktilen

Immunfluoreszenz-Markie-
rung von Hautfibroblasten
zur Identifizierung einzelner
Komponenten des Zytoske-
letts (x125).

Abh. 2a

Darstellung von Aktin in
einer transformierten Zelle.
Eine Aktin-Mutation fiihrt
hier zur Abrundung der Zelle
und schrénkt ihre Bewe-
gungsfahigkeit ein.

Abh. 2h

Ansicht des Spindelappa-
rates bei in Teilung befind-
lichen Fibroblasten durch
Tubulin-Markierung.

Abb. 2¢
Mehrfachmarkierung eines
Préparates zur Darstellung
von Fibronektin (griin),
Vimentin (blau), Aktin
(orange) und Tubulin (rot)

in derselben Zelle.

Abb. 2d

Nachweis von a-Aktin der
glatten Muskulatur in ei-
nem vereinzelten Hautfibro-
blasten mit gleichzeitiger
negativer Kontrolle (unten).

Vorgangen darstellen. Experimentelle
Untersuchungen mit y-Interferon, GM-
CSF und Heparin weisen auf die Betei-
ligung von Zytokinen an der Bildung
von Myofibroblasten hin.

SUMMARY
The biology of myofibroblasts

Several biochemical and functional
findings corroborate the early observa-
tions that fibroblasts modify their phe-
notype during wound healing and fibro-
contractive disease to become myofi-
broblasts. One of the main features of
myofibroblasts is the incorporation of
smooth muscle a-actin into their cyto-
skeleton, supporting the idea that they
are the key cells to understand retrac-
tile phenomena. Experimental findings
with yinterferon, GM-CSF and heparin
indicate involvement of cytokines in the
mechanism of myofibroblast formation.
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