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1 Zusammenfassung

Einleitung

Konservativ.  durch  Okklusivverbande (OV) zur Abheilung gebrachte
Fingerkuppenverletzungen charakterisieren sich in der Regel durch funktionell und
asthetisch Uberzeugende Ergebnisse. Die guten Resultate werden auf das feuchte
Wundmilieu zurickgefuhrt, das regenerativ auf den Wundheilungsprozess wirkt. Da
mesenchymale Stammzellen (MSC) und Fibroblasten (FB) wichtige Modulatoren der
Wundheilung darstellen, sollte in der vorliegenden Analyse der Effekt der
Wundflussigkeit unter OV auf die Migration und Proliferation dieser Zellen untersucht

werden.

Material und Methoden

Am funften Tag nach Anlage des OV wurden Wundflussigkeitsproben von vier
Fingerkuppenverletzungen (Allen Grad II-lll) und vier Spalthautentnahmestellen
gewonnen. Als Kontrolle wurde von jedem Patienten Blutserum gewonnen. MSC und
FB (HS27) wurden mit 5% Wundflissigkeit oder Blutserum inkubiert. Die Proliferation
und Migration der MSC und FB (HS27) wurden Kkontinuierlich mittels
Impedanzmessung Uber 60 bzw. 15 Stunden aufgezeichnet. Zusatzlich wurde die

Proliferation mit dem Alamarblue-Assay nach 72 Stunden gemessen.

Resultate

Zu Beginn der Inkubation (4—6 Stunden) war die MSC-Migration in den Ansatzen mit
WundflUssigkeit von Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahmestellen
gegenuber den Kontrollen signifikant erhoht. Nach neun Stunden kehrte sich dieser
Effekt um. Die HS27-FB-Migration war bei einer Inkubation zwischen funf und zehn
Stunden signifikant gegentber den Kontrollen erhoht. Die MSC-Proliferation in den
Ansatzen beider Wundflissigkeiten zusammen zeigte eine signifikante Steigerung
nach funf und zehn Stunden und eine signifikante Reduktion nach 45 Stunden. In den
Ansatzen mit Wundflussigkeit von Fingerkuppenverletzungen alleine war die HS27-
FB-Proliferation nach 15 und 20 Stunden signifikant geringer. In den Ansatzen beider
Wundflussigkeiten zusammen zeigte sich eine signifikante Reduktion der HS27-FB-
Proliferation nach 40 Stunden. Diese Daten wurden durch den Alamarblue-Assay

bestatigt.



Schlussfolgerung: Durch die Anwendung fortgeschrittener Methoden der
ZellUberwachungstechnologie war es moglich einen zeitabhangigen Effekt der
WundflUssigkeit unter OV auf die Migration und Proliferation von MSC und FB
nachzuweisen. Die fruhe Aktivierung der MSC-Migration und -Proliferation in
Kombination mit einer verzdgerten FB-Aktivierung konnte ein Hinweis auf eine
abgestimmte Interaktion der beiden Zelltypen unter dem Einfluss der okklusiven
Wundflussigkeit sein. Diese Zellmodulation konnte fur den verbesserten
Wundheilungsprozess und die hohere Narbenqualitdt von mit OV behandelten

Fingerkuppenverletzungen mitverantwortlich sein.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden unter Cerny, M. K. "Occlusive
dressings induced secretomes influence the migration and proliferation of

mesenchymal stem cells and fibroblasts differently" zur Veroffentlichung eingereicht.



2 Abstract

Introduction

Non-surgically with occlusive dressings (OV) treated fingertip injuries result in
functionally excellent outcomes with nearly no visible scar formation. The clinically
superior outcome is supposed to result from the creation of a moist wound
environment, which acts pro-regeneratively. As mesenchymal stem cells (MSC) and
fibroblasts (FB) act as important modulators in wound healing, the present work
analyzes the effect of wound fluid under OV on the proliferation and migration of these

cells.

Material and Methods

Five days after the application of the OV wound fluid samples of four fingertip injuries
(Allen stage llI-111) and four split-skin-donor sites, as well as blood serum samples from
each patient as controls were collected. MSC and FB (HS27) were incubated in 5% of
these wound fluid and blood serum samples. The proliferation and migration of MSC
HS27-FB were continuously monitored by impedance analysis for 60 respectively 15
hours. Additionally the proliferation was measured after 72 hours with the Alamarblue-

Assay.

Results

At the beginning of incubation (4-6 hours) the MSC-migration in wound fluid samples
from fingertip injuries and split skin donor sites was significantly increased compared
to the controls. After 9 hours, this effect was reversed. The migration of HS27-FB was
significantly increased between 5 and 10 hours compared to the controls. The
proliferation of MSCs of both wound fluids combined showed a significant increase at
5 and 10 hours and a significant decrease after 45 hours. HS27-FB proliferation was
significantly decreased in the fingertip fluids alone at 15 and 20 hours. Both wound
fluids combined showed a significant reduction after 40 hours. This was confirmed by

Alarmarblue assay.



Conclusion

Using advanced cell surveillance technology, we demonstrate a time-dependent effect
of wound fluid under occlusive dressings on migration and proliferation of MSCs and
fibroblasts. The early activation of MSC migration and proliferation in combination with
an activation of fibroblasts points at a well-orchestrated interplay between stromal cells
and occlusive wound fluid, which could be responsible for the improved wound healing

process and scar quality seen in occlusively-treated wounds.
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4 Einleitung

Die chirurgische Behandlung von nicht infizierten Wunden fuhrt in der Regel zu einer
schnellen Wundheilung und zu asthetisch ansprechenden Narben. Die Schnittfuhrung
kann geplant und das Nahtmaterial an das verletzte Gewebe und die Defektzone
angepasst werden. Bei manchen Wunden ist aber eine chirurgische Therapie nicht nur
wenig zielfUhrend, sondern geht auch mit einem erhdhten Risiko fur Narbenbildung,
Schmerzen und fir eine reduzierte Regeneration der Sensibilitdt und Funktion einher
(Mennen and Wiese 1993). Fingerkuppenverletzungen, die konservativ mit einem
Okklusivverband (OV) behandelt werden, zeigen klinisch herausragende Ergebnisse,
die in vielen Bereichen einer operativen Versorgung tberlegen sind. Dies betrifft vor
allem die Regeneration der Kuppenform, die Regeneration der Sensibilitat, die
praktisch narbenlose Abheilung der Defektzone sowie den Erhalt der Funktion
(Hoigne, Hug et al. 2014). Vermutlich beruht der Grof3teil der beschriebenen positiven
Effekte auf dem feuchten Wundmilieu unter dem OV (Alvarez, Mertz et al. 1983). Zur
Therapie von Wunden mit OV wurden bereits eine Vielzahl von Studien publiziert
(Mennen and Wiese 1993) (Vogt, Andree et al. 1995). Fingerkuppendefekte
regenerieren quasi vollstandig, was bei erwachsenen Menschen in dieser Form
einzigartig ist (Rinkevich, Lindau et al. 2011). Nach wie vor ist jedoch nicht klar, warum
Fingerkuppen ein so aullergewdhnliches Regenerationspotential aufweisen und
welche Rolle OV dabei spielen. Um sich dieser Fragestellung zu nahern, ist das
Verstandnis grundlegender physiologischer Ablaufe der Wund- und Narbenheilung

unverzichtbar.

4.1 Physiologie der Wundheilung

Die Haut ist das groRte Organ des menschlichen Korpers. Durch ihren Aufbau kann
sie chemischen, mechanischen und biologischen Reizen widerstehen (Evans, Oreffo
et al. 2013). Die beiden aulReren Schichten der Haut, die Epidermis und Dermis, sind
durch eine dinne Schicht voneinander getrennt, die als Basalmembran bezeichnet
wird (Evans, Oreffo et al. 2013). Im Falle einer Verletzung werden die auf3eren
Schichten der Haut durchbrochen, wodurch ihre Funktionen und die der darunter
liegenden Gewebe gestort werden (Katz, Alvarez et al. 1991). Zur Wiederherstellung

der Homoostase und der normalen physiologischen Gewebefunktion ist eine schnelle



und gezielte Defektregeneration entscheidend (Eming, Krieg et al. 2007). Die
Regeneration dient vor allem der Vermeidung von Infekten und der Begrenzung von

Flussigkeitsverlusten (Singer and Clark 1999).

Bereits bei der initialen Verletzung wird die Wundheilung durch eine Kaskade von
Reaktionen in Gang gesetzt, die man in drei bis vier Phasen einteilen kann (Singer
and Clark 1999) (siehe Abbildung 1).

Proliferation Remodeling

Stunde 1  Tag 1-3 2 Wochen bis zu 2 Jahre Zeit

Abbildung 1. Phasen der Wundheilung nach (Greaves, Ashcroft et al. 2013) und
(Clark 1985)

4.1.1 Hamostase

Direkt nach der Verletzung des Hautmantels und Durchtrennung von subkutanen
Blutgefallen kommt es zur Aggregation von Blutplattchen mit initialer Koagulation und
Ausschittung chemotaktischer Faktoren (Clark 1985). Dieses sich innerhalb der
ersten Stunde nach der Verletzung bildende Fibrinkoagulum (Greaves, Ashcroft et al.
2013) dient der schnellen Blutstillung und einem ersten provisorischen
Wundverschluss, um das Eindringen moglicher Pathogene zu verhindern (Evans,
Oreffo et al. 2013) (siehe Abbildung 1). Verantwortlich fur die Hamostase ist die
plasmatische Gerinnung, deren Endprodukt das quervernetzte Fibrin ist, sowie

Endothelzellen und Thrombozyten (Versteeg, Heemskerk et al. 2013).

4.1.2 Exsudative Phase oder Entziindungsphase

Die exsudative Phase oder Entzindungsphase folgt direkt auf die Hamostase und

dauert ca. zwei bis drei Tage (Clark 1985). Das initial im Rahmen der Hamostase
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gebildete Fibringefuge dient als Matrix fir chemotaktisch rekrutierte Zellen, die zu
Beginn v.a. aus neutrophilen Granulozyten bestehen (Gurtner, Werner et al. 2008).
Die Rekrutierung erfolgt primar durch die Plattchendegranulation, die Aktivierung von
Komplement und durch parakrine Effekte des verletzten, absterbenden Gewebes
(Grose and Werner 2004). Blutplattchen sezernieren Wachstumsfaktoren, wie den
platelet-derived growth factor (PDGF), der wiederum Makrophagen und Fibroblasten
(FB) aktiviert (Singer and Clark 1999). Die neutrophilen Granulozyten eliminieren
anschlieBend Bakterien, Fremdmaterial und nekrotisches Gewebe und werden von
Makrophagen phagozytiert (Singer and Clark 1999). Makrophagen entstehen durch
Differenzierung aus Monozyten, die durch Zytokine wie transforming growth factor
(TGF) B, monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) oder Bruchstlicke von
Matrixproteinen chemotaktisch angelockt ins Wundgebiet einwandern (Brown 1995).
Aktivierte Makrophagen sezernieren Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial
growth factor (VEGF) und PDGF, die die Bildung des Granulationsgewebes initiieren
(Brown 1995). Neben PDGF und VEGF werden weitere Wachstumsfaktoren durch
Thrombozyten und Makrophagen sezerniert; dazu zahlen TGF-p1, TGF-p2, TGF-3,
TGF-Ba, basic fibroblast growth factor (bF GF), insulin-like growth factor 1 (IGF-1) und
keratinocyte growth factor (KGF) (Singer and Clark 1999) (siehe Tabelle 1).

4.1.3 Proliferative Phase

Die proliferative Phase beginnt ab dem dritten Tag nach der Verletzung und dauert ca.
zwei Wochen. Die Hauptaufgabe in dieser Zeit ist die Bildung eines
Granulationsgewebes, das proliferierenden Zellen als Leitstruktur dient und den
Wundschluss beschleunigt (Clark 1985). Zu Beginn migrieren Keratinozyten tber die
offen liegende Dermis in die Wunde, wahrend Makrophagen und FB die Angiogenese
induzieren (Gurtner, Werner et al. 2008). In dieser Phase sind Makrophagen u.a. fur
die Sekretion von Wachstumsfaktoren zustandig, die die Angiogenese anregen und
die Matrixbildung vorantreiben. In das neu gebildete, die Wunde auskleidende
Granulationsgewebe wandern weitere FB, Makrophagen und Blutgefalie ein (Hunt and
Hopf 1997). Die Migration von FB wird durch bFGF, PDGF und TGF-§ gesteuert und
Uber Integrin-Rezeptoren vermittelt (Greiling and Clark 1997). Die provisorische
Fibrinmatrix wird schlieBlich durch Granulationsgewebe ersetzt, das initial aus FB,

Makrophagen und neu gebildeten Gefalden in einer lockeren Matrix aus Hyaluronsaure
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(Glukosaminoglykane), Fibronektin und Kollagen Typ III besteht (Greiling and Clark
1997) (Pierce, Mustoe et al. 1991). Dabei scheint TGF-f die Formation und den Erhalt
des Granulationsgewebes wesentlich zu steuern, indem es FB zur Produktion von
Kollagen Typ | animiert, die Synthese von Zelladhasionsproteine induziert sowie die
Wirkung von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) abschwacht (Schilling 1976) (Goldman
2004). Die hochsten Konzentrationen von TGF-f finden sich zwischen sieben und 14
Tagen nach der initialen Verletzung (Goldman 2004). Interferon-inducible protein 10
(IP-10) fungiert in diesem Kontext vermutlich als Gegenspieler von TGF-$ (Henry and
Garner 2003). IP-10 fuhrt zur Hemmung der durch epidermal growth factor (EGF)
induzierten FB-Motilitdt und zur Reduktion der FB-Rekrutierung (Henry and Garner
2003). Zusatzlich wirkt der zu Beginn der Wundheilung von Thrombozyten sezernierte
platelet factor 4 (PF-4) hemmend auf die FB-Proliferation (Henry and Garner 2003).

Am Ende der proliferativen Phase wandern FB, stimuliert durch Makrophagen, vom
Wundrand her in die Wunde ein und differenzieren zu Myofibroblasten (Opalenik and
Davidson 2005). In diesen Prozess ist ebenfalls der Wachstumsfaktor TGF-f involviert,
der die Wundkontraktion fordert, indem er die Differenzierung von FB zu
Myofibroblasten induziert (Yang, Lin et al. 1997). Der Wundverschluss wird durch die
Aktivitat von Mpyofibroblasten erleichtert, die durch eine aktive Kontraktion die
Wundrander naher aneinander heranflihren (Werner, Krieg et al. 2007). TGF-§ fordert
die Differenzierung von FB zu Myofibroblasten was die Kontraktilitat steigert und den
Wundschluss erleichtert (Grinnell 2003). Keratinozyten kénnen nun vom Wundrand
her einwandern und die Barrierefunktion der Haut durch Reepithelialisierung des

Restdefektes wiederherstellen (Werner and Grose 2003).
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Tabelle 1. Wachstumsfaktoren in der Wundheilung (Auswahl) nach (Singer and Clark
1999). aFGF - acidic fibroblast growth factor, bFGF — basic fibroblast growth factor,
KGF — keratinocyte growth factor, EGF — epidermal growth factor, FB — Fibroblasten,
TGF-a — transforming growth factor a, TGF-B1-33 — transforming growth factor p1-43,

TNF-a — tumor necrosis factor a, VEGF — vascular endothelial growth factor, PDGF —

platelet-derived growth factor, IGF-1 — insulin-like growth factor 1

Fibroblast aFGF, bFGF, | Endothelzellen, Angiogenese (aFGF, bFGF),
growth factor | KGF Makrophagen, Epithelialisierung, Kollagensynthese und
FB Wundkontraktion (bFGF), Epidermale
Migration und Proliferation (KGF)
Epidermal EGF, TGF-a Thrombozyten Stimulation der Proliferation und Migration
growth factor (EGF), von FB und Endothelzellen, Angiogenese
Epidermale (EGF)
Stammzellen und | Proliferation und  Migration  mehrerer
Makrophagen Zelllinien (TGF-a)
(TGF-a)
Transforming | TGF-p1, TGF- | Makrophagen, Chemotaxis von FB und Makrophagen, FB-
growth factor | 2, TGF-p3 Thrombozyten Proliferation und Kollagensynthese,
B Remodeling (TGF-1, TGF-2)
Narbenmodulierende Effekte, antagonisiert
TGF-B1 und TGF-p2 (TGF-33)
Sonstige TNF-a Neutrophile Expression multipler Wachstumsfaktoren
Granulozyten
VEGF Makrophagen, Erhdhung der vaskuldaren Permeabilitat,
Epidermale Angiogenese
Stammzellen
PDGF Makrophagen, Makrophagenaktivierung und -chemotaxis,
Thrombozyten, Proliferation und Chemotaxis von FB
Epidermale
Stammzellen
IGF-1 Epidermale Bildung von Granulationsgewebe,

Stammzellen, FB

Reepithelialisierung

4.1.4 Remodeling-Phase

Nach 14 Tagen beginnt die Remodeling-Phase, die mehr als ein Jahr andauern kann

(Gurtner, Werner et al. 2008). In dieser Phase wird das initiale Granulationsgewebe,

das hauptsachlich aus Fibronektin, Fibrin, Proteoglykanen, Glukosaminoglykanen

sowie Kollagen Typ Il besteht, in finales Narbengewebe umgebaut (Kurkinen, Vaheri
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et al. 1980). Die Struktur und Beschaffenheit dieser initialen Matrix ist zunachst noch
ungeordnet. Im Laufe der Zeit wird das Granulationsgewebe durch ein geordnetes
Netzwerk ersetzt, das vor allem aus Kollagen Typ | besteht (Ehrlich and Krummel
1996). Dabei sezernieren FB, Endothelzellen und Makrophagen Matrix-
Metalloproteinasen (MMP), die unter dem Einfluss von PDGF, TGF-B, EGF und
Interleukin 1 (IL-1) die temporare Matrix in eine stabile und organisierte, finale Matrix
umwandeln (Henry and Garner 2003) (Ehrlich and Krummel 1996). Das in den frihen
Phasen der Wundheilung dominierende Kollagen Typ III wird durch Kollagen Typ |
ersetzt, das in unverletzter Haut 80—90% des Gesamtkollagens ausmacht (Ehrlich and
Krummel 1996) (siehe Abbildung 2). Das initiale Kollagen der Wundregeneration ist
deutlich dinner und seine Fasern sind im Gegensatz zu unverletzten Hautarealen
parallel angeordnet. Kollagenfasern der Haut sind normalerweise wie ein Korbgeflecht
vernetzt. Ein solches Muster wird auch nach Regeneration der Verletzung an dieser
Stelle nicht mehr erreicht (Witte and Barbul 1997).

Durch die Kollagensynthese der FB und durch die Quervernetzungen der Fasern wird
die mechanische Widerstandsfahigkeit des Wundgewebes gestarkt. Seine
Reildfestigkeit betragt 70—-80% im Vergleich zur unverletzten Haut (Teller and White
2009). Das Endprodukt wird als Narbengewebe bezeichnet, das im Vergleich zu
unverletzter Haut in seiner Mikrostruktur signifikant verandert ist (Ferguson, Whitby et
al. 1996) (Gurtner, Werner et al. 2008) (Forrest 1983).

Inflammation Proliferation Remodeling

Kollagen |

Reil¥festigkeitder
Wunde

Tag 1-3 2 Wochen bis zu 2 Jahre Zeit

Abbildung 2. Umwandlung der Matrix im Zuge der Wundheilung nach (Witte and
Barbul 1997)
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4.1.5 Einfluss von mesenchymalen Stammzellen auf die Wundheilung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) kdnnen sich eigenstandig regenerieren und
zusatzlich in verschiedene Zelltypen, wie Adipozyten oder Chondrozyten,
differenzieren (Ding, Shyu et al. 2011). MSC werden aus Fettgewebe, Knochenmark
und der Nabelschnur gewonnen, wobei die Gewinnung aus Fettgewebe aufgrund der
geringen Invasivitat des Eingriffs und der hohen Zellausbeute praferiert wird (Hassan,
Greiser et al. 2014).

MSC sind wichtige Modulatoren der Wundheilung und fir die Regulation der
Granulationsphase und die Steuerung des Remodelings verantwortlich (Maxson,
Lopez et al. 2012). In der Entzindungsphase erhhen MSC die Konzentration anti-
inflammatorischer Zytokine, wie IL-4 und IL-10, und hemmen die Aktivitat
entzindungsfordernder Wachstumsfaktoren, wie Interferon-y und tumor necrosis
factor a (TNF-a) (Aggarwal and Pittenger 2005). Damit begrenzen MSC die
inflammatorische Phase zeitlich. Eine verlangerte inflammatorische Phase trifft man in
chronischen Wunden an, die sich durch eine hohe Anzahl an neutrophilen
Granulozyten im Wundgebiet auszeichnen (Diegelmann and Evans 2004). MSC
wirken primar in ihrer unmittelbaren Zellumgebung (parakrin) durch die Sekretion
anaboler Wachstumsfaktoren wie TGF-, KGF, VEGF, bFGF und EGF (Gnecchi,
Zhang et al. 2008). Speziell hohe Konzentrationen von VEGF und hepatocyte growth
factor (HGF) und eine vermehrte Synthese von TGF-33 bei gleichzeitiger Suppression
von TGF-B1 scheinen die Narbenbildung zu reduzieren (Shah, Foreman et al. 1995).
Damit modulieren MSC die Granulationsphase, induzieren die Angiogenese und
fordern die Zellmigration und -proliferation (Gnecchi, Zhang et al. 2008). In der
Proliferationsphase ist die Kollagensynthese von FB und spater deren Differenzierung
zu kontraktilen Myofibroblasten in hohem Ausmall von MSC abhangig (Maxson, Lopez
et al. 2012). Smith et al. zeigten, dass sich der Anteil an von dermalen FB sezerniertem
Kollagen Typ | durch parakrine Effekte von MSC erhdht, was einen schnelleren
Wundverschluss ermoglicht (Smith, Willis et al. 2010). Auch ein durch MSC
konditioniertes Medium 16st nahezu dieselben Effekte aus und fuhrt in vitro zur
Zellproliferation von Keratinozyten, Endothelzellen und FB (Smith, Willis et al. 2010).
Generell sind FB und MSC unverzichtbare Modulatoren der Wund- und Narbenheilung
mit spezifischen Wirkungen in jeder Phase des Wundheilungsprozesses (Maxson,
Lopez et al. 2012) (siehe Abbildung 3).
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Proliferation Remodeling

>
Tag 1-3 2 Wochen bis zu 2 Jahre Zeit
MSC -+ Regulation der * Produktion von VEGF, * Regulation der
Entziindung PDGF = Angiogenese Kollagendepostion:
TNF Supression * Rekrutierung von verminderte
IL-10, IL-4 Keratinozyten, Narbenbildung

Fibroblasten

FB * Migration durch «  Proliferation *  Apoptose unq Modifikation
Chemotaxis » Angiogenese Kollagenmatrix: 111 =» |
«  MMPs, Inhibitoren, Elastin

Narbenbildung

Abbildung 3. Wirkungen von MSC und FB in den Phasen der Wundheilung nach
(Maxson, Lopez et al. 2012). FB — Fibroblasten, IL-10/4 — Interleukin 10/4, MMPs —
Matrix-Metalloproteinasen, MSC — mesenchymale Stammzellen, PDGF — platelet-
derived growth factor, TNF — Tumor-Nekrose-Faktor, VEGF — vascular endothelial

growth factor

4.2 Fingerkuppenverletzungen

Verletzungen der Hand sind weit verbreitet und machen 25% aller berufsbedingten
Verletzungen aus (Chau, Gauchard et al. 2004). Betroffen sind haufig die
Fingerkuppen. Aufgrund der ausgepragten Sensibilitat der Fingerbeeren und der
wichtigen Greif- und Tastfunktion der Hand schranken Fingerkuppenverletzungen den
Alltag der Betroffenen stark ein (Ha, Chang et al. 2015). Eine moglichst vollstandige
Wiederherstellung der Fingerintegritat ist daher das vorrangige Ziel bei der Versorgung
dieser Verletzungen.

Fingerkuppenverletzungen kdnnen sowohl chirurgisch als auch konservativ versorgt
werden (Martin and Gonzalez del Pino 1998), wobei die Versorgung mittels OV in den
vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen hat (Damert and Altmann
2012).
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4.2.1 Anatomie der Fingerkuppe

Die in verschiedenen Publikationen festgelegten anatomischen Grenzen der
Fingerkuppen variieren. Allgemein werden jedoch drei Hauptbestandteile
unterschieden (de Alwis 2006) (siehe Abbildung 4):

e die Pulpa oder Fingerbeere

e der Nagel

e die Endphalanx des Fingers

Ansicht von dorsal Ansicht seitlich
Paronychium ___ 4 % —  Nagelplatte

Eponychium

Hyponychium Pulpa

/

Sterile Matrix

Endphalanx

Germinale Matrix

DIP Gelenk —

Abbildung 4. Anatomie der Fingerkuppe nach (de Alwis 2006) und (Peterson,
Peterson et al. 2014). DIP-Gelenk — distales Interphalangealgelenk

Die Pulpa besteht hauptsachlich aus dichtem Bindegewebe mit Fett, das von einer
dicken Epidermis bedeckt wird und durch Kollagenfasern am Periost der Endphalanx
des Fingers befestigt ist (Hauck, Camp et al. 2004). Am Oberflachenrelief der
epidermalen Pulpa zeigen sich papillare Furchen, die fir den individuellen
Fingerabdruck verantwortlich sind (Peterson, Peterson et al. 2014). Die Sensibilitat der
Fingerbeere wird durch Aste der beiden Digitalnerven vermittelt, die sich palmar der
jeweiligen Digitalarterie ulnar und radial an jedem Finger und dem Daumen befinden
(Peterson, Peterson et al. 2014). Zusatzlich verfugt diese Region Uber eine hohe
Dichte an sensorischen Rezeptoren, die Reize, wie Vibration, Kalte, Warme sowie

taktile Propriozeption und 2-Punkte-Diskrimination, vermitteln (Zook 1990) (Peterson,
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Peterson et al. 2014). Die bis zu 56% des Volumens der gesamten Fingerkuppe
umfassende Pulpa ist fur den Erhalt der Funktion und des Feingefuhls der Finger
wesentlich (Murai, Lau et al. 1997).

Der Nagel dient zum Schutz der dorsalen Fingerkuppe und unterstutzt die
Greiffunktion des Fingers (Tos, Titolo et al. 2012). Der Nagel wird in unterschiedliche
Anteile gegliedert (siehe Abbildung 4). Der als Nagelbett bezeichnete, proximale
Anteil des Nagels setzt sich aus der germinalen Matrix und der sterilen Matrix
zusammen (Peterson, Peterson et al. 2014). Die germinale Matrix produziert den
Nagel indem keratinisierte Plattenepithelzellen nach oben-distal geschoben werden
(Fleckman and Allan 2001) (Peterson, Peterson et al. 2014). Die sterile Matrix liegt
distal der germinalen Matrix und wird nicht vom Eponychium, dem proximalen
HautUberschuss zur Nagelplatte, Uberdeckt (Peterson, Peterson et al. 2014) (siehe
Abbildung 4. Die laterale Hautfalte und Begrenzung des Nagels wird als Paronychium
und die distale Falte als Hyponychium bezeichnet. Das normale Nagelwachstum
betragt durchschnittlich 0,1 mm pro Tag (Fleckman and Allan 2001).

Die Endphalanx bildet die dritte anatomische Hauptstruktur der Fingerkuppe. Der
Nagel liegt relativ nah am Knochen; dorsal fehlen die Subkutis und Dermis, was
speziell bei Verletzungen der Nagelmatrix mit nachfolgender Infektion das Risiko einer
Osteomyelitis erhoht (de Alwis 2006) (Peterson, Peterson et al. 2014).

Die Fingerkuppe wird hauptsachlich durch die beiden palmaren Digitalarterien
versorgt, die sich im Bereich des Endgelenkes in feine Aste verzweigen (Peterson,
Peterson et al. 2014). Jeweils ein Ast versorgt in der Regel die Fingerbeere, das

Nagelbett sowie die Matrix (Peterson, Peterson et al. 2014) (siehe Abbildung 5).
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Endphalanx

\Verzweigungen

Endaste der
Digitalarterien

Abbildung 5. Arterielle Durchblutung der Fingerkuppe, Ansicht von dorsal nach
(Peterson, Peterson et al. 2014)

4.2.2 Definition und Einteilung der Fingerkuppendefekte

Als Verletzung der Fingerkuppe werden allgemein alle Verletzungen distal der
Sehnenansatze von Beuge- und Strecksehen an der Endphalanx des Fingers ohne
Beteiligung des distalen Interphalangealgelenkes (DIP) bezeichnet (Fassler 1996).

Die Einteilung von Fingerkuppenverletzungen erfolgt entweder nach der
Amputationshohe (Allen 1980), dem Substanzverlust der Pulpa (Fassler 1996) oder
nach der Verletzungshohe der arteriovendsen Versorgung der Fingerkuppe (Tamai
1982) (siehe Abbildung 6-8). Zusatzlich definiert die PNB-Klassifikation das Ausmalf}
der Verletzung nach der Schwere und Beteiligung der Pulpa (P), des Nagels (N) und
des Knochens (B) anhand eines Zahlencodes (Evans and Bernardis 2000), der
allerdings im klinischen Alltag nicht zwingend hilfreich ist bzw. als zu komplex

erscheinen kann (Pinsolle, Salmi et al. 2007).
Allen unterteilt die Verletzung in Abhangigkeit von der Amputationshohe in vier

Schweregrade (Allen 1980) und geht in der Regel von einer queren Verletzung aus
(siehe Abbildung 6):
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e Allen Grad I: alleinige Verletzung der Pulpa des Fingers.

e Allen Grad Il: Verletzung der Pulpa mit Beteiligung des Nagelbettes ohne
Beteiligung der Endphalanx oder der germinalen Matrix.

e Allen Grad lll: Verletzung der Fingerkuppe mit Beteiligung der Endphalanx und
deutlicher Verletzung des Nagelbettes.

e Allen Grad IV: Verletzung proximal des Eponychiums mit ggf. Beteiligung von

Sehnenansatzen der Beuge- und / oder Strecksehne (Allen 1980)

Abbildung 6. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Allen (Allen 1980)

Fassler unterteilt Verletzungen anhand der Lage und der Strukturbeteiligung des
Substanzdefektes der Fingerkuppe (Fassler 1996) (siehe Abbildung 7):

e Fassler Typ A: palmare, schrage Verletzung der Pulpa ohne Nagel- oder
Knochenbeteiligung.
e Fassler Typ B: palmare, schrage Verletzung der Pulpa mit Nagel- und

Knochenbeteiligung.

e Fassler Typ C: quere Fingerkuppenamputation mit Nagel- und ggf.

Knochenbeteiligung.
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Fassler Typ D: dorsale, schrage Verletzung mit Beteiligung des Nagels, ggf. der

germinalen Nagelmatrix und des Knochens (Fassler 1996).

Abbildung 7. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Fassler (Fassler

1996)

Tamai teilt die Verletzungen in Abhangigkeit von der betroffenen arteriovendsen
Durchblutung ein (Tamai 1982) (siehe Abbildung 8):

Tamai Zone |: Amputation bis an die Nagelbasis heranreichend. Im Falle einer
mdoglichen Replantation wird empfohlen entweder eine der beiden
Digitalarterien oder die Arterie, die aus den beiden Digitalarterien gespeist wird,
zu anastomosieren (Tamai 1982) (Peterson, Peterson et al. 2014).

Tamai Zone II: Verletzung innerhalb der Nagelmatrix und des Endgelenkes
(DIP-Gelenk — distales Interphalangealgelenk). In dieser Verletzungshdhe
sollten beide Digitalarterien separat mit grof3er Sicherheit vorhanden sein.
Daher sollte eine getrennte Anastomosierung der verletzten Gefalle moglich
sein (Tamai 1982) (Peterson, Peterson et al. 2014).
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Abbildung 8. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Tamai (Tamai 1982).

In Rot — schematische Darstellung der arteriellen Durchblutung.

Ishikawas Klassifikation von Fingerkuppenverletzungen ahnelt der Klassifikation nach
Tamai. Das Ausmald der Verletzung hangt hier ebenfalls von der Hohe der
arteriovendsen Versorgung ab. Die Verletzungen werden jedoch in vier anstelle von

zwei Zonen unterteilt (Ishikawa, Ogawa et al. 1990).

4.2.3 Chirurgische Therapieoptionen bei Fingerkuppenverletzungen

Abhangig von der Defektgrofie, der Beteiligung von Knochen der Endphalanx sowie
der Klassifizierung der Verletzung gibt es verschiedene Maoglichkeiten der
chirurgischen Rekonstruktion von Fingerkuppenverletzungen (Lemmon, Janis et al.
2008) (Peterson, Peterson et al. 2014). Generell sind folgende chirurgische

Therapiemethoden maglich:

e Das composite grafting kann speziell bei Kindern und Jugendlichen angewandt
werden und beschreibt das Annahen der abgetrennten Kuppe ohne
mikrochirurgische Anastomosierung (Eberlin, Busa et al. 2015).

e Die Vollhaut- oder Spalthauttransplantation zur Defektdeckung eignet sich nur

bei geringer DefektgroRe und -tiefe ohne freiliegende Knochen oder Sehnen
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(Peterson, Peterson et al. 2014). Bei der Planung sollte bedacht werden, dass
Hauttransplantate zur Deckung von palmaren Defekten abhangig von der
Lokalisation der Entnahme oft keinen gleichwertigen Hautersatz darstellen
(Eryilmaz, Tellioglu et al. 2013). Die palmare, als Leistenhaut bezeichnete Haut
der Hand zeichnet sich durch eine starkere Epidermis und Dermis aus
(Eryilmaz, Tellioglu et al. 2013). Sie ist damit mechanisch stabiler, als
beispielsweise die Haut, die die Handrlcken und dorsalen Finger bedeckt, und
wird starker mit Nervenfasern versorgt (Eryilmaz, Tellioglu et al. 2013) (Cheema
and Ahmad 2012). Die palmare Haut ist zusatzlich durch die Grayson’schen
und Cleland’schen Hautbander fixiert und somit im Vergleich zur dorsalen Haut

kaum verschiebbar (Zwanenburg, Werker et al. 2014).

Die plastische Rekonstruktion mittels einer lokalen Lappenplastik wird in der
Literatur ausflhrlich beschrieben (Opalenik and Davidson 2005) (de Alwis
2006). Der zur Defektdeckung verwendete VY-Verschiebelappen nach Atasoy
stammt aus dem palmaren Fingerbereich und eignet sich gut fur Verletzungen
bis Klasse Il nach Allen (Atasoy, loakimidis et al. 1970) (Meyer-Marcotty, Kall
et al. 2007) (siehe Abbildung 9). Der bilaterale VY-Dehnungslappen nach
Kutler, entweder von radial oder von ulnar ins Defektgebiet geschwenkt, kann
ebenfalls Defekte bis Allen Klasse Il versorgen (Kutler 1947). Die Moberg-
Lappenplastik, die bevorzugt bei Endgliedverletzungen des Daumens zur
Anwendung kommt, verwendet ebenfalls einen palmaren Lappen zur
Defektdeckung (Moberg 1964) (siehe Abbildung 10).
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Distaler querer Palmarer Deckung
Fingerkuppen- VY-Lappen
defekt

Markierung —»
Schnittfliihrung

--------------------------- DIP Gelenk

Abbildung 9. VY-Dehnungslappenplastik nach Atasoy zur Deckung von distalen
Fingerkuppenverletzungen nach (Meyer-Marcotty, Kall et al. 2007).

DIP Gelenk — distales Interphalangealgelenk

Distaler Hebung Deckung
Daumenkuppen Moberg Ansicht
-defekt Lappen von
Ansicht von Ansichtvon palmar
lateral palmar

Markierung —»

Schnittfihrung

Schematisch

von lateral
-------------------------------- IP Gelenk
___________________________________________________ MCP Gelenk

Abbildung 10. Palmare Dehnungslappenplastik nach Moberg zur Deckung von
distalen Daumenkuppendefekten nach (Macht and Watson 1980).
IP-Gelenk — Interphalangealgelenk, MCP-Gelenk — Metakarpophalangealgelenk.
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o Grolere Defekte konnen die Anwendung einer loko-regionalen bzw.
Fernlappenplastik notwendig machen (Meyer-Marcotty, Kall et al. 2007). Der
Crossfinger-Lappen wird seit den 1950er Jahren erfolgreich zur Defektdeckung
palmarer und dorsaler Defekte (als Reversed-Crossfinger-Lappen) verwendet
(Curtis 1957) (Gurdin and Pangman 1950). Dabei wird ein adipofasziokutaner
Lappen des benachbarten Fingers in die Defektzone geschwenkt und der
Hebedefekt in der Regel mit einem Vollhauttransplantat gedeckt (Megerle,
Palm-Broking et al. 2008). Auch dorsale Metakarpale-Arterienlappen (DMCA),
die proximal-gestielt, distal-gestielt, aber auch erweitert distal-gestielt sein

kénnen, werden haufig verwendet (Gregory, Heitmann et al. 2007).

e Eine Replantation der Fingerkuppe ist mit einfacher oder zweifacher arterieller
oder gemeinsamer arterieller und vendser Anastomosierung moglich (Hattori,
Doi et al. 2007) (Zhang, Wen et al. 2008). Aufgrund der Kkleinen
GefalRdurchmesser an distalen Fingerendgliedern gilt die Replantation der
Fingerkuppe als herausfordernd. Oft sind keine brauchbaren Venen flr eine
mikrochirurgische Naht verfugbar (Foucher and Norris 1992) (Hattori, Doi et al.
2003).

Zusammengefasst existieren zahlreiche Operationsmethoden zur Behandlung von
Fingerkuppendefekten, die allerdings mit eingeschrankter Sensibilitdt, schmerzhaften
oder einschrankenden Narben sowie einem Langenverlust des Fingers einhergehen
konnen (Muhldorfer-Fodor, Hohendorff et al. 2013).

4.2.4 Okklusivverband bei Fingerkuppenverletzungen

Der OV wurde erstmalig 1965 als Alternative zur trockenen Wundbehandlung
beschrieben (Hinman and Maibach 1963). Der Einsatz von OV bei
Fingerkuppenverletzungen begann in den 1980er Jahren, als Soderberg et al.
adhasive Zink-Tape-Verbande (34 Patienten) mit chirurgischen Therapieoptionen (36
Patienten) verglichen (Soderberg, Nystrom et al. 1983). Konservativ behandelte
Patienten zeichneten sich durch eine bessere 2-Punkte-Diskrimination, eine
verbesserte Kuppenform sowie eine deutlich reduzierte Hypersensibilitat der Pulpa bei
einer geringeren Behandlungszeit im Vergleich zur chirurgisch behandelten Gruppe

aus (Soderberg, Nystrom et al. 1983). Mennen und Wiese berichteten Uber eine
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exzellente Abheilung von Fingerkuppendefekten bei 200 Patienten innerhalb von 20-
30 Tagen nach Anlage von OV (Mennen and Wiese 1993). Die nach Abschluss der
Behandlung erzielte 2-Punkte Diskrimination war mit durchschnittlich 2,5 mm als
normwertig zu bewerten (Mennen and Wiese 1993) (Seah, Wu et al. 2013). Quell et
al. beobachteten den Heilungsverlauf und auftretende Komplikationen bei
Fingerendgliedverletzungen, wobei 52 Finger mittels OV und 31 Finger mittels
Knochenkirzung und Stumpfbildung oder Débridement und Primarverschluss
behandelt wurden (Quell, Neubauer et al. 1998). Bei 22% aller chirurgisch behandelten
Fingerendgliedverletzungen kam es im postoperativen Verlauf zu Komplikationen.
Dazu zahlten dauerhafte Bewegungseinschrankungen, Wundheilungsstérungen,
chronische Osteitis oder Narbenneurome (Quell, Neubauer et al. 1998). Mit OV
behandelte Patienten zeigten dagegen bis auf geringe Hypergranulationen, die mit
einem Silbernitratatzstift abgetragen werden konnten, keine Komplikationen (Quell,
Neubauer et al. 1998). Die guten Ergebnisse wurden dem regenerativen Effekt des
durch die OV geschaffenen, feuchten Wundmilieus zugeschrieben (Mennen and
Wiese 1993) (Hinman and Maibach 1963). Vogt et al. untersuchten 1997
WundflUssigkeiten von Fingerkuppenverletzungen auf das Vorhandensein von
Zytokinen und konnten im Vergleich zu normalen Serumkonzentration erhéhte Werte
fur EGF, IL-1 und TGF-p2 nachweisen (Vogt, Wagner et al. 1997). Diese
Wachstumsfaktoren sind, wie oben beschrieben, fur anabole und regenerative
Wundheilungsprozesse essentiell und konnten fur die bessere Abheilung von

Fingerkuppen unter OV mitverantwortlich sein (Vogt, Wagner et al. 1997).

Zusatzlich zu der guten Regeneration von Sensibilitat und Funktion zeigen konservativ
behandelte Fingerkuppenverletzungen praktisch keine Narbenbildung und die flr den
individuellen Fingerabdruck typischen Hautleisten regenerieren nahezu vollstandig
(Hoigne, Hug et al. 2014). Die Regeneration umfasst bis zu 90% des initial verlorenen
Weichteilgewebes und die 2-Punkte-Diskrimination ist nach Abschluss der
Behandlung nahezu identisch mit der unverletzten Gegenseite (Hoigne, Hug et al.
2014). Eine solch ausgepragte Regenerationsfahigkeit ist bei bestimmten Fischen,
Mausen und Amphibien bekannt (Rinkevich, Lindau et al. 2011), beim Menschen aber
untypisch.

Zusammengefasst verlauft die Wundheilung an konservativ, mit OV behandelten

Fingerkuppen aufergewohnlich gut und fuhrt zu einer praktisch narbenlosen
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Regeneration der Hautfurchen sowie zu einer Wiederherstellung von Sensibilitat und

Funktion der betroffenen Finger (Mennen and Wiese 1993) (Hoigne, Hug et al. 2014).

4.3 Narben

Narben sind das Endprodukt der kutanen Wundheilung nach Abschluss der
Remodeling-Phase. Narbengewebe zeichnet sich durch eine verminderte
Reilfestigkeit, eine veranderte Geometrie und Struktur sowie dem Fehlen von
Hautanhangsgebilden wie Schweildrisen und Haarfollikeln aus (Ferguson, Whitby et
al. 1996) (Gurtner, Werner et al. 2008) (Cass, Bullard et al. 1997). Bei
Fingerkuppenverletzungen fehlen diese typischen Narben, vielmehr gehen sie mit
einer fast vollstandigen Regeneration des Substanzdefektes einher (Hoigne, Hug et
al. 2014). Zum Verstandnis der der Narbenbildung zugrundeliegenden Prozesse ist
die Analyse der ,Extremformen der Wundheilungen® — narbenlose Wundheilungen
beim Embryo und pathologische, UberschieRende Narbenbildung in Form der

hypertrophen Narbe oder des Keloids — hilfreich.

4.3.1 Narbenlose kutane Wundheilung beim Embryo

Zahlreiche Studien belegen, dass sich die kutane Wundheilung beim Embryo von der
adulten Wundheilung (siehe Kapitel 3.1) unterscheidet. Bei der embryonalen
Wundheilung werden andere Gene exprimiert, die Entzindungsphase verlauft
differenzierter und es gibt deutliche Unterschiede bei der Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix (Lo, Zimmermann et al. 2012). Obwohl nicht abschlielend
geklart werden konnte, warum manche Wunden in diesem Stadium ohne Narben
abheilen, durfte das Gestationsalter, die GrolRe der Wunde, eine spezielle
extrazellulare Matrix und/oder spezielle FB maligeblich daran beteiligt sein (Lo,
Zimmermann et al. 2012). Wunden beim menschlichen Embryo heilen erst ab der 24.
Gestationswoche unter Narbenbildung ab, in frUheren Stadien regeneriert das
Gewebe ohne Narbenbildung (Lorenz, Longaker et al. 1992). Grofle Wunden
verschlie®en sich jedoch nur in sehr frihen Stadien ohne Bildung von Narbengewebe
(Cass, Bullard et al. 1997). Interessant erscheint in diesem Zusammenhang, dass
Wunden am Diaphragma bzw. im gastrointestinalen Trakt (GIT) beim Embryo
unabhangig vom Gestationsalter ebenfalls Narben bilden (Longaker, Whitby et al.
1991) (Mast, Albanese et al. 1998).
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Die kutane extrazellulare Matrix beim frihen Embryo beinhaltet anders als die adulte
extrazellulare Matrix ein Glykoprotein (HASA — Hyaluronsaure stimulierendes
Aktivitatsprotein), das vermutlich fur eine starke Steigerung der Hyaluronsaure-Bildung
bei der kutanen embryonalen Wundheilung verantwortlich ist (Estes, Adzick et al.
1993) (Longaker, Whitby et al. 1990). Kennedy et al. fanden unterschiedliche
Aktivitaten der Hyaluronsaure-Synthase in adulten und fetalen dermalen FB. Sie
schlussfolgerten daraus eine reduzierte Zellantwort von FB auf inflammatorische
Zytokine (Kennedy, Diegelmann et al. 2000). Strukturelle Unterschiede der frihen
kutanen embryonalen Wundheilung im Vergleich zur adulten Wundheilung werden
zusatzlich an der netzartigen Anordnung von Kollagenfasern, wie man sie auch in
unverletzten Hautarealen findet, sowie an dem grof3eren Verhaltnis von Typ Il zu Typ
| Kollagen deutlich (Whitby and Ferguson 1991) (Longaker, Whitby et al. 1990).
Daruber hinaus kommt es bei der adulten kutanen Wundheilung zu einer vermehrten
Vernetzung von Kollagenfasern, die die Narbenbildung férdert und die Elastizitat der

Matrix reduziert (Lovvorn, Cheung et al. 1999).

Die schnelle Heilung embryonaler kutaner Wunden kénnte mit der hohen Dichte an
Zelloberflachenrezeptoren in fetalen FB und der daraus resultierenden gesteigerten
FB-Migration zusammenhangen (Colwell, Longaker et al. 2003). Longaker et al.
beschrieben in diesem Zusammenhang eine in der Wundheilung friihe Expression von
Matrixproteinen (Fibronektin, Tenascin), die fur die Zellmotilitat und fur die
Zellinteraktion von Bedeutung sind (Longaker, Whitby et al. 1990).

Zusatzlich zu den beschriebenen Besonderheiten der fetalen kutanen Wundheilung
konnten erhdhte Konzentrationen von Wachstumsfaktoren wie VEGF und TGF-3
sowie erniedrigte Serumkonzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. IL-6, IL-
8) nachgewiesen werden (Satish and Kathju 2010) (Hsu, Peled et al. 2001). Ferguson
et al. belegten, dass in embryonalen kutanen Wunden vermehrt TGF-3 und geringere
Mengen an TGF-1 und TGF-B2 sezerniert werden, was wiederum die Narbenbildung
hemmen konnte (Ferguson and O'Kane 2004). Die VEGF- und TGF-B3-Synthese
kénnte durch eine Stimulation des hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) angeregt werden,
da fetale Haut im Vergleich zu adulter Haut einen geringeren Sauerstoffpartialdruck
aufweist (Scheid, Wenger et al. 2002).
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4.3.2 Pathologische Narbenbildung

Hypertrophe Narben und Keloide werden als pathologische Narbenbildungen
klassifiziert. Beide zeichnen sich durch deutliche Erhebung sowie Symptome wie
Juckreiz und/oder ziehende bzw. brennende Schmerzen aus (Berman, Maderal et al.
2017). Hypertrophe Narben treten in der Regel innerhalb von vier bis acht Wochen
nach einer Verletzung oder Verbrennung einer tieferen Zone der Dermis auf und
beschranken sich auf das Areal der Verletzung (Slemp and Kirschner 2006). Dies
unterscheidet sie von Keloiden, die Uber die eigentliche Defektzone reichen und sich
erst Jahre spater, nach einer Bagatellverletzung, manifestieren (Berman, Maderal et
al. 2017).

Prinzipiell kdbnnen Stérungen in jeder Phase der Wundheilung zu pathologischen
Narben fuhren (Berman, Maderal et al. 2017). Analysen belegen, dass hypertrophe
Narben aus einem Ungleichgewicht im Reparaturprozess zwischen Auf- und Abbau
der extrazellularen Matrix zugunsten einer UberschieRenden Matrix resultieren
(Ghahary, Shen et al. 1996). Andere Studien brachten eine stark gesteigerte FB-
Aktivitat mit der Entstehung von hypertrophen Narben in Verbindung (Brown and Bayat
2009). Als weitere Ursache fur die Entstehung pathologischer Narben kommt eine
prolongierte, chronische Entzindungsreaktion mit einer Dysregulation der Zytokine IL-
6, IL-8 und IL-10 in Frage (Berman, Maderal et al. 2017). IL-6 und IL-8 sind pro-
inflammatorische Zytokine, wahrend IL-10 als narbenprotektiv gilt und in hypertrophen
Narben in verminderter Konzentration nachgewiesen wurde (van den Broek, van der
Veer et al. 2015). Zusatzlich besteht ein Ungleichgewicht bei den Wachstumsfaktoren
der TGF-B-Familie, mit gesteigerter Expression von TGF-f1 und TGF-B2 sowie
reduzierter TGF-f3-Synthese (Shah, Foreman et al. 1994).

Keloide und hypertrophe Narben zeigen deutliche strukturelle Unterschiede (Ehrlich,
Desmouliere et al. 1994). Wahrend die Kollagenfasern in Keloiden in dicken Fasern
gebundelt vorkommen, liegen sie in hypertrophen Narben einzeln im Gewebe verstreut
(Ehrlich, Desmouliere et al. 1994). Im Vergleich zu gesunder Haut zeichnen sich beide
pathologische Narbentypen durch eine um ein Vielfaches gesteigerte
Kollagenproduktion aus (Friedman, Boyd et al. 1993). Zusatzlich findet sich ein
gesteigertes Verhaltnis von Typ | zu Typ Il Kollagen (Naitoh, Hosokawa et al. 2001)
(Friedman, Boyd et al. 1993).

29



4.4 Feuchte Wundbehandlung

Allgemein dienen Wundbehandlungen dazu, die Wunde sauber zu halten und sie vor
Keimbesiedelungen und Infektionen zu schitzen (Chaby, Senet et al. 2007) (Birdsell,
Hein et al. 1979). Zusatzlich sollte die Behandlung einen mdglichst schmerzfreien
Verbandswechsel und eine gute Kosteneffektivitat sicherstellen (Chaby, Senet et al.
2007) (Birdsell, Hein et al. 1979). Zur Behandlung von Wunden existieren multiple
Verbandsregimes. Prinzipiell unterschieden werden Verbande mit einem
regelmaRigen Wechsel von WundflUssigkeit aufsaugenden Kompressen (trockene
Wundbehandlung) und Spezialauflagen mit okklusiven bzw. semi-okklusiven

Eigenschaften (Kilinc, Sensoz et al. 2001) (Uraloglu, Livaoglu et al. 2014).

1962 publizierte Winter erstmals eine erhdhte epidermale Proliferationsrate bei einer
Wundbehandlung mit OV im Tiermodell (Winter 1962). Er vermutete, dass die die
Dermis bedeckende Wundflussigkeit fur die beobachtete gesteigerte Migration der
sich neu bildenden Epidermis verantwortlich ist (Winter and Scales 1963). Seit dieser
Entdeckung wurde die feuchte Wundheilung mittels (semi)-okklusiver Verbande in
vielen Studien am Tier und am Menschen untersucht (Hinman and Maibach 1963)
(Madden, Nolan et al. 1989) (Alvarez, Mertz et al. 1983) (siehe Tabelle 2). Vogt
beschrieb eine generelle Verbesserung der Wundheilung durch Okklusion sowie eine
deutliche Verringerung der Zahl der auftretenden Wundnekrosen (Vogt, Andree et al.
1995). Auch Beam beobachtete eine geringere Anzahl an Infektionen sowie eine
raschere Abheilung der Wunden (Beam 2007). Im feuchten Wundmilieu wurde eine
Stimulation der FB, eine Induktion der Angiogenese sowie eine erhdhte Zytokin-

Expression nachgewiesen (Madden, Nolan et al. 1989) (Katz, Alvarez et al. 1991).

Okklusive Therapien besitzen einen narben-modulierenden Effekt, der wahrscheinlich
auf eine kurzere Entzindungs- und Proliferationsphase zurtckzufuhren ist (Dyson,
Young et al. 1988). Versuche am Tiermodell belegen, dass semi-OV im Vergleich zu
trockenen Verbandregimes zu einer Abnahme der Kollagensynthese und damit zu
einer Reduktion von Granulationsgewebe fihren (Ksander, Pratt et al. 1990). Okklusiv
behandelte Wunden bilden geringere Mengen an fibrésem Bindegewebe mit Infiltration
von Granulozyten und Monozyten, wodurch inflammatorische und proliferative Reize
abgeschwacht werden (Ksander, Pratt et al. 1990). Dies kdnnte zu einer deutlich

verbesserten Narbenqualitdt und Funktionalitat der abgeheilten Wundbereiche
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beitragen (Atiyeh, Amm et al. 2003) (O'Shaughnessy, De La Garza et al. 2009).
O’Shaughnessy et al. fanden bei Verwendung von OV im Tiermodell eine deutliche
Abnahme der hypertrophen Narbenbildung durch die Wiederherstellung der
Homadostase (O'Shaughnessy, De La Garza et al. 2009). Sie schlussfolgerten, dass in
mit OV versorgten Wunden der epidermale Flussigkeitsverlust verhindert,
inflammatorische Reize gemildert und damit ein entzindungshemmender und

narbenprotektiver Effekt erzielt wird (O'Shaughnessy, De La Garza et al. 2009).

Trotz umfangreicher klinischer Erfahrungen mit OV sind die zellbiologischen Ablaufe

nach wie vor nicht ausreichend erforscht (O'Shaughnessy, De La Garza et al. 2009).

Tabelle 2. Zusammenfassung der Effekte einer feuchten Wundbehandlung (Auswahl)

Gesteigerte epidermale Proliferation

(Winter 1962)

Reduktion von insbesondere

Wundnekrosen

Komplikationen

(Vogt, Andree et al. 1995)
(Beam 2007)

Stimulation von Fibroblasten, Induktion von
Angiogenese und gesteigerte Zytokin-Expression

(Katz, Alvarez et al. 1991)
(Madden, Nolan et al. 1989)

Anti-inflammatorische Wirkung mit Verkurzung der
Entzindungs- und Proliferationsphase

(Dyson, Young et al. 1988)
(Ksander, Pratt et al. 1990)

Reduktion der Kollagensynthese und verringerte
Bildung von Granulationsgewebe

(Ksander, Pratt et al. 1990)

Verbesserung der Narbenqualitat

(Atiyeh, Amm et al. 2003)

Geringere Ausbildung von hypertrophen Narben
und Reduktion von pro-inflammatorischen Zellen
wie Makrophagen

(O'Shaughnessy, De La
Garza et al. 2009)
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4.5 Hypothese und Ziele der Studie

Die Effekte von OV auf die Wund- und Narbenheilung wurden bereits haufig
thematisiert. Jedoch konnte bisher nicht geklart werden, warum es gerade bei
Fingerkuppenverletzungen zu einer nahezu vollstandigen Heilung des initialen
Substanzdefektes kommt (Hoigne, Hug et al. 2014) (Vogt, Andree et al. 1995). Vogt et
al. fanden erhdhte Konzentrationen von EGF, bFGF, IL-1 und TGF-B2 in okklusiv
verbundenen Wunden (Vogt, Wagner et al. 1997). Auch Grayson et al. zeigten eine
erhodhte Expression von IL-1, bFGF, EGF und TNF-a in Wundflussigkeiten von okklusiv
verbundenen Spalthautentnahmestellen (Grayson, Hansbrough et al. 1993). Diese
Zytokine wirken in der Entzindungs- und Proliferationsphase der Wundheilung und
beeinflussen das Verhalten von FB und damit die Bildung von Granulationsgewebe
entscheidend mit (Grayson, Hansbrough et al. 1993). Weitere Studien konnten einen
direkten Einfluss der WundflUssigkeit auf das Verhalten von FB und MSC nachweisen
(Pricolo, Caldwell et al. 1990) (Kindzierski 2012)

Aufgrund dieser Befunde scheint es wahrscheinlich, dass die Wundflissigkeit unter
den OV von Fingerkuppenverletzungen wesentlich an den herausragenden
Ergebnissen bei der Wund- und Narbenheilung dieser Verletzungen beteiligt ist
(Mennen and Wiese 1993).

Ziel dieser Studie ist es daher, den Einfluss der Wundflissigkeit unter Folienverbanden

auf die Migration und Proliferation von MSC und FB zu untersuchen. Zusatzlich soll

das Blutserum der Patienten auf dieselben Parameter als Kontrolle evaluiert werden.
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5 Material und Methoden

5.1 Studiendesign und Zulassung

Die Studie wurde nach Prufung durch die zustandige Ethikkommission der
Technischen Universitat Minchen mit der Projektnummer 527/15 zugelassen. Im
Rahmen der Studie wurden insgesamt 22 Fingerkuppenverletzungen bis Allen Grad
[I-111 (siehe Abbildung 6) sowie funf Spalthautentnahmestellen am linken oder rechten
ventro-medialen bis ventro-lateralen Oberschenkel der Patienten mit OV (Fa. Smith &
Nephew [V3000, Deutschland) behandelt. Am flnften Tag nach Anlage des
Verbandes wurde die Wundflussigkeit beim Verbandswechsel gewonnen (siehe

unten). Zusatzlich erfolgte an diesem Tag eine Blutserumabnahme als Kontrolle.

5.2 Erstversorgung von Fingerkuppenverletzungen

Patienten mit Fingerkuppenverletzungen bis Allen Grad II-lll, die sich Uber die
chirurgische Notaufnahme des Klinikums rechts der Isar, direkt Uber die Poliklinik der
Plastischen Chirurgie und Handchirurgie am Klinikum rechts der Isar oder Uber die
chirurgische Notaufnahme der Klinik fur Handchirurgie, Plastische Chirurgie und
Asthetische Chirurgie am Campus Innenstadt des Klinikums der Ludwig-Maximilian-
Universitat vorstellten, wurden in die Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien
waren ein Diabetes mellitus oder ein Alter von weniger als 18 Jahre. Vor dem
Studieneintritt wurden alle Patienten mundlich und schriftlich aufgeklart und gaben ihr
Einverstandnis zur Probensammlung, zur Blutabnahme inklusive einer
laborchemischen Analyse des Materials und zur Publikation der Daten in
anonymisierter Form.

Im Rahmen der Erstversorgung wurde die Wunde desinfiziert. Falls erforderlich wurde
abgestorbenes Gewebe in Lokalanasthesie débridiert. Bei Verletzungen der Allen
Klasse Il wurde in den meisten Fallen eine Rontgenaufnahme zum Ausschluss einer
Beteiligung des DIP-(distales Interphalangeal)-Gelenkes durchgeflhrt. Bei frei
liegendem Knochen der Endphalanx wurde dieser sparsam auf Wundniveau
zuruckgekurzt, entsprechend der Empfehlung von Hoigne et al. (Hoigne, Hug et al.
2014). Anschliel3end wurde der OV unter Belassung eines Reservoirs angelegt (siehe
Abbildung 11-12) (Muhldorfer-Fodor, Hohendorff et al. 2013). Zum Schutz des
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Verbandes vor mechanischen Reizen wurde zuletzt ein Schutzverband fir die ersten

Tage angelegt (siehe Abbildung 13).

Abbildung 11. Anlage des Okklusivverbandes bei Fingerkuppenverletzungen unter

Belassung eines Reservoirs fur die Wundflissigkeit (in Rot)

Abbildung 12. Versorgung einer akuten Fingerkuppenverletzung am kleinen Finger
links mit einem Okklusivverband. Links: frische Verletzung, rechts: Ansicht von ulnar

mit angelegtem Okklusivverband
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Abbildung 13. Schutzverband Uber dem angelegten Okklusivverband bei frischen

Fingerkuppenverletzungen

Die Patienten erhielten nach der Versorgung der Verletzung bei Bedarf eine orale
Schmerzmedikation und wurden am Folgetag zur Kontrolle in die aufnehmende
Poliklinik einbestellt. Bei der Verbandskontrolle konnten undichte Verbande bei Bedarf

nochmals abgeklebt werden, ohne den eigentlichen Verband abzunehmen.

5.3 Behandlung von Spalthautentnahmestellen

Als Kontrolle wurden Wundflussigkeitsproben von Spalthautentnahmestellen
verwendet. Auch hier wurden nur Patienten eingeschlossen, die nicht an Diabetes
mellitus erkrankt und Uber 18 Jahre alt waren. Die Proben wurden an Entnahmestellen
des ventro-medialen oder ventro-lateralen Oberschenkels links oder rechts gewonnen.
Die Spalthautentnahmestellen wurden unter Einhaltung des Standards der Klinik

intraoperativ mit OV versorgt (sieche Abbildung 14).
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Abbildung 14. Anlage des Okklusivverbandes auf Spalthautentnahmestellen. In Rot

— Flache unter der Folie, wo sich Wundsekret sammelt.

5.4 Wundflussigkeitsgewinnung

Am funften Tag nach Anlage des OV wurde die Wundflissigkeit unter der Folie
gewonnen. Bereits Kisch et al. konnten nachweisen, dass es durch die
Flussigkeitsabnahme bei okklusiv verbundenen Fingerkuppenverletzungen zu keiner
Beeintrachtigung der Wundheilung kommt (Kisch, Klemens et al. 2015). Zur
Gewinnung der Wundflissigkeit von okklusiv verbundenen Fingerkuppen sowie an
Spalthautentnahmestellen wurde die Folie mit einer dinnen Kanule von aul3en
durchstochen, ohne dabei die Wunde oder die Haut zu verletzen (Sterican® Grolke
18, G 26x1, Durchmesser 0,45 x 25 mm, Fa. B. Braun, Deutschland). Die FlUssigkeit
wurde mittels einer der Kanule aufgesetzten 5-10 ml Spritze (Injekt®, Fa. B. Braun,

Deutschland) abgenommen.
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5.5 Kryopraservation der Proben

Die gewonnenen FlUssigkeitsproben wurden bis zur weiteren laborchemischen
Analyse mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS — phosphate buffered saline) (Fa.
GE Healthcare Life Sciences, Deutschland) verdinnt und anschlieBend fur funf
Minuten bei 350 G zentrifugiert (Zentrifuge S415R, Fa. Eppendorf, Deutschland) um
Zellfragmente zu entfernen. Die Kryokonservierung erfolgte anschlieend bei -20°C im

Kuhlschrank (Fa. Thermo Scientific, Deutschland).

5.6 Gewinnung mesenchymaler Stammzellen aus humanem Fettgewebe

MSC lassen sich gut aus humanem Fettgewebe isolieren (Schneider, Unger et al.
2017). Fur die vorliegende Studie wurde Fett von Patienten gewonnen, die asthetische
Eingriffe, Abdominoplastiken oder Liposuktionen in der Klinik fur Plastische Chirurgie
und Handchirurgie am Klinikum rechts der Isar durchfuhren lieRen. Die Patienten
wurden schriftich und mundlich aufgeklart und gaben ihr Einverstandnis fir die
Verwendung des Fettes.

Zur Isolation der MSC wurde das Fettgewebe aus Abdominoplastiken in PBS gespult
und in kleine Stucke geschnitten. Das Liposuktionsmaterial konnte direkt verwendet
werden. Die Gewebefragmente wurden in Kollagenase-A Lésung (Fa. Roche) 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von Medium -
minimal essential medium alpha (MEM-alpha) (Fa. Biochrom, Deutschland) - mit 10%
FCS (fetal calf serum) abgestoppt und die Kollagenase durch Zentrifugation bei 450 G
entfernt. Nach Resuspendierung des Pellets mit 5 ml PBS wurden grdbere
Bestandteile durch Filtration mit einem Zellsieb (Porengréf’e 100 um) abgetrennt.
Nach zwei weiteren Zentrifugationsschritten wurden die Zellen in Kulturmedium MEM-
alpha mit 10% FCS resuspendiert und in Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Beim
Mediumwechsel am folgenden Tag wurden die letzten Zellfragmente entfernt
(Schneider, Unger et al. 2017) (Kindzierski 2012).
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5.7 Zellkultur

Zur Analyse der FB-Aktivitat wurden humane HS27-FB (American Type Culture
Collection — ATCC, Fa. LGC Standards, Deutschland) in Dulbecco's modified eagle's
medium (DMEM) (Fa. Biochrom, Deutschland) mit 10% FCS kultiviert. Die aus
Fettgewebe isolierten MSC (siehe oben) wurden in MEM-alpha mit 10% FCS kultiviert.

5.8 Zellmetabolismus-Assay (Alamarblue)

Zur Bestimmung der Zellproliferation an einem definierten Endpunkt wurde der
Alamarblue-Assay eingesetzt, der die metabolische Aktivitat von Zellen erfasst und
somit eine indirekte Messung der Zellproliferation erlaubt (Voytik-Harbin, Brightman et
al. 1998) (Rampersad 2012).

Zur Vorbereitung wurden HS27-FB (4000 Zellen pro Vertiefung) und MSC (8000 Zellen
pro Vertiefung) in Kulturmedium in Mikrotiterplatten ausgesat. Durch die
unterschiedlichen Ausgangszellzahlen wurden die unterschiedlichen Proliferations-
raten der beiden Zelltypen berlcksichtigt. Nach 24 Stunden, in der die Zellen an den
Platten anhaften konnten, wurde das Nahrmedium gegen frisches Nahrmedium, dass
die Probe (Blutserum oder Wundflussigkeit) in einer Konzentration von 10% enthielt,
ausgetauscht. Der Alamarblue-Assay (Fa. Sigma-Aldrich, Deutschland) wurde nach
Inkubation der Zellen fir 72 Stunden bei 37°C und 5% CO2 entsprechend den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt (siehe Abbildung 15). Dazu wurde die
Alamarblue-Flussigkeit mit dem Farbstoff Resazurin zu den Mikrotiterplatten
hinzugegeben und diese fur weitere 30 Minuten inkubiert (Rampersad 2012).
AnschlieRend erfolgte die Messung des emittierenden Fluoreszenzfarbstoffes bei
einer Anregungswellenlange von 530 nm und einer Emissionswellenlange von
600 nm. Der Indikator des Assays, Resazurin, wird durch die metabolische Zellaktivitat
reduziert und verandert dabei seine Farbe von nicht-fluoreszierendem Blau in
fluoreszierendes Rosa (Page, Page et al. 1993). Die emittierte Strahlung kann

gemessen und als MaR fur die Zellproliferation verwendet werden (Rampersad 2012).
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Hinzuflgen Inkubation
des Farbstoffes bei 37° C Messung der Fluoreszenz

Abbildung 15. Schematische Darstellung des Alamarblue-Assays. AB — Alamarblue
Flussigkeit.

5.9 Impedanz-Proliferationsassay (xCELLigence)

Zur Messung der kontinuierlichen Zellproliferation von HS27-FB und MSC wurde der
xCELLigence-DP-Analyser (Fa. OLS® Omni Life Sciences, Deutschland) eingesetzt.
Die xCELLigence-Technologie erlaubt eine kontinuierliche nicht-invasive Analyse der
Zellaktivitat und Proliferation, basierend auf der Messung elektrischer Impedanz (Ke,
Wang et al. 2011). Dazu wurden HS27-FB (4000 Zellen pro Vertiefung) und MSC
(4000 Zellen pro Vertiefung) in Mikrotiterplatten (E-Plates) in Kulturmedium ausgesat
und fur 40 Stunden inkubiert. Diese speziellen, mit Goldelektroden bestickte Platten
(E-Plates) sind mit einem Computer verbunden, der die Impedanz kontinuierlich misst
(Longaker, Whitby et al. 1990).

Die Probe (Blutserum oder Wundflissigkeit) wurde in einer Verdiinnung von 1:10 in
Kulturmedium angesetzt, und anschlieBend Medien im Verhaltnis 1:1 in die
Mikrotiterplatte gegeben. Damit lag die finale Probenkonzentration bei 5%. Mit der
kontinuierlichen Messung der Impedanz, ausgegeben als Zellindex, wurde 30 Minuten
nach Einsaat der Zellen begonnen und bis zu 100 Stunden alle 15 Minuten
weitergefuhrt. Der Zellindex gibt Aufschluss Uber die quantitative Veranderung der

Zellzahl pro Zeiteinheit.
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5.10 Impedanz-Migrationsassay (xCELLigence)

Die Zellmigration von HS27-FB und MSC wurde mit dem xCELLigence-DP Analyser
(OLS® Omni Life Sciences) unter Verwendung von CIM-Platten analysiert (Dowling,
Herranz Ors et al. 2014). Die CIM-Platten besitzen auf der Unterseite eine pordse
Membran, die mit Goldelektroden beschichtet ist. Dadurch trennen die CIM-Platten die
Mikrotiterplatten, die das Nahrmedium mit Proben und Zellen enthalten, in ein unteres
und ein oberes Kompartiment. Die Zellmigration kann bei Durchtritt der Zellen durch

die porése Membran Uber die Messung der Impedanz ausgewertet werden.

Fur die Versuche wurden HS27-FB oder MSC (jeweils 4000 Zellen pro Vertiefung) in
Kulturmedien eingesat in die obere Kammer der CIM-Platte gegeben. Nach 30 Minuten
wurde 5% WundfllUssigkeit oder Blutserum in Standardmedium in die untere Kammer
eingesetzt. Die Messung der Impedanz erfolgte an der Unterseite der Membran. Damit
konnte eine Zellmigration, ausgeldst durch chemotaktische Faktoren in der
Wundflussigkeit oder im Blutserum, von der oberen Kammer zur unteren Kammer
durch die pordse Membran detektiert werden. Die Zellmigration wurde als Zellindex

alle 15 Minuten Uber 25 Stunden gemessen.

5.11 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (@ + SEM)
angegeben. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels T-Test und

gepaartem T-Test. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet.

40



6 Resultate

6.1 Wundflussigkeits- und Blutserumproben

Bei vier von 22 Fingerkuppenverletzungen (Minimum 60 ul, Median 91 pl, Maximum
120 pl) und vier von funf Spalthautentnahmestellen (Minimum 3800 ul, Median 2700
pI, Maximum 11200 pl) konnte ausreichend Wundflussigkeit fir die laborchemischen
Analysen gewonnen werden. Die restlichen Proben enthielten keine oder nur geringe
Wundsekretmengen, was bei einem Grol3teil der Falle auf eine dul3ere Beschadigung
des Folienverbandes oder einen anderweitig undicht gewordenen Verband
zuruckzufuhren war. Zusatzlich wurde Blutserum von allen Patienten als Kontrolle

abgenommen (Minimum 800 pl, Median 2000 ul, Maximum 2500 ul).

6.2 Einfluss von Wundsekreten und Blutsera auf die Migration von MSC

Bei der Messung der MSC-Migration mittels des Impedanz-Migrationsassays
xCELLigence-Systems  konnten  signifikante  Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen beobachtet werden. Die Gruppen wurden jeweils als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwertes dargestellt und miteinander verglichen. Dabei wurden
wie nachfolgend beschrieben einerseits Mittelwerte der Fingerkuppensekrete bzw.
Spalthautsekrete mit Mittelwerte der Serakontrollen verglichen, aber auch die
Mittelwerte aller Wundflussigkeiten kombiniert mit den Mittelwerten aller Blutsera
verglichen.

Unter dem Einfluss von Wundsekreten aus Fingerkuppenverletzungen waren nach
vier- (p=0,046), funf- (p=0,032) und sechsstindiger Inkubation (p=0,048) signifikant
mehr Zellen migriert als nach Inkubation mit dem Blutserum derselben Patienten
(siehe Abbildung 16).

Dieser Effekt kehrte sich nach neunstindiger Inkubation um. Ab einer elfstindigen
Inkubation (p=0,047) war die Migration unter dem Einfluss der Wundflussigkeit von
okklusiv behandelten Fingerkuppenverletzungen signifikant geringer als unter dem
Einfluss der Blutsera. Dieser Unterschied blieb bis zum Ende der Analyse bei 15
Stunden (p=0,014) signifikant. Erganzend sind hier die p-Werte der restlichen
Vergleiche aufgefuhrt: 12 Stunden (p=0,032), 13 Stunden (p=0,023), 14 Stunden
(p=0,016) (siehe Abbildung 16).
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Die Migrationsexperimente zum Einfluss der Wundflissigkeit bei okklusiv behandelten
Spalthautentnahmestellen auf die Migration von MSC ergab ein dhnliches Bild. In den
ersten Stunden wurde ein starker Trend im Sinne einer gesteigerten MSC-Migration
im Vergleich zur Inkubation mit den Patientensera beobachtet, der jedoch nicht
signifikant war (4 Stunden — p=0,074), 5 Stunden — p=0,086, 6 Stunden — p=0,176).
Auch bei diesen Versuchen kam es nach neun Stunden zu einer Umkehrung des
Effekts. Ab einer neunstindigen Inkubation (p=0,049) bis zum Analysenende (15
Stunden — p=0,014) war der Effekt der Patientensera auf die MSC-Migration signifikant
starker als der der Wundsekrete. Erganzend sind hier die restlichen signifikanten
Unterschiede aufgefuhrt: 10 Stunden (p=0,016), 11 Stunden (p=0,011), 12 Stunden
(p=0,024), 13 Stunden (p=0,019) 14 Stunden (p=0,016) (siehe Abbildung 16).

Der Vergleich der MSC-Migration unter dem Einfluss der Wundflissigkeiten und
Blutsera beider Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahmestellen)
zeigte eine signifikante erhéhte Migration nach drei Stunden (p=0,023), vier Stunden
(0,006), funf Stunden (0,005) wund sechs Stunden (p=0,017) fur die
WundflUssigkeitsgruppe. Die grofite Unterschied der MSC-Migration war nach einer
vierstindigen (p=0,06) Inkubation zu beobachten (sieche Abbildung 16). Eine
Umkehrung des beobachteten Effektes wurde ab einer neunstindigen (p=0,034)
Inkubation sichtbar und blieb kontinuierlich bis zum Ende der Analyse nach 15 Stunden
(p=0,0002) bestehen. In diesem Zeitraum war der Effekt der Blutsera auf die MSC-
Migration signifikant groRer. Erganzend sind hier die restlichen signifikanten p-Werte
angefuhrt: nach 10 Stunden (p=0,005), nach 11 Stunden (p=0,002), nach 12 Stunden
(p=0,001), nach 13 Stunden (p=0,0007), nach 14 Stunden (p=0,0004) (siehe
Abbildung 16).
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Abbildung 16. Zeitverlauf der Zellmigration mesenchymaler Stammzellen (MSC)
unter dem Einfluss von Wundflussigkeiten (WF) und Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera.

+ p<0,05 G Spalthaut-WF vs. @ Spalthaut-Sera.

# p<0,01, Q p<0,05 @ WF vs. & Sera

6.3 Einfluss von Wundsekreten und Blutsera auf die Migration von HS27-

Fibroblasten

Unter dem Einfluss der WundflUssigkeit okklusiv behandelter Fingerkuppen-
verletzungen migrierten nach einer funf- (p=0,041), sechs- (p=0,043) und
siebenstindigen (p=0,049) Inkubation signifikant mehr Zellen als unter dem der
korrespondierenden Blutsera (siehe Abbildung 17). Die Migration erreichte unter dem
Einfluss von Wundserum nach zehn Stunden ihr Maximum. Danach kam es zu einer
Abnahme der HS27-FB-Migration, so dass keine signifikanten Unterschiede mehr zu

dem Effekt unter den korrespondierenden Blutsera bestanden (siehe Abbildung 17).
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HS27-FB unter dem Einfluss von Wundflussigkeit okklusiv behandelter
Spalthautentnahmestellen zeigten eine ahnliche Migrationskurve. Der Unterschied zu
dem Effekt der korrespondierenden Blutsera war jedoch statistisch nicht signifikant.
Die p-Werte der verschiedenen Zeitpunkte sind: nach 5 Stunden (p=0,633), nach 6
Stunden (p=0,581), nach 7 Stunden (p=0,532) (siehe Abbildung 17). Auch hier lag
des Maximum der Migration bei einer zehnstlndigen Inkubation mit Wundsekret (siehe
Abbildung 17).

Der Vergleich der HS27-FB-Migration unter dem Einfluss der Wundflissigkeiten und
Blutsera beider Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahmestellen)
zeigte signifikante Unterschiede fur die Inkubationszeiten zwischen finf und zehn
Stunden (p=0,004) (sieche Abbildung 17).
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Abbildung 17. Zeitverlauf der HS27-FB-Migration unter dem Einfluss von okklusiven
Wundflussigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera. Q p<0,01 & WF vs. & Sera
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6.4 Einfluss von Wundsekreten und Blutsera auf die Proliferation von MSC

(kontinuierliche Impedanz-Proliferationsmessung (xCELLigence))

Die Inkubation von MSC mit Wundflissigkeit okklusiv behandelter
Fingerkuppenverletzungen flhrte nach funf Stunden (p=0,061) und zehn Stunden
(p=0,091) zu einer nicht signifikanten Steigerung der Proliferation im Vergleich zu einer

Inkubation mit Blutserum (siehe Abbildung 18).

Auch bei Verwendung der Wundflussigkeit okklusiv behandelter Spalthaut-
entnahmestellen und der korrespondierenden Blutsera waren keine signifikanten
Unterschiede bei der Steigerung der MSC-Proliferation nach funf Stunden (p=0,511)
und zehn Stunden (p=0,511) erkennbar (siehe Abbildung 18).

Betrachtet man beide Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahme-
stellen) gemeinsam, war die Steigerung der MSC-Proliferation nach einer
funfstindigen (p=0,034) und zehnstundigen (p=0,041) Inkubation mit den Wundsera
signifikant groRer als nach der Inkubation mit den Blutsera. Dieser Unterschied nahm
danach wieder ab. Nach 45 Stunden (p=0,046), nach 50 Stunden (p=0,044), nach 55
Stunden (p=0,041) und nach 60 Stunden (p=0,04) war die MSC-Proliferation unter
dem Einfluss der Wundflussigkeiten signifikant geringer als unter dem Einfluss der
Blutsera (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18. Zeitverlauf der MSC-Proliferation unter dem Einfluss von okklusiven
Wundflussigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ £+ SEM.

6.5 Einfluss von Wundsekreten und Blutsera auf die Proliferation von HS27-FB

(kontinuierliche Impedanz-Proliferationsmessung (xCELLigence))

Der Einfluss der Wundsekrete auf die HS27-FB-Proliferation war bei geringer
Inkubationsdauer zunachst mit dem der korrespondierenden Blutsera vergleichbar.
Eine signifikant geringere HS27-FB-Proliferation bei der Inkubation mit
WundflUssigkeit von okklusiv behandelten Fingerkuppen war nach 15 Stunden
(p=0,012) und 20 Stunden (p=0,03) nachweisbar (sieche Abbildung 19).

Bei der Analyse beider Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und Spalthaut-
entnahmestellen) zeigten die Wundsera im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant
geringere HS27-FB-Proliferation nach 15 Stunden (p=0,022), nach 20 Stunden
(p=0,02), nach 25 Stunden (p=0,04) und dann wieder ab 40 Stunden (p=0,044),
fortlaufend bis zum Ende der Analyse nach 60 Stunden (p=0,013). Erganzend sind

hier die restlichen p-Werte aller signifikanten Zeitpunkte der unten angefuhrten Grafik
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angefuhrt: nach 45 Stunden (p=0,032), nach 50 Stunden (p=0,023) und nach 55
Stunden (p=0,017) (sieche Abbildung 19).
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Abbildung 19. Zeitverlauf der HS27-FB-Proliferation unter dem Einfluss von okklusiv
behandelten Wundflissigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera.

Q p<0,05 @ WF vs. & Sera

6.6 Einfluss von Wundsekreten und Blutsera auf die Proliferation von HS27-FB

und MSC (Endpunkt-Proliferationsmessung (Alamarblue))
6.6.1 HSZ27-Fibroblasten

Die Endpunkt-Messung nach 72 Stunden ergab eine signifikant geringere HS27-FB-
Proliferation unter dem Einfluss von Wundflissigkeiten der okklusiv behandelten
Fingerkuppenverletzungen im Vergleich zu den korrespondierenden Serumkontrollen
(p=0,006). Der Unterschied des Einflusses von Wundflissigkeit der Spalthaut-
entnahmestellen und der korrespondierenden Blutsera auf die der HS27-FB-
Proliferation war statistisch nicht signifikant (p=0,158) (siehe Abbildung 20).
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Die Analyse beider Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und Spalthautenthnahme-
stellen) ergab eine deutliche signifikante Reduktion der HS27-FB-Proliferation bei der
Inkubation mit den Wundsekreten im Vergleich zur Inkubation mit den Serumkontrollen
(p=0,003) (siehe Abbildung 20).

6.6.2 MSC

Im Gegensatz dazu war die MSC-Proliferation nur unter dem Einfluss der
WundflUssigkeit okklusiv verbundener Spalthautenthnahmestellen signifikant geringer
im Vergleich zur Serumkontrolle (p=0,0448). Eine Inkubation mit der WundflUssigkeit
von Fingerkuppenverletzungen konnte die MSC-Proliferation dagegen im Vergleich
zur Serumkontrolle nicht statistisch signifikant reduzieren (p=0,116) (sieche Abbildung
20).

Der Vergleich der MSC-Proliferation beider Gruppen (Fingerkuppenverletzungen und
Spalthautentnahmestellen) ergab eine deutliche signifikante Reduktion bei der
Inkubation mit den Wundsekreten im Vergleich zur Inkubation mit den Serumkontrollen
(p=0,008) (sieche Abbildung 20).
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Abbildung 20. MSC- und HS27-FB-Proliferation nach einer 72-stiindigen Inkubation
mit okklusiv behandelten WundflUssigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.
Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

*p<0,05 @ Fingerkuppen-Wundflissigkeiten (WF) vs. & Fingerkuppen-Sera.

Q p<0,05 G aller WundflUssigkeiten vs. & aller Sera.

6.7 Zusammenfassung der Effekte der Wundflussigkeiten auf die Migration
und Proliferation von FB und MSC

Der direkte Vergleich des Effektes der Wundflussigkeit von Fingerkuppenverletzungen
und Spalthautentnahmestellen auf die Migration und Proliferation von MSC und FB
zeigte keine signifikanten Unterschiede. Unterschiede im Sinne von nicht signifikanten
Trends zeigten sich in einer starkeren frihen Migration der MSC und HS27-FB unter
dem Einfluss der Fingerkuppensekrete (sieche Abbildung 16 und Abbildung 17) im
Vergleich zu den Sekreten der Spalthautgruppe. Die kontinuierliche Analyse der HS27-
FB-Kulturen ergab in der Fingerkuppengruppe eine starkere Proliferationsreduktion als
in der Spalthautgruppe, die sich in der Endpunktmessung mit dem Alamarblue-Assay
bestatigte (siehe Abbildung 19 und Abbildung 20). Interessanterweise zeigte
dagegen die Endpunktmessung der MSC-Kulturen nach drei Tagen eine starkere

Reduktion der Zellproliferation in der Spalthautgruppe als in der Fingerkuppengruppe
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(siehe Abbildung 20). Signifikante Unterschiede bestanden zwischen den Effekten

der Wundsekrete und der Blutsera.
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7 Diskussion

Ein feuchtes Wundmilieu verbessert und beschleunigt den Heilungsverlauf von
Wunden und verringert das Risiko von Komplikationen wie Infektionen deutlich (Vogt,
Andree et al. 1995) (Beam 2007) (siehe Kapitel 3.5). Der beschleunigte
Heilungsverlauf wird in der Literatur durch eine gesteigerte FB-Stimulation und durch
eine Induktion der Angiogenese erklart, die zusammen mit einer vermehrten
Ausschuttung von Wachstumsfaktoren anabol und regenerativ wirken soll (Katz,
Alvarez et al. 1991) (Madden, Nolan et al. 1989). Diese Hypothesen konnen aber nicht
das herausragendes Regenerationspotential von Fingerkuppenverletzungen erklaren.
Bei Fingerkuppenverletzungen regeneriert bis zu 90% des verlorenen
Weichteilgewebes und die Sensibilitat des Areals wird praktisch vollstandig
zuruckerlangt (Hoigne, Hug et al. 2014). Die vorliegende Studie untersucht erstmals
im Detail das Verhalten von FB und MSC im zeitlichen Verlauf unter dem Einfluss von
okklusiver Wundflussigkeit. Die Ergebnisse liefern erste Ansatze zur Erklarung des
regenerativen Potentials von Fingerkuppenverletzungen. Diese Erkenntnisse kdnnen
als Grundlage fur die Weiterentwicklung von pro-regenerativen Wundauflagen zur

Wund- und Narbenmodulation dienen.

7.1 Diskussion von Material und Methoden

Die Analyse von Wundflussigkeit unter OV wurde in der Literatur bereits vereinzelt
beschrieben (Katz, Alvarez et al. 1991) (Madden, Nolan et al. 1989). Dabei wurde
angenommen, dass viele der positiven Effekte, die bei Folienverbanden fur eine
verbesserte Wund- und Narbenheilung verantwortlich sind, durch die Wundflissigkeit
induziert werden (Pricolo, Caldwell et al. 1990) (Katz, Alvarez et al. 1991). OV flhren
insbesondere bei Fingerkuppenverletzungen zu herausragenden Ergebnissen in
Bezug auf die Regeneration der Weichteile. Diese Patienten eignen sich daher speziell
fur eine Probensammlung. Kisch et al. zeigten, dass die Abnahme des Wundsekrets
aus OV von Fingerkuppenverletzungen den regenerativen Heilungsverlauf nicht
negativ beeinflusst und dass sich das Wundsekret gut fur weitere Analysen eignet
(Kisch, Klemens et al. 2015).

Als direkte Vergleichsgruppe wurden in der hier prasentierten Studie Wundsekrete von

Patienten mit Spalthautentnahmestellen ausgewahlt, da diese postoperativ haufig mit
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Folienverbanden behandelt werden und die Wundflachen fur die Wundsekret-
gewinnung ausreichend grol3 sind. In der vorliegenden Studie konnte bei fast allen
Patienten mit Spalthautentnahmestellen Wundsekret gewonnen werden (4 von 5
Patienten), wahrend eine deutliche hdhere Anzahl an Patienten mit Fingerkuppen-
verletzungen behandelt werden musste, um ausreichend Probenmaterial zu gewinnen
(4 von 22 Patienten). Die Aussagekraft unserer Studie kdnnte durch die geringe
Probenanzahl limitiert sein. Hier ist anzumerken, dass die durchschnittlich geringe
Menge an gewonnenem Sekret pro Probe und der haufige Probenverlust, die
Probensammlung problematisch gestalten und unsere Ergebnisse trotz der

Probenanzahl deutlich signifikant sind.

Wir haben uns fur Blutserumkontrollen derselben Patienten als direkte Kontrolle
entschieden um physiologisch moglichst reale Bedingungen der Wundheilung zu
schaffen. Bei einer Verletzung flief3t Blutserum in die Wunde und bringt damit

wesentliche Faktoren der Wundheilung zu ihrem Wirkort.

MSC und FB sind die dominierenden Zellen bei der Wundheilung. Sie sind speziell in
der Granulationsphase und beim Remodeling fur die Bildung der Matrix und des
Granulationsgewebes verantwortlich und gestalten anschlieRend die Narbenbildung
(Maxson, Lopez et al. 2012). Da MSC primar parakrin Uber die Ausschittung von
Wachstumsfaktoren den Heilungsverlauf und die Narbenmodulation beeinflussen, war
es das Ziel dieser Studie, den Einfluss der okklusiven Wundflussigkeit auf MSC und
FB zu untersuchen. Dabei sollte das chemotaktische und proliferative Potential der

Wundflussigkeit analysiert werden.

Proliferations- und Migrationsmessungen werden in der Literatur haufig als
Endpunktmessungen zu einem definierten Zeitpunkt durchgefuhrt, wodurch
abweichende Zeitverlaufe oder Fluktuationen nicht detektiert werden. In dieser Studie
wurden daher Endpunktmessungen mit dem Alamarblue-Assay mit kontinuierlichen
Echtzeit-Messungen mit dem xCELLigence-System kombiniert. Dadurch konnten die
Ergebnisse der beiden Messmethoden miteinander verglichen und der zeitliche

Verlauf der Effekte beurteilt werden.
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Der Alamarblue-Assay ist eine haufig angewandte Methode mit einem breiten
Anwendungsspektrum (Rampersad 2012). In der vorliegenden Studie wurde der
Assay zur Endpunktmessung der Proliferation nach einer dreitdgigen Inkubation

verwendet.

Das xCELLigence-System basiert auf der kontinuierlichen Messung von Impedanz (=
elektrischer Widerstand auf ein Signal) und kann die Zellmigration und -proliferation in
Echtzeit erfassen (Ke, Wang et al. 2011).

AbschlieRend haben in vitro Versuche generell eine eingeschrankte Aussagekraft
erlauben jedoch Untersuchungen auf zellularem Niveau, die ansonsten nicht

durchfihrbar waren.

7.2 Einfluss der okklusiven Wundflussigkeit auf die Migration und Proliferation

mesenchymaler Stammazellen

Initiale Erhéhung der MSC-Migration in Wunden

MSC sind wesentlich an der Steuerung der Proliferationsphase beteiligt und spater fur
die Modulation des Narbengewebes verantwortlich (siehe Abbildung 3) (Maxson,
Lopez et al. 2012). Dabei wirken MSC uber die Sezernierung von Wachstumsfaktoren
hauptsachlich parakrin (Gnecchi, Zhang et al. 2008). In der vorliegenden Studie wurde
in den ersten Stunden eine deutliche Steigerung der MSC-Migration bei Inkubation mit
okklusiven Wundflussigkeiten im Vergleich zu einer Inkubation mit Blutsera
nachgewiesen (siche Abbildung 16). Dieser Effekt war bei den Patienten mit
Fingerkuppenverletzungen signifikant, bei den Patienten mit Spalthautverletzungen
dagegen nicht (siehe Abbildung 16). In Wunden und deren Umgebung sind generell
nur eine geringe Anzahl an MSC zu finden (Gnecchi, Zhang et al. 2008), eine
Steigerung der Einwanderung durch Chemotaxis bei Hypoxie wurde jedoch mehrfach
beschrieben (Thangarajah, Vial et al. 2009) (Rubina, Kalinina et al. 2009). Vermutlich
werden durch die Hypoxie im Wundgebiet Chemokin-Rezeptoren und chemotaktische
Signalstoffe vermehrt exprimiert, die wiederum chemotaktisch auf MSC wirken
(Thangarajah, Vial et al. 2009). Dies konnte die stark erhohte MSC-Migration unter

dem Einfluss okklusiver Wundflussigkeiten im Vergleich zur Kontrolle erklaren.
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Eine Hypoxie fordert zusatzlich die Angiogenese durch eine erhéhte Produktion von
VEGF, der wie PDGF, KGF, bFGF und TGF- von MSC sezerniert wird (Rehman,
Traktuev et al. 2004) (Gnecchi, Zhang et al. 2008). Erhdhte Zytokin-Konzentrationen
(z.B. PDGF, TGF-B) wurden in Wundflussigkeiten bereits mehrfach beschrieben (Ono,
Gunji et al. 1995). Der Wachstumsfaktor PDGF erfullt im Rahmen des
Wundheilungsprozesses verschiedene Funktionen; dazu zahlen eine Steigerung der
VEGF-Expression und eine Forderung der Angiogenese (Heldin and Westermark
1999). Wang et al. konnten zeigen, dass VEGF die Migration von MSC in die
Defektzone fordert und damit ggf. den okklusiv hypoxischen Effekt der Wundauflagen
verstarkt (Wang, Wang et al. 2015).

Abflachung der MSC-Migration im Verlauf

Gemeinsam triggern MSC und FB die Aktivierung von Keratinozyten, die fur den
Wundverschluss der Defektzone durch Reepithelialisierung verantwortlich sind
(Coulombe 2003). Wenn die Oberflache der Wunde mit Epithel bedeckt ist, kommt es
zu einem Migrationsstopp der Keratinozyten und zur Umwandlung in Platten-
epithelzellen (Guo and Dipietro 2010). MSC in Haarfollikeln zeigen bei einer
Verletzung eine erhdhte Migration in Richtung Defektzone, die allerdings nach dem
Erreichen eines Plateaus wieder abfallt (Ito, Liu et al. 2005). In der vorliegenden Studie
konnte ebenfalls nach einem starken Migrationsanstieg ein Abfall festgestellt werden
(siehe Abbildung 14). Die MSC konnten, wie oben beschrieben, durch die Bedeckung
der Wundoberflache mit dem OV ein Signal im Sinne eines vorlaufigen Wundschlusses

erhalten, wodurch ihre Migrationstendenz abnimmt.

Die Verringerung der MSC-Migration im zeitlichen Verlauf kdnnte aber auch mit der
anti-inflammatorischen Wirkung von MSC in Wunden zusammenhangen. MSC
beeinflussen Uber parakrine Faktoren (anti-inflammatorische Zytokine) die
Entwicklung von  Makrophagen in Richtung eines Phanotyps mit
entzindungshemmender Wirkung (Chen, Tredget et al. 2008). Zusatzlich zu dem
abschwachenden und verkurzenden Effekt eines OV auf die Entzindungsphase in
vivo kénnten bisher noch unbekannte Signale daflir verantwortlich sein, dass die
Migrationstendenz der MSC fruhzeitig gehemmt wird, da die regenerativen Effekte
bereits ihre Wirkung entfalten (Ksander, Pratt et al. 1990).

54



Effekt der okklusiven Wundfliissigkeit auf die MSC-Proliferation

In der vorliegenden Studie konnte analog zur MSC-Migration initial eine starke
Steigerung der Proliferation durch Inkubation der Zellen mit okklusiven
Wundflussigkeiten gezeigt werden. Nach Erreichen eines Plateaus kam es aber im
weiteren Verlauf zu einem Abfall der MSC-Proliferation. Laut Buravkova et al. fuhrt
eine Hypoxie zu einer verstarkten MSC-Proliferation und Genaktivierung (Buravkova,
Grinakovskaia et al. 2009). /n vitro Studien zeigten weiterhin, dass eine hypoxische
Zellumgebung die MSC-Proliferation im Vergleich zu einer normoxischen Umgebung
steigert (Grayson, Zhao et al. 2007). Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass
MSC in ischamischem, hypoxischem Gewebe ihr regeneratives Potential Uber den
Anstieg der Proliferation, Migration und Zytokin-Produktion erhdhen (Thangarajah, Vial
et al. 2009).

In Folgestudien gilt es zu klaren, ob die hypoxischen Bedingungen in ischamischen
Wunden alleinig fur eine gesteigerte Migration und Proliferation von MSC
verantwortlich sind, ob OV diese Effekte steigern oder modulieren kbnnen und welche
(inflammatorische) Signalmolekile an den in der vorliegenden Studie beobachteten
Effekten beteiligt sind.

7.3 Einfluss der okklusiven Wundflussigkeit auf die Migration und Proliferation

von Fibroblasten

FB gehoren zu den wichtigsten Zellen der Wundheilung und wirken primar in der
Entzindungs- und Granulationsphase (Barry 2003). Am vierten Tag nach einer
Verletzung dominieren sie die Wundumgebung. Ihre Anzahl steigt kontinuierlich bis
zum Ende der zweiten Woche an (Gray, Bishop et al. 1993) (Barry 2003). Danach sind
FB fur die Bildung des Granulationsgewebes verantwortlich (Gray, Bishop et al. 1993).
Dieser als Fibroplasie bezeichnete Prozess scheint in okklusiv behandelten Wunden
differenzierter abzulaufen als in trocken verbundenen Wunden (Dyson, Young et al.
1988) (Ksander, Pratt et al. 1990).
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Induktion der FB-Migration durch okklusive Wundfliissigkeiten

An der Bildung der ersten provisorischen Matrix sind bFGF, TGF- und PDGF beteiligt.
Diese Mediatoren werden von FB produziert (Robson, Dubay et al. 2004). Dabei
werden sowohl die Migration als auch die Proliferation von FB moduliert und
schlieBlich die initiale Matrix durch Kollagen ersetzt (Pajulo, Pulkki et al. 2001)
(Robson, Dubay et al. 2004). Die Steuerung der FB stellt somit einen wesentlichen
Mechanismus der kutanen Wundheilung dar. Obwohl unterschiedliche Chemokine die
Migration und Proliferation von FB beeinflussen, gilt bFGF als einer der starksten
Induktoren fur diese Effekte (Kanazawa, Fujiwara et al. 2010). Zahlreiche Studien zu
Wundflussigkeitsanalysen von okklusiv behandelten Wunden zeigten erhdhte
Konzentrationen bestimmter Zytokine wie bFGF (Vogt, Wagner et al. 1997). Kanazawa
et al. untersuchten den Effekt von bFGF auf die Migration von FB in vitro und konnten
dabei eine signifikante Steigerung der Migration beobachten (Kanazawa, Fujiwara et
al. 2010). In der vorliegenden Studie bewirkten die Wundflussigkeiten unter OV initial
eine signifikante Steigerung der Fibroblasten-Migration. Diese Befunde bestatigen die
Ergebnisse anderer Studien und kénnen helfen, die regenerativen Effekte der OV zu

erklaren.

Hemmung der FB-Proliferation durch okklusive Wundfliissigkeiten

Die in mehreren Studien beschriebene Beschleunigung der Wundheilung durch OV
wurde auf eine gesteigerte Proliferation von Keratinozyten und FB sowie auf eine
starkere Neoangiogenese und Zytokin-Ausschittung zurickgefuhrt (Katz, Alvarez et
al. 1991) (Madden, Nolan et al. 1989). Die Bildung von Granulationsgewebe hangt
allerdings nur zu Beginn von einer Steigerung der FB-Proliferation ab (Diegelmann
and Evans 2004). Kontinuierlich hohe FB-Proliferationsraten treten bei einer
physiologischen Wundheilung nicht auf, sondern sind Kennzeichen hypertropher
Narben (Diegelmann and Evans 2004). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt
werden, dass die Wundflussigkeit unter OV zu einer kontinuierlichen Reduktion der
FB-Proliferation flhrt. Dieser Zusammenhang kdnnte flr die narbenprotektiven Effekte
von OV bei konservativ behandelten Fingerkuppenverletzungen verantwortlich sein.
Rinkevich et al. zeigten, dass die Blockierung der Proliferation einer FB-Zelllinie, die

fur die Bildung eines ausgepragten Narbengewebes bekannt ist, die Narbenbildung
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deutlich einschrankt (Rinkevich, Walmsley et al. 2015). Studien zur fetalen
narbenlosen Wundheilung beschrieben eine reduzierte FB-Antwort auf
inflammatorische Zytokine (Kennedy, Diegelmann et al. 2000). In diesem Kontext stellt
sich die Frage, ob mdglicherweise das feuchte Wundmilieu einen ahnlichen Effekt auf
FB ausubt.

Zusammengefasst zeigen die Resultate der vorliegenden Studie einen mdglichen
narbenprotektiven Effekt von OV durch eine frihzeitige Induktion der FB-Migration bei

gleichzeitiger Hemmung der FB-Proliferation.

7.4 Potentieller Einfluss der okklusiven Wundflussigkeit auf die

Narbenmodulation

Die Generierung eines feuchten Wundmilieus durch okklusive Wundauflagen
beeinflusst die Narbenentwicklung und letztlich die Narbenqualitat (Atiyeh, Amm et al.
2003). Entscheidend fur diese Prozesse sind zellulare Mechanismen in der
Entzindungs- und Proliferationsphase, die nach wie vor noch nicht ausreichend
erforscht sind (Dyson, Young et al. 1988) (Vogt, Andree et al. 1995).

Beeinflussung von Fibroblasten und der Kollagenmatrix

FB sind fur die Bildung der initialen Fibrinmatrix, fir die Kollagensynthese und
schliel3lich fur das Remodeling zu finalem Narbengewebe verantwortlich (Gray, Bishop
etal. 1993) (Barry 2003). Bei der adulten kutanen Wundheilung kommt es im Vergleich
zur unverletzten Haut zu einer vermehrten Vernetzung von Kollagenfasern, die die
Narbenbildung fordert und die Elastizitat der Matrix reduziert (Lovvorn, Cheung et al.
1999). Myofibroblasten (differenzierte FB) reduzieren die Wundoberflache durch
Wundkontraktion und verringern damit die mit Epithel neu zu bedeckende Flache
(Franz, Steed et al. 2007). Nach Abschluss des Remodelings, das bis zu zwei Jahre
dauern kann, wird die provisorische Matrix durch MMP umgebaut und die finale Narbe
entsteht (Singer and Clark 1999). Histologisch zeigt das adulte Narbengewebe anstatt
der netzartigen Anordnung von Kollagenfasern unverletzter Hautareale eine parallele
Organisation dieser Fasern, die die geringere Reildfestigkeit des Narbengewebes
bedingt (Whitby and Ferguson 1991) (Longaker, Whitby et al. 1990) (Gurtner, Werner
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et al. 2008). Dieses Gewebe besteht zum Uberwiegenden Teil aus Typ | Kollagen
(Franz, Steed et al. 2007). Bei der narbenlosen fetalen Wundheilung wird das Kollagen
dagegen netzartig organisiert und das Verhaltnis von Kollagen Typ Il zu Typ | ist
deutlich erhodht (Longaker, Whitby et al. 1990). Okklusive Wundbehandlungen
reduzieren die Narbenbildung und erhéhen die Narbenqualitat (Namazi, Fallahzadeh
et al. 2011). Das feuchte Wundmilieu und die Bedeckung der Wundoberflache
hemmen modglicherweise die FB-Proliferation. In der vorliegenden Studie konnte
gezeigt werden, dass die OV-Wundflussigkeit in der Lage ist die Proliferation und
metabolische Aktivitat der FB zu hemmen. Da bei pathologischen Narben (z.B.
hypertrophen Narben) eine UberschielRende FB-Proliferation im Vordergrund steht,
konnte diese Inhibition wesentlich zur Narbenmodulation beitragen (Diegelmann and
Evans 2004).

Zusatzlich konnte in der vorliegenden Studie eine temporar gesteigerte FB-Migration
unter dem Einfluss von Wundflissigkeit detektiert werden, die nach einer
zehnstundigen Inkubation wieder deutlich abnahm. Bei trocken behandelten Wunden
ist eine schnelle FB-Migration und ein schneller Wundschluss entscheidend fur die
Verhinderung von Infektionen und Flussigkeitsverlusten (Eming, Krieg et al. 2007).
Diese rasche FB-Migration und anschlielende Proliferation resultiert dann in der
Narbenbildung. Diese Effekte waren in der vorliegenden Studie in der Gruppe der
okklusiv behandelten Fingerkuppenverletzungen starker ausgepragt als in der
Spalthautgruppe. Dieser Befund koénnte moglicherweise erklaren, warum
Fingerkuppenverletzungen praktisch keine Narben bilden und sich Hautleisten der

Finger nahezu vollstandig regenerieren (Hoigne, Hug et al. 2014).

Zusammengefasst Ubernehmen FB zahlreiche Funktionen im Wundheilungsprozess.
Eine initial schnelle FB-Migration ins Wundgebiet und eine anschliel3end kontrollierte
FB-Proliferation kdnnten die regenerativen Effekte in der Wunde und damit die
Anordnung der Kollagenmatrix im Sinne einer Verbesserung der Narbenqualitat positiv

beeinflussen.
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Verkiirzung der Entziindungsphase und Hemmung pro-inflammatorischer Zytokine

OV koénnen die Entziindungs- und Proliferationsphase in der kutanen Wundheilung
verklrzen und damit die Effekte pro-inflammatorischer Mediatoren besser als trockene
Verbandsregimes abschwachen (Dyson, Young et al. 1988). Ksander et al. fanden im
Tiermodell eine deutliche Reduktion von Kollagen und Granulationsgewebe in okklusiv
behandelten Wunden. In histologischen Untersuchungen fanden sie eine signifikant
reduzierte Anzahl von Granulozyten und Monozyten im Granulationsgewebe der
feucht behandelten Wunden im Vergleich zu den Kontrollen. Insgesamt waren die
Anzeichen der Entziindungsphase der Wundheilung deutlich geringer (Ksander, Pratt
et al. 1990). Laut O’'Shaughnessy et al. reduziert die Okklusion den FlUssigkeitsverlust
von Wunden und fordert die Homoostase der Wundumgebung, was zu einer Abnahme
der Makrophagenzahl und letztlich zu einer Vermeidung von hypertrophen Narben
fuhrt (O'Shaughnessy, De La Garza et al. 2009).

Einfluss von MSC auf die Narbenmodulation

MSC wirken parakrin im Wundgebiet, fordern die Angiogenese sowie die
Reepithelialisierung, rekrutieren Zellen und beeinflussen die Entztindungsphase durch
die Hemmung pro-inflammatorischer Zytokine (Laverdet, Micallef et al. 2014). MSC
und Zytokine modulieren das Verhalten von FB und bestimmen damit wesentlich die
Organisation und den Umbau der Matrix, die Kollagensynthese sowie die
Differenzierung von FB in Myofibroblasten (Pajulo, Pulkki et al. 2001) (Robson, Dubay
et al. 2004) (Maxson, Lopez et al. 2012). Damit sind MSC essentielle Modulatoren der
Wund- und Narbenheilung und steuern das Remodeling (Chen, Hao et al. 2016). MSC
produzieren in der Entziindungsphase anti-inflammatorische Zytokine wie IL-4 und IL-
10 und hemmen gleichzeitig die Synthese pro-inflammatorischer Zytokine wie
Interferon-y und TNF-a (Aggarwal and Pittenger 2005). Damit verhindern sie die
typischen pathophysiologischen Anzeichen chronischer Wunden, die sich durch
prolongierte Entzindungsphasen mit Gberschie3ender und verlangerter Infiltration von
Entzindungszellen (z.B. neutrophile Granulozyten) auszeichnen (Diegelmann and
Evans 2004). MSC koénnen uber eine Inhibition der Entzindungsreaktion, einer
Anregung der Angiogenese und uber die Induktion der Zellproliferation und -migration

die Wundheilung positiv beeinflussen (Gnecchi, Zhang et al. 2008). In der vorliegenden
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Studie bewirkte die Wundflussigkeit unter OV eine gesteigerte Migration von FB und
MSC. Dieser Effekt konnte fur die Verbesserung der Heilungsraten, der Wund- und
Narbenqualitat okklusiv behandelter Wunden mitverantwortlich sein. Zusatzlich wurde
eine fur hypertrophe Narben typisch UberschielRende FB-Proliferation gehemmt
(Ferguson, Whitby et al. 1996) .

Bisher konnte nicht abschlieliend geklart werden, warum sich Fingerkuppen beim
Menschen nach einer Verletzung fast vollstandig regenerieren. Analog zu dem
Regenerationspotential bestimmter Amphibien, Fische und Mause wird vermutet, dass
pluripotente MSC fur die herausragende Regeneration des verlorenen Gewebes
mitverantwortlich sind, sich im Rahmen des Wundheilungsprozesses in Zelllinien der
zu rekonstruierenden Gewebe differenzieren und diese formieren (Poss 2010) (Vidal
and Dickson 1993).

Hypoxie und indirekte Narbenmodulation

Die MSC-Mobilisation im Wundgebiet wird durch Hypoxie stimuliert. Eine
kontinuierliche Hypoxie, wie sie in ischamischen Wunden auftritt, steigert den Effekt
(Liu, Yu et al. 2011). Verantwortlich fur die erhdhte MSC-Aktivitat ist vermutlich HIF-
1oo (Liu, Yu et al. 2011). In der vorliegenden Studie konnte speziell in der
Fingerkuppengruppe ein starker Anstieg der MSC-Migration unter dem Einfluss von
Wundflussigkeit nachgewiesen werden. Dieser Effekt war allerdings nur temporar.
Nach Erreichen eines Plateaus sank die MSC-Migration wieder, was darauf schliel3en
l&sst, dass weitere Mechanismen in die Steuerung der MSC-Aktivitat involviert sind.
Eine Hypoxie fordert zusatzlich die Angiogenese, beschleunigt so die Wundheilung
und kann somit ggf. die narbenmodulierenden Wirkungen von MSC unterstutzen (Katz,
Alvarez et al. 1991) (O'Toole, Marinkovich et al. 1997).
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7.5 Einfluss der Wundflussigkeit unter Okklusivverbanden auf die

Angiogenese

Als wesentlicher Bestandteil des Wundheilungsprozesses versorgt die Angiogenese
die Wundumgebung mit Sauerstoff und Nahrstoffen, was speziell fir die Bildung des
Granulationsgewebes von Bedeutung ist. In der provisorischen Matrix dominieren neu
gebildete GefalRe und machen ca. 60% des Volumens aus (Laschke, Harder et al.
2006) (Lingen 2001) (Risau 1997). Das in okklusiv behandelten Wunden vermehrt
gebildete bFGF scheint fir die Angiogenese bei der kutanen Wundheilung von
besonderer Bedeutung zu sein (Brown and Bayat 2009) (Vogt, Wagner et al. 1997).
Bei einer Verletzung wird bFGF aus geschadigten Endothelzellen freigesetzt und wirkt
auf die Proliferation und Migration von Endothelzellen im Sinne einer Angiogenese-
Induktion (Ku and D'Amore 1995). Die Endothelzellaktivierung erfolgt Uber pro-
angiogenetische Zytokine (Ferrara, Gerber et al. 2003). VEGF qilt als Hauptmediator
der Angio- und Vaskulogenese und wird bei Hypoxie Uber eine gesteigerte Produktion

des Transkriptionsfaktors HIF-1a vermehrt exprimiert (Gale and Yancopoulos 1999).

OV fuhren zu einer gesteigerten Synthese pro-angiogenetischer Mediatoren, zur
Modulation des Granulationsgewebes und zur Forderung der Angiogenese (Jafari,
Muller et al. 2017) (Madden, Nolan et al. 1989). Jafari et al. untersuchten okklusiv
behandelte Fingerkuppenverletzungen mit Doppler-Ultraschall und analysierten das
Wundsekret auf das Vorhandensein von Zytokinen (Jafari, Muller et al. 2017). Sie
fanden erhdhte VEGF-, EGF-A- und PDGF-Konzentrationen in den Wundsekreten und
eine signifikant erhohte Vaskularisierung und Gewebeelastizitdt in den nahezu
vollstandig regenerierten Fingerkuppen im Vergleich zu unverletzten Finger der
Gegenseite (Jafari, Muller et al. 2017). In den vorliegenden Untersuchungen erwies
sich speziell das Wundsekret von Fingerkuppenverletzungen als effektiv in der

Ausloésung der initialen MSC-Migration und Proliferation.

Wahrend eine Hypoxie in den frihen Stadien der Wundheilung die Regeneration des
Gewebes fordert, kann sie im weiteren Verlauf die FB-Migration und die Angiogenese
hemmen (Erba, Ogawa et al. 2011) (Oberringer, Meins et al. 2008) (Gordillo and Sen
2003). Jafari et al. konnten aber belegen, dass es bei Einsatz von Folienverbanden zu

keiner Verringerung der Angiogenese, sondern im Gegenteil zu einer Steigerung der
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Durchblutung und Geweberegeneration kommt (Jafari, Muller et al. 2017). Diese
Befunde deuten darauf hin, dass neben der Hypoxie weitere Faktoren an den positiven

Effekten okklusiver Wundtherapien beteiligt sind.

Moglicherweise beruhen die guten Ergebnisse bei der Abheilung okklusiv behandelter
Fingerkuppenverletzungen auf einer Kombination aus hypoxischen Bedingungen, der
Ausschuttung von Zytokinen wie VEGF, bFGF, EGF und PDGF und auf das in der
vorliegenden Studie beobachtete Verhalten von MSC und FB (Smith, Willis et al. 2010)
(Shah, Foreman et al. 1995) (Gnecchi, Zhang et al. 2008) (Vogt, Wagner et al. 1997).

7.6 Einfluss der Wundflussigkeit unter Okklusivverbanden auf die

Nervenregeneration

Folienverbande fuhren bei Fingerkuppenverletzungen in der Regel nicht nur funktionell
und asthetisch zu sehr guten Ergebnissen, sondern auch zu einer nahezu
vollstandigen Regeneration der Kuppensensibilitat der betroffenen Finger (Mennen
and Wiese 1993) (Seah, Wu et al. 2013). Bestimmte Mause, Amphibien und Fische
konnen abgetrennte Gliedmallen regenerieren (Rinkevich, Lindau et al. 2011). Die
Regeneration von Fingerkuppen stellt beim Menschen dagegen eine Ausnahme dar.
Wie oben beschrieben, wird vermutet, dass pluripotente MSC bei diesem Prozess eine
bedeutende Rolle spielen und beispielsweise zu neuen Nervenzellen differenzieren
(Poss 2010) (Vidal and Dickson 1993).

Die bei der Regeneration der verletzten Digitalnerven involvierten Prozesse, die nach
Abschluss der Wundheilung zur einer normalen 2-Punkt-Diskrimination der
betroffenen Finger fuhren, sind weitgehend unverstanden (Jafari, Muller et al. 2017).
Jafari et al. fanden in Wundsekreten von okklusiv behandelten Fingerkuppen-
verletzungen signifikant erhdhte Konzentrationen von brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), leukemia inhibitory factor (LIF) und EGF im Vergleich zu Wundsekreten
von Brandwunden. Die Autoren schlussfolgerten, dass speziell die Erhéhung von
BDNF in Zusammenhang mit der gesteigerten Angiogenese bei den neuronalen

Regenerationsprozessen eine Rolle spielen (Jafari, Muller et al. 2017).
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7.7 Ausblick

Moderne Wundauflagen sollen nach Reinigung der Wunden die Homoostase im
Wundgebiet sicherstellen und regenerative Aspekte der Wundheilung unterstitzen
(Rehman, Traktuev et al. 2004). Fur diese Aufgaben existiert eine Vielzahl
verschiedener Materialen, die die Wundheilung in Abhangigkeit von der Art der Wunde
und der Behandlung positiv beeinflussen (Landriscina, Rosen et al. 2015). Fur den
Wundheilungsprozess ist aber nicht nur die Auswahl der Wundauflage von Bedeutung.
Vielmehr sollten in Zukunft feuchte Wundauflagen, die regenerativ im Wundmilieu

wirken, mit regenerativ wirkenden Mediatoren (z.B. MSC) kombiniert werden.

Autologe MSC koénnen verhaltnismalig leicht und risikoarm gewonnen werden und
fordern durch ihr parakrines Wirkspektrum multiple positive Effekte der Wundheilung
(Schneider, Unger et al. 2017) (Maxson, Lopez et al. 2012). MSC wirken anti-
inflammatorisch, verkurzen die Entziindungsphase der Wundheilung und fuhren zu
einer schnelleren Uberleitung des Heilungsprozesses in die Proliferationsphase und in
das Remodeling (Lau, Paus et al. 2009) (Maxson, Lopez et al. 2012). Diese
Eigenschaften sind speziell fur die Behandlung chronischer Wunden vorteilhaft. Die
Nutzung des Potentials dieser Zellen kdnnte neue Behandlungsmalistabe bei der
lokalen, gering invasive Wundversorgung setzen (Laverdet, Micallef et al. 2014). Das
Ziel moderner, regenerativ wirkender Wundauflagen sollte die bestmdgliche
Wiederherstellung der Wundintegritat, der sensiblen Versorgung der Defektzone und
der Oberflachenbeschaffenheit der verletzten Haut sein. Dazu sollten, je nach
Verletzungsmuster und Wunde, moderne Wundauflagen mit regenerativen
medizinischen Ansatzen kombiniert werden, um das bestmogliche Ergebnis fir die

Patienten zu erzielen.
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8 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Wundflussigkeit unter OV
von Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahmestellen die Proliferation und
Migration von MSC und FB in einem begrenzten Zeitfenster beeinflusst. Dank der
eingesetzten modernen Untersuchungsmethoden konnte das Verhalten der MSC und
FB kontinuierlich in Echtzeit analysiert werden. Mit den Ergebnissen konnten neue
Erkenntnisse Uber mogliche verantwortliche Mechanismen gewonnen werden, die fur
die herausragende Effektivitat von OV bei Fingerkuppenverletzungen verantwortlich

sein konnten.

MSC sind bedeutende Modulatoren der Wund- und Narbenheilung und beeinflussen
jede Phase der Wundheilung. Die frihe starke Aktivierung der MSC-Migration konnte
mitverantwortlich fur die rasche Geweberegeneration und frihe Modulation des
Granulationsgewebes bei Fingerkuppenverletzungen sein. Die Hemmung der FB-
Proliferation unterstitzt den narbenprotektiven Effekt von OV und koénnte ein
Therapieansatz zur Verhinderung der pathologischen Narbenbildung darstellen. Die
Interaktion von MSC und FB in okklusiv behandelten Wunden tragt moglicherweise
wesentlich zu den guten klinischen Ergebnissen bei der Wundheilung von

Fingerkuppenverletzungen und Spalthautentnahmestellen bei.
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10 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

10.1 Abbildungen

Abbildung 1. Phasen der Wundheilung nach (Greaves, Ashcroft et al. 2013) und
(Clark 1985)

Abbildung 2. Umwandlung der Matrix im Zuge der Wundheilung nach (Witte and
Barbul 1997)

Abbildung 3. Wirkungen von MSC und FB in den Phasen der Wundheilung nach
(Maxson, Lopez et al. 2012). FB — Fibroblasten, IL-10/4 — Interleukin 10/4, MMPs —
Matrix-Metalloproteinasen, MSC — mesenchymale Stammzellen, PDGF — platelet-
derived growth factor, TNF — Tumor-Nekrose-Faktor, VEGF — vascular endothelial

growth factor

Abbildung 4. Anatomie der Fingerkuppe nach (de Alwis 2006) und (Peterson,
Peterson et al. 2014). DIP-Gelenk — distales Interphalangealgelenk

Abbildung 5. Arterielle Durchblutung der Fingerkuppe, Ansicht von dorsal nach
(Peterson, Peterson et al. 2014)

Abbildung 6. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Allen (Allen 1980)

Abbildung 7. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Fassler (Fassler
1996)

Abbildung 8. Klassifikation der Fingerkuppenverletzungen nach Tamai (Tamai 1982).

In Rot — schematische Darstellung der arteriellen Durchblutung.
Abbildung 9. VY-Dehnungslappenplastik nach Atasoy zur Deckung von distalen

Fingerkuppenverletzungen nach (Meyer-Marcotty, Kall et al. 2007). DIP Gelenk —

distales Interphalangealgelenk
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Abbildung 10. Palmare Dehnungslappenplastik nach Moberg zur Deckung von
distalen Daumenkuppendefekten nach (Macht and Watson 1980).

Abbildung 11. Anlage des Okklusivverbandes bei Fingerkuppenverletzungen unter

Belassung eines Reservoirs fur die Wundflussigkeit (in Rot).

Abbildung 12. Versorgung einer akuten Fingerkuppenverletzung am kleinen Finger
links mit einem Okklusivverband. Links: frische Verletzung, rechts: Ansicht von ulnar

mit angelegtem Okklusivverband

Abbildung 13. Schutzverband Uber dem angelegten Okklusivverband bei frischen

Fingerkuppenverletzungen.

Abbildung 14. Anlage des Okklusivverbandes auf Spalthautentnahmestellen. In Rot

— Flache unter der Folie, wo sich Wundsekret sammelt.

Abbildung 15. Schematische Darstellung des Alamarblue-Assays. AB — Alamarblue
Flussigkeit.

Abbildung 16. Zeitverlauf der Zellmigration mesenchymaler Stammzellen (MSC)
unter dem Einfluss von Wundflussigkeiten (WF) und Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera.

+ p<0,05 G Spalthaut-WF vs. & Spalthaut-Sera.

# p<0,01, Q p<0,05 @ WF vs. J Sera

Abbildung 17. Zeitverlauf der HS27-FB-Migration unter dem Einfluss von okklusiven
Wundflussigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera. Q p<0,01 & WF vs. & Sera

Abbildung 18. Zeitverlauf der MSC-Proliferation unter dem Einfluss von okklusiven
Wundflussigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.
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Abbildung 19. Zeitverlauf der HS27-FB-Proliferation unter dem Einfluss von okklusiv
behandelten Wundflissigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.

Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

* p<0,05 G Fingerkuppen-WF vs. & Fingerkuppen-Sera.

Q p<0,05 @ WF vs. & Sera

Abbildung 20. MSC- und HS27-FB-Proliferation nach einer 72-stiindigen Inkubation
mit okklusiv behandelten WundflUssigkeiten (WF) und korrespondierenden Blutsera.
Alle Gruppen angegeben in @ + SEM.

*p<0,05 G Fingerkuppen-Wundflissigkeiten (WF) vs. & Fingerkuppen-Sera.

Q p<0,05 G aller Wundflissigkeiten vs. & aller Sera.

10.2 Tabellen

Tabelle 1. Wachstumsfaktoren in der Wundheilung (Auswahl) nach (Singer and Clark
1999). aFGF — acidic fibroblast growth factor, bFGF — basic fibroblast growth factor,
KGF — keratinocyte growth factor, EGF — epidermal growth factor, FB — Fibroblasten,
TGF-a — transforming growth factor a, TGF-B1-33 — transforming growth factor p1-43,
TNF-a — tumor necrosis factor a, VEGF — vascular endothelial growth factor, PDGF —

platelet-derived growth factor, IGF-1 — insulin-like growth factor 1

Tabelle 2. Zusammenfassung der Effekte einer feuchten Wundbehandlung (Auswahl)
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