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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Mechanismen der Wundheilung

Als erstes soll ein Uberblick Giber den strukturellen Aufbau der Haut gegeben
werden. Daran schliel3t sich eine kurze Ausfuhrung Uber die einzelnen Phasen der

Wundheilung.

1.11 Anatomie der Haut

Die Haut ist die natirliche Barriere des menschlichen Korpers nach aul3en. Sie
reguliert den Wasserhaushalt und die Korpertemperatur und schutzt somit vor
Austrocknung. Bis zu einem gewissen Malie kann sie die Sonnenstrahlung filtern
und das Eindringen von Bakterien oder Chemikalien verhindern. Aul3erdem besitzt
sie ein groRRes Selbstheilungspotential, das von der Restitutio ad integrum bis zur

Defektheilung reichen kann.

Die Haut wird strukturell in mehrere Schichten untergliedert. Die Hautdecke
(Integumentum commune) setzt sich aus Haut (Cutis) und Unterhaut (Subcutis)
zusammen. Die Cutis wiederum unterteilt sich in die Epidermis (Oberhaut) und die
Dermis (Lederhaut, Corium) (Leonhardt 1990). Das Stratum papillare der Dermis ist
mit der Epidermis verzahnt, wahrend das nachfolgende Stratum reticulare an seiner
Grenze zur Subkutis die Hauptmasse der Drusen und BlutgefalRe enthélt. Die
Epidermis unterteilt sich in weitere Schichten. Die unterste Ebene, das Stratum
basale, besteht aus zylindrischen Zellen. Zusammen mit dem Stratum spinosum
bildet es das Stratum germinativum. Nach oben schliel3t sich das Stratum
granulosum an, dem das Stratum lucidum aufliegt. Im Stratum corneum gehen die
Zellkerne und Organellen, nachdem sie terminal ausdifferenziert sind, allmahlich
zugrunde (Sobotta/Hammersen 1985 und Holbrook 1994). Eine Veranschaulichung
gibt Abbildung 1 und Abbildung 2.
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Abbildung 1: Histologisch struktureller Aufbau der Haut, VergroRerung x 18 (Sobotta/Hammersen 1985).
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Der Hauptzelltyp der Epidermis ist der Keratinozyt. Organisiert in multiplen
Schichten, wandert der Keratinozyt von der Proliferations- bzw. Basalzellschicht tber
das Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum bis hin zum Stratum
corneum. In dieser Zeit differenziert sich der Keratinozyt terminal (Poumay und
Pittelkow 1995). Andere Zellen wie Melanozyten, Langerhans Zellen und Merkel-
Zellen, sind in der Epidermis zwar angesiedelt, nehmen aber nicht direkt an der
Organisation des Gewebes teil (De Luca und Cancedda 1992). Diese Zellen sind
verantwortlich fir UV-Absorption, Immunabwehr und Sensibilitdt gegeniber

mechanischen Reizen an der Hautoberflache.

Die Epidermis ist also ein mehrschichtiges Epithel, in dessen Mittelpunkt der

Keratinozyt steht.

1.1.2 Phasen der Wundheilung

Die Mechanismen der Wundheilung sind sehr komplex. Viele Faktoren sind daran
beteiligt und miteinander verwoben. Bis heute sind alle Details noch nicht genau
geklart. Die Ausfihrungen zu diesem Thema sind hauptsachlich an die Artikel von
Kiritsy et al. (1993) und Clark (1995) angelehnt.

Die Wundheilung teilt sich in drei Phasen. Der Hamostase und Entziindung folgt die
Granulationsgewebsbildung. Die Matrixbildung und Umgestaltung findet in der

letzten Phase statt. Der Ubergang zwischen den Phasen ist flieBend.

Partielle oder Vollhautdefekte fluhren zu einer vollstandigen Zerstérung der
Blutzufuhr. Blutplattchen strémen ein und bilden einen Pfropfen an den beschadigten
Gefallen. Diese Aktivierung der Blutplattchen und die Adh&sion an subendothelialem
Gewebe bewirkt die Freisetzung einer Mischung vielerlei Substanzen, darunter auch
Wachstumsfaktoren, die fur die Entzindungsphase stehen. Entsprechend werden
nun Entzindungszellen angeregt, die Bildung von Granulationsgewebe und die
Epithelisierung geférdert. Die schnelle Anhdufung von Neutrophilen in der friihen
Entziindungsphase (Clark 1995) verhindert eine bakterielle Kontamination durch
Phagozytose und fordert die Beseitigung kaputten Gewebes (Martin 1997).

Verbrauchte Neutrophile werden durch Gewebsmakrophagen entfernt, deren Anzahl
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mit abnehmender Neutrophilenzahl ansteigt. Hat eine bakterielle Kontamination
stattgefunden, so bleibt die Anzahl der Neutrophilen hoch. Die Gewebsmakrophagen
helfen das Wundgebiet zu reinigen und bereiten so das Einwachsen des neuen
Gewebes vor. Vereinzelt wandern auch Eosinophile in die Wunde ein. So bedingen
also Neutrophile, Monozyten bzw. Makrophagen und Eosinophile im Zusammenspiel
mit den Wachstumsfaktoren die entzindliche Phase im Wundheilungsprozess
(Kiritsy et al. 1993).

Daran schlief3t sich die Phase der Neubildung des Granulationsgewebes und der
Reepithelialisierung. Das Granulationsgewebe bildet sich aus eingewanderten
Makrophagen, Fibroblasten und BlutgefaRen. Durch Wachstumsfaktoren stimulierte
Fibroblasten  fordern ihre  Bildung durch einen positiven autocrinen
Feedbackmechanismus selbst und verstarken somit den Heilungsprozess. Die
Anzahl an Eosinophilen steigt. Sie dienen als Mediatoren des Gewebsstoffwechsels
und erleichtern die Epithelproliferation und Neovaskularisation (Kiritsy et al. 1993).
Die Gefalineubildung ist einer der wichtigsten Vorgdnge in der Phase der
Neubildung von Granulationsgewebe. Sie wird wieder durch das Zusammenspiel
einzelner Wachstumsfaktoren unterstitzt (Clark 1995). Fibroblasten, abgelagertes
Fibronectin, Glucosaminoglycane und Kollagen bilden eine neue Matrix. Die Anzahl
an Myofibroblasten steigt. Diese haben direkte Auswirkung auf die Wundkontraktion.
Die Reepithelialisierung verlauft parallel zur Entzindung und Neubildung von
Granulationsgewebe. Bereits Stunden nach der Verletzung wandern Epithelzellen
unter den Wundschorf und tber darunterliegendes, noch vitales Bindegewebe. Sie
stammen entweder aus den Wundrandern oder aus Resten der
Hautanhangsgebilde. Die Epithelzellen sind eine der wichtigsten Quelle fir
Wachstumsfaktoren wahrend der Wundheilung. Der Wundverschluss geschieht in

dieser Phase vor allem durch Kontraktion und Granulationsgewebebildung.

Der letzte Schritt im Heilungsverlauf ist die Umbauphase. Diese kann bis zu einem
Jahr nach der Verletzung andauern. Extrazellulare Matrixkomponenten wie
Fibronectin, Hyaluronsaure und Kollagenfibrillen folgen nun der
Granulationsgewebsbildung. Kollagen und Proteoglycane bewirken mehr

Zugfestigkeit und Elastizitat des Narbengewebes. Trotz allem ist das Narbengewebe
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in seiner Reil¥festigkeit und der Penetrierbarkeit von Nahrstoffen und Sauerstoff der
unverwundeter Haut unterlegen (Martin 1997). So kénnen auch funktionelle
EinbulRen des Gewebes entstehen. Der Prozess der Wundheilung ist durch die

Bildung eines Ersatzgewebes abgeschlossen.

Eine Veranschaulichung im Zeitverlauf mit deutlich sichtbaren Uberlappungen der
drei Phasen gibt Abbildung 3.

A B C

frhe Phase spate Phase
l Wundkontraktion Kollagenakkumulation
L |

0.1 0.3 1 3 10 30 100

Zeit (Tage)

Abbildung.3: Die drei Phasen der Wundheilung: (A) frithe und spéte Entzindungsphase, (B)

Granulationsgewebsbildung, (C) Matrixformation und Umbau. (Kiritsy et al. 1993)

1.2 Klinische Problematik

Bei grof3flachiger und tiefreichender Schadigung der Haut durch Verbrennung,
Verbrihung, Veratzung oder Elektrotrauma scheidet eine Spontanheilung aus. Das
frihzeitige Entfernen der Brandschorfe und Deckung der Brandwunden ist immer
noch die optimale Behandlung der sogenannten Verbrennungskrankheit. Als
Hautersatz kommen autologe Materialien (Spalthaut, geziichtete Haut), allogene
Transplantate (Leichendermis, Amnion), xenogener Ersatz (Schweine- oder
Kanninchenhaut), oder alloplastische Transplantate aus synthetischen oder

biosynthetischen Materialien (Biobrane”, Op-site”, Silastic®) zum Einsatz
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(Hansbrough und Cooper 1990, Navsaria et al. 1995). Die autologe
Spalthauttransplantation ist im Hinblick auf zeitliche Verfligbarkeit und Effizienz bei
akzeptablem &sthetischen Ergebnis nach wie vor die beste Methode zur Versorgung

tiefgradiger Verbrennungen.

Hierin zeigt sich jedoch schon das erste Problem. Nicht jedesmal ist gentigend
gesundes Spenderhautareal verfigbar. Es kommt zu einer zusatzlichen Schwachung
des Patienten mit weiteren Schmerzen und einer spateren Entstellung durch Narben
und Pigmentveranderungen (Muhlbauer et al. 1995). Fur diesen Fall reicht es aus,
ein Hautstiick von der Grof3e einer Briefmarke zu entnehmen. Dieses Hautstlick
kann dann innerhalb von drei bis vier Wochen auf eine, ungefahr der
Korperoberflache des Menschen entsprechende, Flache von 1,5-2 m?
herangeziichtet werden. Bis dahin muss der Verletzte durch intensivmedizinische
Betreuung und InterimsmalRnahmen Uber die Zeit gebracht werden. Die
ungeschitzten Wunden neigen zur Kontamination mit zum Teil hoch resistenten
Keimen bis hin zur Wundsepsis (Smith et al. 1994). Weitere Komplikationen der
Verbrennungskrankheit liegen in einem zusatzlichen Inhalationstrauma und einer
generalisierten Sepsis. Diese wird unterstltzt durch eine generalisierte
Immunsuppression aller Schwerbrandverletzten (Deitch et al. 1985) und kann bis

zum Multiorganversagen fuhren.

Als temporarer Hautersatz kommen allogene, xenogene oder alloplastische
Transplantate zur Anwendung. Bei tiefgradigen Verbrennungen (11b°-111°), bei denen
die Dermis nicht mehr vorhanden ist, hat sich die Deckung mit Leichenhaut bewéahrt.
Letztendlich wird nur die Dermis transplantiert. Die Epidermis wird namlich nach
einigen Tagen tangential abgetragen und durch Transplantation von autologen
kultivierten Keratinozyten ersetzt (Hickerson et al. 1994). Das Problem bei allen
Fremdtransplantaten ist die Abstofungsreaktion des Empfangers. Studien haben
ergeben, dass die Immunogenitat vor allem in der Epidermis und weniger in der
Dermis sitzt (Hoffman et al. 1994). Denn nur die Langerhanszellen der Epidermis
exprimieren das Klasse Il Antigen des Major Histocompatibility Complex. So konnte
gezeigt werden, dass bei der allogenen Keratinozytentransplantation diese Zellen in

der Wunde komplett eliminiert werden und somit nicht (berlebensfahig sind
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(Rouabhia et al. 1995, Phillips et al. 1993). Deshalb werden im Tierversuch bereits
Kombinationstransplantate aus allogenen und autologen Keratinozyten verwendet,
um die bendtigte Anzahl von korpereigenen Zellen zu reduzieren. Die allogenen
Keratinozyten werden dann im Verlauf durch die autologen Zellen ersetzt (Rouabhia
et al. 1994, Suzuki et al. 1995). Ein weiterer Vorteil der allogenen kultivierten
Epidermistransplantate liegt in der beschleunigten Wundheilung und einer deutlichen
Schmerzlinderung. AufRerdem stimulieren die allogenen Zellen die Einwanderung
und Proliferation koérpereigener Zellen von aullen. Sie konnen zudem
Wachstumsfaktoren aktivieren und diese selbst produzieren (Muehleman und Wise
1993, Teepe et al. 1993). Auch die Kombination von maximal expandierter autologer
Spalthaut und autologen kultivierten Keratinozyten fiahrt zu einer schnelleren
Epithelisierung und Stimulierung der umgebenden Zellen (Dejardin et al. 1994).
Allerdings kann die Anheilung der kultivierten Epidermistransplantate durch
Infektionen limitiert werden (Paddle-Ledinek et al. 1997). Weitere dermale
Aquivalente sind Amnion (allogen) oder Schweinehaut (xenogen). Die Wunde wird
bis zur permanenten Deckung vor Austrocknung oder Kontamination geschuitzt
(Hansbrough und Cooper, 1990). Synthetische Materialien wie zum Beispiel
Biobrane”, Laserskin”, Integra”, Silastic” oder Dermagraft”, sind ebenfalls im
Klinischen Gebrauch. Aus unterschiedlichen Bestandteilen, wie Kollagen,
Glucosaminoglycanen oder Silikon zusammengesetzt, dienen sie als dermale

Komponente und Untergrund fur geziichtete Keratinozyten (Cairns et al. 1993).

Abschliel3end lassen sich folgende Aussagen festhalten. Die Problematik in der
Therapie von Schwerbrandverletzten besteht in der Notwendigkeit, mdglichst rasch
die groflen Wundflachen zu decken, um den Patienten vor Infektionen und
Flussigkeitsverlusten zu schitzen. Die Deckung mit koérpereigenem Material ware
wiunschenswert. Bei kleinflachigen Verbrennungen ist die Spalthauttransplantation
das Mittel der Wahl. Ist eine grol3ere Flache zu therapieren, muss gezichtete, am
besten korpereigene Haut verwendet werden. Die Kultivierung eines autologen
Epidermistransplantates benétigt aber mehrere Wochen. Bis dahin muss die Zeit
durch die Deckung mit anderen tempordren Hautersatz-Materialien Uberbrickt

werden.
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1.3 Entwicklung der Hautziichtung und Transplantation

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Uberblick lber die Entwicklung der

Keratinozytenziichtung und Hauttransplantation gegeben werden.

Der erste Versuch, humane Haut in Kultur zu bringen, geht zuriick auf das Jahr
1898. Ljunggren gelang es, Hautfragmente flir langere Zeit in aszitischer Flissigkeit
zu erhalten und zu retransplantieren. Danach folgten Carrel und Burrows (1910),
Hadda (1912) und Kreibich (1914). Die Zusammensetzung des Mediums in diesen
ersten Kultivierungsversuchen bestand lediglich aus einfacher Salzldsung mit oder
ohne Zusatz von Glucose, angereichert mit biologischen Flissigkeiten, wie Serum
oder Aszites. In den 30er und 40er Jahren entdeckte man, dass Keratinozyten zur
Migration fahig waren (Andreassi 1992). Weitere Fortschritte in den
Kultivierungsmethoden und Medienzusammensetzungen wurden gemacht. Ein
unlésbares  Problem jedoch bestand in der Uberwucherung der
Keratinozytenkulturen durch Fibroblasten, die aber eine  wichtige
wachstumsférdernde Wirkung hatten (Parshley und Simm 1950). Medawar zeigte
1948, dass kultivierte Epidermis auf seinen Spender wieder replantiert werden
konnte (Andreassi 1992). Andere Autoren beschrieben mehr oder weniger
erfolgreiche Transplantationen von suspendierten und trypsinierten epithelialen
Zellen (Bilingham und Reynolds 1952) oder Zellaggregaten, die zur
Epithelneubildung fahig waren (Moscona 1961). Nachdem Cohen 1962 durch den
Zusatz von epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) eine weitere Verbesserung des
Kulturmediums erzielte, gelang es Waymouth schlief3lich 1965 ein standardisiertes
Medium zu entwickeln. Dies ermdglichte erst die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
(Andreassi 1992). Die erste vollstdndig dokumentierte Transplantation autologer
Keratinozyten in Kanninchen beschrieb Karasek 1968. Ein grofRer Schritt gelang
Karasek und Charlton 1974 mit der Zichtung von Keratinozyten auf Kollagen
beschichteten Plastikschalen. Damit erkannte man die Notwendigkeit eines ,feeder
layer®, einer Unterlage fir die Keratinozyten. Letal bestrahlte, sogenannte 3T3
Fibroblasten oder durch Mitomycin gehemmte Fibroblasten sicherten gutes
Zellwachstum. Das Problem der Uberwucherung der Kulturen mit Fibroblasten war

gel6st (Andreassi 1992). Der absolute Durchbruch bestand in einer von Rheinwald
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und Green (1975) etablierten und perfektionierten Kultivierungstechnik, bei der es
maoglich war, grof3e Zellmengen zu zichten und diese durch nachfolgende
Subkultivierung nochmals zu erweitern. Des weiteren zeigten sie, dass EGF ein
potenter Stimulator fir Keratinozytenkulturen ist, die Koloniebildung verstarkt und die
Zellausbeute erhoht (Rheinwald und Green 1977). Seither wurden die
Kultivierungstechniken weiter verfeinert. In den 80er Jahren erkannte man die
wichtigen Funktionen von Calciumkonzentration, Spurenelementen,
Wachstumsfaktoren, Hormonen, Hydrocortison, Transferrin und Insulin. Die Studien
fuhrten zu einem perfekt zusammengesetzten Medium. Damit war es mdoglich,
Keratinozyten ohne ,feeder layer* zu ziichten. Sie wuchsen subkonfluent in einer
Einzelzellschicht, relativ undifferenziert, konnten aber dennoch ausdifferenzieren und
in mehreren Schichten wachsen. Dazu mussten sie in ein mit fetalem Rinderserum
angereichertes Medium tberfuhrt werden (Pittelkow und Scott 1986). Man konnte
also entweder subkonfluente, wenig differenzierte Keratinozyten ztichten, oder durch
Kultivierung in serumhaltigem Medium, ausdifferenzierte, in mehreren Schichten
konfluent wachsende Keratinozyten gewinnen. Eisinger et al. (1979) gelang sogar
der Nachweis, dass Zellproliferation und -differenzierung weder ein ,feeder-layer”,
noch ein Kollagensubstrat braucht. Hohe Konzentrationen von fetalem Rinderserum
oder Hormonzuséatze sind ebenfalls nicht no6tig. Des weiteren st die
Kultivierungsdauer von subkonfluent gezichteten Keratinozyten kirzer, die

Transplantation dieser Kulturen also friher moéglich.

Die Zichtung epidermaler Zellen zu transplantablen Kolonien in fest definierten
Medien war einer der Meilensteine in der Geschichte der Hautzichtung. Damit
konnten die Anfange fur den Klinischen Einsatz zur Deckung von Hautdefekten

gemacht werden.

1.4 Klinischer Einsatz

Wie schon erwahnt wurde der Grundstein fir die Hauttransplantation durch die
richtungsweisenden Entwicklungen von Rheinwald und Green (1975) gelegt. Es stellt

sich nun die Frage, in wie weit diese Methoden zur klinischen Anwendung kommen.
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Nach Abschluss der ersten Transplantationsversuche an Mausen ohne
Thymusdrise versuchten sich O Connor und Mulliken an Transplantationen bei
Erwachsenen mit teilweise drittgradigen Verbrennungen (O Connor und Mulliken
1981). Drei Jahre spater behandelten Gallico et al. (1984) bereits Kinder mit mehr
als 90% verbrannter Korperoberflache, unter denen wiederum Uber 80% drittgradig
waren. Compton et al. (1989) untersuchten in Langzeitstudien den Heilungsverlauf
nach der Behandlung mit kultivierten, autologen epidermalen Transplantaten. Dabei
wurden die Patienten bis zu funf Jahre postoperativ betreut und die strukturellen
Veranderungen an Dermis und Epidermis uber die Zeit histologisch erfal3t. Nach
einer Woche waren die Wunden bereits epithelisiert. Die Bildung einer
Basalmembran zeigte sich nach vier Wochen, wahrend sich Rete-Leisten und
Ankerfibrillen, die zum histologischen Bild normaler Haut gehéren, erst nach ein bis
zwei Jahren ausbildeten. Melanozyten wanderten tberwiegend sekundar ein. Es
dauerte zwischen vier Wochen und sechs Monaten bis die Repigmentierung
abgeschlossen war. Langerhans Zellen migrierten innerhalb von zwei bis sechs
Monaten aus der peripheren Blutbahn in die neu gebildete Haut ein (De Luca et al.
1988).

In den letzten 25 Jahren, seit der Einfihrung der Technik durch Rheinwald und
Green, sind diese Art der Hauttransplantate nahezu unverandert hergestellt und
verwendet worden. Der groRe Vorteil liegt darin, dass nur ein kleines Stiick Haut
entnommen werden muss und nach entsprechender Kultivierung genug Material zur
Deckung der gesamten Kérperoberflache gewonnen werden kann. Nach Still et al.
(1994) erfolgt gegen autologe Zellen keine AbstofRungsreaktion, so dass ein
optimaler Transplantationserfolg erreicht werden kann. Die funktionellen und
asthetischen Ergebnisse sind durch den Einsatz kultivierter epidermaler
Transplantate denen der narbigen Spontanheilung, mit Ausbildung von Kontrakturen

oder hypertrophen Narben, Uberlegen (Muhlbauer et al. 1995).

Heute werden die epidermalen Transplantate nicht mehr nur zur Deckung von
Brandwunden gezlichtet, sondern auch zur Behandlung von anderen pathologischen
Hautveranderungen. Gallico et al. (1989) exzidierten erstmals einen grol3en

Tierfellndvus und deckten den Defekt mit kultivierten epidermalen Transplantaten.
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Auch Dbei chronisch vendsen Ulcera am Unterschenkel konnte eine bessere
Wundheilung erzielt werden (Leigh et al. 1987). Weitere Einsatzmdglichkeiten far
kultivierte epidermale Transplantate bestehen beispielsweise in der Behandlung von
chronisch entzindlichen Mittelohr- und Mastoiderkrankungen (Premachandra et al.
1993), der dystrophischen Epidermolysis bullosa (Verplancke et al. 1997), Pyoderma
gangraenosum (Limova und Mauro 1994), oder Vitiligo und Hypomelanosis (Hann et
al. 1995, Kumagai und Uchikoshi 1997). Ebenso wurden schon erfolgreiche
Transplantationen nach Exzisionen von Tatowierungen beschrieben (Kumagai et al.
1994).

Die Einsatzmdglichkeiten der geziichteten epidermalen Transplantate sind also sehr
vielfaltig. Der gr63te Vorteil liegt in der Tatsache, dass aus einem winzigen
Spenderhautstiick in einigen Wochen eine grol3e Flache an Haut geziichtet werden
kann. Des weiteren beschleunigt der Einsatz epidermaler Hauttransplantate zur
Deckung von Wunden die Wundheilung und vermindert Schmerzen (Teepe et al.
1993).

15 Ziel der Untersuchungen

Kultivierte epidermale Transplantate haben in den letzten Jahren zunehmend an
Attraktivitdt gewonnen. Durch die Optimierung der Kultivierungsmethoden ist es
gelungen, eine vielversprechende Alternative gegentber den herkémmlichen
Spalthauttransplantationen zur Behandlung von Hautdefekten aller Art zu etablieren.
Verfeinerungen und Abstimmungen in der Medienzusammensetzung, sowie Zusatze
von Hormonen, Wachstumsfaktoren oder anderen Zytokinen haben es mdglich
gemacht, Einfluss auf den Zellzyklus und somit auf die Funktion der Zelle zu nehmen
und die Wundheilung zu beschleunigen. Dennoch birgt dieses Verfahren der
serumhaltigen Kultivierung einige Nachteile in sich. Die Zeit, bis ein konfluentes,
mehrschichtiges Epithel zur Transplantation gebracht werden kann, betrdgt auch
heute noch drei bis vier Wochen. Hinzu kommt, dass durch die mehrmaligen
enzymatischen Abdauvorgénge die Zellen eine verminderte Vitalitat aufweisen. Die
Keratinozyten sind zum Zeitpunkt der Transplantation bereits stark differenziert und
in ihrer Proliferationspotenz vermindert. Auch die Fragilitdt der Transplantate

wahrend der Anwendung stellt ein Problem dar. Hinzu kommt der hohe personelle,
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apparative und finanzielle Aufwand (Muhlbauer et al. 1995; Meuli und Raghunath
1997).

Im Hinblick auf die genannten Nachteile erscheint es sinnvoll, nicht konfluente, wenig
differenzierte und dafir mehr proliferative Keratinozyten auf einem flexiblen
Tragersystem zur Anwendung zu bringen. Durch serumfreie Zellkultur lassen sich
wenig differenzierte Keratinozyten mit hohem Proliferationspotential ztichten. Die
somit gewonnene Zellsuspension muss nur noch auf ein geeignetes Tragersystem
aufgebracht werden. Diese Aufgabe soll der Microcarrier erfillen. Die
Microcarriertechnik wurde in der Mikrobiologie entwickelt, um Zellen tierischer und
humaner Herkunft, einschlieB3lich epithelialer Zellreihen im grol3en Malistab
anzuzichten (Van Wezel 1967). Microcarrier werden als Microsphéren aus
synthetischen oder biologischen Substanzen hergestellt. Diese unterscheiden sich in
GrofRe, Porositat und Oberflacheneigenschaften (Pharmacia LKB Biotechnology
1989). Erste in-vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass Microcarrier als
Tragersystem fur subkonfluente Keratinozyten sehr geeignet sind und deren
Migration und Proliferation mit Ausbildung eines mehrschichtigen Epithels erlauben
(Hecht et al. 1997).

Ziel der vorliegenden Studie ist die Behandlung von standardisierten Vollhautwunden
am Schwein mit einem flexiblen Epidermistransplantat. Dieses Transplantat besteht
aus subkonfluenten Keratinozyten auf Microcarriern, die in einem Gel aus hydrierter
Methylzellulose suspendiert sind. Zwei Sorten von Microcarriern werden getestet.
Zum einen Microcarrier aus kollagenbeschichteten Dextranmolekilen, und zum
anderen Microcarrier aus bovinem Kollagen Typ I. Die Microcarrier sollen von
Schweinekeratinozyten besiedelt werden, und deren Migration und Proliferation in
den Vollhautwunden untersucht  werden. Durch histologische und
immunhistochemische Untersuchungen ist zu Kklaren, ob dieses flexible
Epidermistransplantat einen schnelleren Wundverschluss bewirkt, und wie das neu
gebildete  Epithel charakterisiert ist. Gleichzeitig werden verschiedene
Proteinkonzentrationen und Wachstumsfaktorkonzentrationen in Wundflliissigkeiten
und Serum gemessen. Die Kontraktion der Wundflachen wird durch planimetrische

Messverfahren bestimmt. Daneben st die biologische Vertraglichkeit und
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Abbaubarkeit des Tragersystems von Bedeutung. Durch die Applikation in Form
eines streichfahigen Gels lassen sich mit dem flexiblen Epidermistransplantat auch
unebene und schwer zugangliche Wunden behandeln. Je nach Zusammensetzung
des Microcarriers kdnnen zudem verschiedene Matrixproteine wie Kollagen, Elastin,

Proteoglykane und ahnliches in die Wunde gebracht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Das epikutane Wundkammermodell am Deutschen Landschwein

2.1.1 Versuchstiere und experimentelle Hautwunden

Alle Versuche werden bei der Regierung von Oberbayern zur Durchfihrung von
Tierexperimenten angezeigt und genehmigt und in der Abteilung fir experimentelle

Chirurgie der Technischen Universitat Minchen durchgefuhrt.

Verwendet werden deutsche Landschweine mit einem Gewicht von 20 bis 25 kg zu
Beginn der Versuchsreihen. Alle Schweine stammen aus dem staatlichen Lehr- und
Versuchsgut Grub in Oberbayern und werden im Institut fir experimentelle Chirurgie

unter konstanten Bedingungen und normaler Kost gehalten.

Zur Spalthautentnahme fir die Keratinozytenziichtung werden die Tiere mit
Ketamin / Xylazin intramuskular sediert und durch einen vendsen Zugang mit
Propofol intravends anasthesiert. Alle spateren Eingriffe, wie die Erzeugung der
Vollhautwunden, Verbandswechsel und Entnahme von Biopsiematerial, werden,
nach einmaligem Legen eines zentralvendsen Katheters, mit einer
Einleitungsanasthesie mittels Propofol i.v. und anschlieBender Intubationsnarkose
mit Isofluran, Sauerstoff und Lachgas durchgefiihrt. Wahrend der Eingriffe werden
kontinuierlich Herzfrequenz, Atemfrequenz, rektale Kérpertemperatur und periphere
Sauerstoffsattigung gemessen. Postoperativ erfolgt eine routinemallige Therapie mit
Metamizol tber drei Tage, bzw. bei Bedarf dariber hinaus. Am Versuchsende
werden die Tiere nach Einleitung einer Inhalationsnarkose durch eine einmalige
I.v.-Injektion von 5 g Thiopenthal-Natrium (Pentothal, Abbott Laboratories, Chicago,
USA) geopfert.

Fur die Keratinozytenziichtung wird 14 Tage vor Versuchsbeginn Spalthaut glutaal
und nuchal entnommen. In Seitenlage erfolgt eine Enthaarung des betreffenden
Hautareals mittels Nassrasur und eine anschlieRende Hautdesinfektion und
Entfettung (je drei Minuten 7,5 %iges Polyvidoniod, 10 %iges Polyvidoniod, 70 %iger

Isopropylalkohol  und  Trichlorethylen). Nach  sterilem  Abdecken des

14



2 MATERIAL UND METHODEN

Operationsgebietes wird unter Verwendung eines elektrischen Padgett Dermatoms
(Kansas City Assemblage Co. Inc., Kansas City USA) die Spalthaut in einer GroRRe
von ca. 100 cm? und 0,3 mm Dicke gewonnen. Die Haut wird in ein mit speziellem
Transportmedium, bestehend aus 500 ml DMEM und je 5 ml Ciprobay 100 und
Amphotericin B 100x, gefilltes Gefal3 tberfuhrt und sofort zur weiteren Verarbeitung

in das Zellkulturlabor der Firma Boehringer in Penzberg gebracht.

Beim Setzen der Vollhautwunden wird die gesamte Ruckenhaut des Tieres in
Bauchlage zunachst wieder nass rasiert und anschlieBend durch eine jeweils
dreiminitige Anwendung von 7,5 %igem Polyvidoniod, 10 %igem Polyvidoniod und
70 %igem Isopropylalkohol desinfiziert und mit Trichlorethylen entfettet. Nach
sterilem Abdecken wird jede Hautwunde mit einem sterilen Farbstift und einer
Schablone (15 mm x 15 mm) markiert. Die Wundrander werden danach mit blauer
Tusche tatowiert, um die Wundkontraktion im Zeitverlauf photoplanimetrisch messen
zu kénnen. Die Exzision der Wunden erfolgt mit einem Skalpell der GroRe 11 und
erfasst sowohl Epidermis als auch Dermis bis auf das subkutane Fettgewebe der
Faszie des darunterliegenden Muskels, der in toto erhalten bleiben soll. Die
Blutstillung wird durch Kompression und gezielte monopolare Elektrokoagulation von
blutenden GefélRen erreicht. Die Uniformitat der Wunden wird anhand histologischer

Schnitte der Exzidate tUberpruft.

Pro Tier werden insgesamt 20 Wunden gesetzt, wobei diese den jeweiligen
Versuchsgruppen randomisiert zugeordnet werden. Die typische Anordnung mit der
symmetrisch-paraspinalen Platzierung der Wunden st in Abbildung 4

wiedergegeben.
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PEEREEEREE
6000000000

Abbildung 4: Anordnung der paraspinal platzierten Wunden am Schwein.

In den Langzeitversuchen wird die Grof3e der Wunden auf 25 x 25 mm erhoht. Die
Wundanzahl insgesamt sinkt auf n=14, je Schwein.

2.1.2 Vinylkammer und Flussigkeitsmilieu

Alle Hautwunden werden mit einer wasser- und luftdichten Vinylkammer (P.A.
Medical Corp., Colombia, TN, USA) bedeckt. In Abbildung 5 ist eine derartige
Wundkammer dargestellt.

Aufsicht Seitenansicht

adhasiver
Vinylrand

auf der
Hautoberflache

Kammer aus
transparentem
Vinyl

'''''

Offnung in
Bodenplatte
15x15 mm

Abbildung 5: Die Brigham-Wundkammer nach Breuing et al. 1992.
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Die selbstklebende Bodenplatte ermdglicht ein Befestigen der Kammer auf der die
Wunde umgebenden intakten Haut. Die zentrale Offnung entspricht exakt der
Wundflache. Zusatzlich wird der Sitz der Basisplatte durch das Aufbringen von
Stomaadhasivklebstoff (Medical Adhesive, No. 7730, Hollister Inc., Libertyville, IL,
USA) gesichert. Die Kammern werden mit 1,0ml einer ungepufferten
physiologischen Kochsalzlosung aufgefullt (0,9 %ige Natriumchloridldsung mit 100 IE
Benzylpenicillin-Natrium und 100 pg Streptomycin-Sulfat). Die
Antibiotikakonzentrationen entsprechen den Empfehlungen fur Zellkulturen
(Vogt et al, 1993). Auch die Keratinozytensuspensionen werden in dieser Flissigkeit

resuspendiert.
Beim Langzeitversuch betragt das instillierte Kammervolumen 2,5 ml.

Die Vinylkammern werden in taglichen Abstdnden entleert, ausgewechselt und
erneut gefiullt. Das Flussigkeitsvolumen (Kochsalzlosung plus sezernierte
WundflUssigkeit) wird gemessen und flr weitere biochemische Assays vorbereitet.
Dazu werden die Wundflussigkeiten der einzelnen Wunden in 1 ml fassende
Eppendorf-Cups gegeben und bei 4000 rpm fur 15 min zentrifugiert, um eventuelle
Koagel oder zellulare Bestandteile von der eigentlichen Wundflissigkeit zu trennen.
Der Uberstand wird in mehreren Eppendorf-Cups aliquotiert, mit den genauen
Versuchsdaten beschriftet und bei - 80°C sofort tiefgefroren. Nach dem gleichen
Prinzip wird am Operationstag und den jeweiligen Biopsietagen vendses Blut aus
dem Katheter entnommen, zentrifugiert, das so gewonnene Serum aliquotiert und

eingefroren.

Im Langzeitversuch erfolgt der Wundverband nach dem 12. postoperativen Tag mit
einer nicht-adhérenten Fettgaze (Jelonet”, Smith & Nephew, GB).
2.1.3 Mikrobiologie

Um Auswirkungen von Infektionen auf den Heilungsverlauf beurteilen zu kénnen,
werden jeweils an den vorgesehenen Biopsietagen (Tag4, Tag6 und Tag 8)

Wundabstriche aus den Wunden genommen, die zur Biopsie anstehen. So kann
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beurteilt werden, ob die exzidierte Wunde zum Zeitpunkt der Entnahme eine erhohte

Keimbesiedelung aufweist.

Aerobes und anaerobes Wachstum wird auf Blut- bzw. MacConkey-Agar beobachtet.
Die mikrobiologische Untersuchung erfolgt am Institut fur Mikrobiologie der

Technischen Universitat Minchen.

Die Keimbesiedelung wird differenziert in kein Wachstum (--), nur in Anreicherung
(+), vereinzelt +, magig viel ++ und reichlich +++. Als infiziert gilt diejenige Wunde,

die ein Bakterienwachstum zwischen mafig viel und reichlich aufweist.

2.1.4  Wundphotographie und Bestimmung der Wundkontraktion

Alle Wunden werden am Operationstag (Tag0) und an den vorgesehenen
Biopsietagen (Tag4, Tag6 und Tag8) mittels eines speziell angefertigten

Distanzapparates (Abbildung 6) photographiert.

Abbildung 6: Distanzapparat.
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Fur die Auswertung und Vermessung der Bilder wird das Messprogramm
SigmaScan®, Image Measurement Software, Version 4.01 von Jandel Scientific
verwendet (Copyright 1987-1997, SPSS Inc.).

Zunachst wird dabei die Originalwundflache vom Tag 0 mit der Maus umfahren und
so vermessen. Der Grad der Epithelisierung, bzw. Kontraktion der Wundflachen an
den folgenden Biopsietagen zeigt sich durch eine Reduktion der gemessenen
Wundflache.

2.1.5 Histologie und Rasterelektronenmikroskopie

Das Biopsiematerial der Wunden wird zu den vorgegebenen Zeitpunkten mittels
kompletter Exzision unter Mitnahme umgebender intakter Haut gewonnen. Die
Gewebeproben werden in 10 %igem Formalin fixiert und zur weiteren histologischen
Aufarbeitung in das pathologische Institut der LMU Miuinchen gebracht. Nach
Paraffineinbettung der Exzidate werden Schnitte sowohl aus dem Wundzentrum, als
auch von den Wundrandern angefertigt und mit Hamatoxilin und Eosin gefarbt. Alle

Schnitte werden lichtmikroskopisch ausgewertet und fotodokumentiert.

Erganzend zu den lichtmikroskopischen Untersuchungen werden einige Schnitte der
vollbehandelten Gruppen unter dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet (Institut

fur experimentelle Chirurgie der TU Minchen).

2.1.6 Immunhistochemie

An den gewonnen Exzisaten werden dartber hinaus auch immunhistochemische
Farbungen nach der Peroxidase-Antiperoxidase-Methode durchgefuhrt. Zu Beginn
der Versuchsreihen werden die Antikdrper Cytokeratin (CK) 5 und 10, KL-1, Laminin,
Kollagen (K) IV und Vimentin verwendet. Im weiteren Verlauf der Experimente
(Langzeituntersuchungen) wird die Immunhistochemie auf die Antikérper
CK 5,6 und 10, CD 11b, CD 68, CD 79a, CD 3 und PGP 9,5 (protein gene product
9,5) umgestellt.

Zur Spezifitat der einzelnen Antikdrper siehe folgende Tabelle 1.
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Antikorper gegen

Spezifitat

Cytokeratin CK 5/6

farbt im normalen Plattenepithel Basalzellen und z.T. Stratum

spinosum

CK 10 reagiert mit Cytokeratin 10 in suprabasalen, weit differenzierten
Schichten verhornender und nichtverhornender Epithelien

KL-1 Pan-Epithelmarker

Laminin ubiquitarer Basalmembranbestandteil, Matrix-Protein

Kollagen K IV ebenfalls ubiquitdrer Basalmembranbestandteil, Matrix-Protein

Vimentin fur mesenchymal differenzierte Zellen

CD3 reagiert mit T-Zellen auf CD 3 Antigen

CD 11b bindet an Komplementrezeptor Typ 3, einem Plasmaprotein auf
Monozyten

CD 68 reagiert mit Makrophagen sowie Monozyten und Granulozyten
des peripheren Blutes

CD 79a reagiert mit B-Zellen auf CD 79a Antigen

PGP 9,5 reagiert mit neuronalem zytoplasmatischen Protein PGP 9,5;

Marker fur alle efferenten und afferenten Nervenfasern und

neuroendokrinen Zellen

Tabelle 1: Zusammenfassung der verwendeten Antikdrper und deren Spezifitat.

2.1.7 Proteinmessung

Die tagliche Bestimmung von Gesamtprotein in der Kammerflissigkeit dient als nicht

invasiver, endogener Marker fir die vollstandige Reparation der epithelialen Barriere.

Durch die Neubildung des Epithels nimmt die Permeabilitat fir endogenes Protein ab

und es kommt dadurch folglich auch zu einer Verminderung des Proteingehaltes in
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der Wundflussigkeit (Breuing et al. 1992). Parallel dazu soll auch das Serum auf
seine Proteinkonzentration untersucht werden, um eventuelle Veranderungen uber

den Versuchszeitraum zu erfassen.

Zur Messung des Proteins dient der BCA-Assay der Firma Pierce, USA. Mit diesem
kann quantitativ die Proteinkonzentration der Kammerflissigkeit gemessen werden.
Dazu wird ein Teil der aliquotierten und tiefgefrorenen Wundflissigkeiten bei
Raumtemperatur aufgetaut und im Verhaltnis 1:10 mit physiologischer
Kochsalzlésung verdiinnt. In 96-well Mikrotiterplatten werden nun jeweils 10 ul aller
Losungen nacheinander in die Mikrotiterplatten pipettiert. Zur Kontrolle der
Messgenauigkeit wird von jeder Probe eine Dreifach-Bestimmung durchgefiihrt. Als
nachstes werden alle ,wells* mit 200 pl der vorgefertigten Reaktionsldsung beschickt
und fur mindestens 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die entstandene Absorption des
Prazipitates kann nun bei 550 nm spektrophotometrisch gegen einen zuvor
festgelegten Proteinstandard gemessen werden. Aus den Standardwerten mit
bekannten Proteinkonzentrationen kann so mittels linearer Regression die
Konzentration der verschiedenen Proben errechnet werden. Dies erfolgt nach
folgender Formel.

oD, (100

st

Proteinkonzentration(mg/ml) =

OD, = optische Dichte der unbekannten Probe
ODq; = optische Dichte Standard

2.2 Bestimmung der Wachstumsfaktoren in der Wundflissigkeit

Zur Bestimmung der Wachstumsfaktoren in den Kammerflissigkeiten und
Serumproben werden die tiefgefrorenen Aliquots bei Raumtemperatur aufgetaut und

mittels ELISA-Analysen bestimmt.

Der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Quantikine”, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) beruht auf dem quantitativen ,Sandwich-Prinzip“, bei dem
eine Mikrotiterplatte (96 well) mit einem monoklonalen Antikbrper gegen den

jeweiligen Wachstumsfaktor beschichtet ist. Standards und Proben (200 pl/well)
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werden in die Platte hineinpipettiert und zwei Stunden lang bei Raumtemperatur
inkubiert. Auf diese Weise wird vorhandener Wachstumsfaktor vom immobilisierten
Antikorper an die Platte fixiert. Durch dreimaliges Auswaschen mit Waschpuffer
(400 pl/well) wird freies Protein der Standards und Proben entfernt. Danach wird
enzymgebundener polyklonaler Antikbrper spezifisch fir den jeweiligen
Wachstumsfaktor (200 pl/well) hinzugegeben und bei Raumtemperatur eine Stunde
inkubiert. Durch diesen zweiten Antikorper wird das Wachstumsfaktormolekul
sandwichartig an das Enzym gebunden. Es erfolgt erneut dreimaliges Waschen, um
freies Antikdrper-Enzym-Reagens zu eliminieren. Anschlieend wird Substrat
(Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin zu 200 pl/well) hinzugegeben. Durch
Reaktion des an den Wachstumsfaktor fixierten Enzyms mit dem Substrat entsteht
eine Farbreaktion proportional zur Menge des Wachstumsfaktors. Die
Farbentwicklung wird mit 2N-Schwefelsdure gestoppt. AnschlieRend erfolgt die
spektrophotometrische Messung der optischen Dichte bei 450 nm. Die Konzentration
in der Probe, angegeben in pg/ml, wird durch Korrelation mit der optischen Dichte

der bekannten Standardkonzentrationen ermittelt.

Alle Proben werden in Dreifachbestimmung angesetzt und gemittelt. Fur die
Standardkurve wird eine logarithmische Darstellung gewahlt. Eine Transformation
der Werte in die Endkonzentration von pg/ml wird durch eine Regressionsanalyse

erreicht.

FUr unsere Untersuchungen sind die Faktoren PDGF (Platelet-Derived Growth
Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF-B1 (Transforming Growth Factor [31)
und TGF-B2 (Transforming Growth Factor 32) von Interesse.

Die Bestimmung der Wachstumsfaktoren wird in den Zellkulturlaboren der Firma

Boehringer Mannheim in Penzberg durchgefihrt.

2.3 Transplantation von Keratinozyten in kutane Wunden

231 Gewinnung und Kultivierung

Primare Keratinozytenkulturen werden aus Spalthaut gewonnen. In Vollnarkose wird

jedem Tier ca. 100 cm? Spalthaut von 0,3 mm bis 0,5 mm Dicke glutdal und nuchal
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entnommen und sofort in spezielle Transportlosung (500 ml DMEM + 5 ml
Ciprobay 100 + 5 ml Amphotericin B 100x) Utberfuhrt. Im Labor wird die Haut von
subcutanem Fettgewebe befreit und anschlielBend Uber Nacht mit Dispasel6sung
(0,25 % Dispase in Gibco-sf Medium, Boehringer Mannheim) in einer Petrischale bei
37°C inkubiert. Am nachsten Morgen werden die Hautsticke dreimal mit jeweils
20 ml DMEM gewaschen und mit Pinzetten die Epidermisanteile von der Dermis
abgeschabt. Die DMEM-L6sung tribt sich. Die so entstandene Einzelzellsuspension
wird durch einen Cell-Strainer (Falcon, Porengrof3e 100 um) gegeben, um grol3e
Epidermisstiicke zurlickzuhalten. Die Dispase wird durch Zugabe von fetalem
Kalberserum (FCS) endgultig gestoppt. Die Keratinozytensuspension wird 10 min bei
2000 rpm  zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet in
Kulturmedium aufgenommen. Das serum-reduzierte Medium besteht aus Calcium-
freiem Opti-MEMR-l (Gibco-BRL, Life Technologies), angereichert mit 10% DMEM
(Gibco-BRL, Life Technologies) und Penicillin 100 IE / Streptomycin 100 ug je ml, 2
mM L-Glutamin, 1,25 pg Amphotericin je ml und 1% FCS. Die endgultige Calcium-
Konzentration wird durch Hinzugabe von 1 M CaCl, auf 0,05 mM Ca’" eingestellt.
Anschlieend wird die Zellzahl und die Vitalitdit mittels Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Dazu werden jeweils gleiche Volumina der Zellsuspension mit dem
Farbstoff Trypanblau vermischt. Nach ca. zwei Minuten farben sich tote Zellen mit
dem Farbstoff an. In der Zahlkammer kann nun sowohl die Anzahl der vitalen, als
auch die Anzahl der toten Zellen bestimmt werden. Fir die optimale Einsaat einer
Primarkultur ist eine Zellzahl von 1x10°/cm2 bei mindestens 50 %iger Vitalitat
ausreichend. Diese erfolgt in, mit Rindercollagen beschichteten, T 162-Kolben mit
jeweils 50 ml Kulturmedium. Das Kulturmedium setzt sich aus 500 ml Opti-MEM
+50ml DMEM +55ml FCS +5ml Ciprobay 100 +5 ml Amphotericin B 100x
zusammen und wird in zweitdgigen Abstanden gewechselt. Bereits nach zwei
Stunden hat sich die Héalfte der eingesaten Keratinozyten gleichmaldig am Boden der
Kulturflasche abgesetzt. Nach der Einsaat lagern sich die Zellen in der Regel zu

Clustern zusammen. Um sie herum bilden sich Proliferationsinseln.

Die weitere Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchte. Um eventuell tote und adharente Zellen aus der Kultur zu entfernen

kann diese kurz antrypsiniert (5 min Trypsin / EDTA 1x, Boehringer Mannheim) und
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mit frischem Medium gewaschen werden. Ist der Boden des Kolbens zu etwa 80-
90% mit einem konfluenten Zellrasen bewachsen missen die Zellen passagiert

werden, da sie ansonsten ihr Wachstum irreversibel einstellen.

Zur Passage wird das Medium vollstandig abgesaugt und die Zellen fir ca.
25 Minuten mit einer Enzymlosung, bestehend aus 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA
in PBS, inkubiert. Nach dieser Zeit wird der Kolben 2-3mal hart aufgeschlagen, um
die Zellen abzuldsen. Es resultiert eine milchige Lésung. Durch die Zugabe von 5 mi
FCS kann die Reaktion des Trypsins gestoppt werden. Die Zellsuspension wird
5 min bei 300 g zentrifugiert, der Uberstand abkantiert und das Pellet wieder in
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellzahl wird bestimmt. Die Aussaatdichte in den

Passagen soll 2x10* / cm2 betragen.

2.3.2 Microcarrier (MC)

2.3.2.1 Aufbau und Vorbereitung

Zu Beginn der Versuchsreihen werden zwei Arten von Microcarriern verwendet.
Dabei handelt es sich zum einen um Cytodex-3-Microcarrier (Pharmacia, Stockholm)
aus Dextran und zum anderen um Cellgen-Microcarrier (Koken Co. LTD, Tokio) aus

Rinderkollagen. Im folgenden sollen beide Microtrager (Beads) beschrieben werden.

Der Durchmesser der Dextran-Beads betragt 100-230 um. Die Matrix besteht aus
vernetzten Dextranmolekilen. Die Oberflache dieser Microcarrier ist mit
Schweinekollagen Typ | homogen Uberzogen. Auf dieser Schicht adhérieren neben
Keratinozyten auch Hepatozyten, Endothelien, Fibroblasten und Chondrozyten
(Pharmacia LKB Biotechnology, 1989). Cytodex 3" (Pulver) muss in PBS zunachst
Uber Nacht quellen. Die Microcarrier setzen sich am Boden des Gefal3es ab und das
PBS wird nach und nach durch serumfreies Kulturmedium ersetzt, bis eine
Konzentration von 1 x 10° MC/ ml Medium resultiert. Diese Losung kann bis zur

weiteren Verwendung bei +4°C gelagert werden.

Die Koken-Beads sind mit einem Durchmesser von 200-350 um etwas gréf3er als die
Dextran-Beads. Der gesamte Microtrager setzt sich aus vernetztem

Rinderhautkollagen zusammen und hat keine spezielle Beschichtung. Die Hautzellen
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haften somit direkt auf dem Kollagen. Cellgen-MC werden bereits aufgequollen in
einer Konzentration von 3 x 10° MC / 15 ml PBS in PBS geliefert. Zur Umstellung auf
das Keratinozytenmedium werden die Microcarrier sanft zentrifugiert (10 min bei
100 g). Der Uberstand wird verworfen und die Beads in Kulturmedium resuspendiert.
Fur die weitere Verwendung wird eine LOsung mit einer Endkonzentration von
1 x 10°> MC / ml Medium hergestellt und bei +4°C gelagert.

2.3.2.2 Besiedelung der Microcarrier mit Keratinozyten

Die Besiedelung der Microtrager mit den Keratinozyten erfolgt unabhangig von der

Tragerart mit der Spinner-Kulturtechnik.

Dabei werden die subkultivierten Keratinozyten mit Trypsin wieder in Suspension
gebracht und mit den vorbereiteten Microtragern fur 72 h bei 37°C, 5% CO, und 95%
relativer Luftfeuchte inkubiert und alle 90 min fir 30 sec mit 20 rpm geschuttelt.

Das Verhaltnis von Microcarriern zu Keratinozyten betragt 1:20. Dies entspricht in
einem Spinnerkulturvolumen von 20 ml der Anzahl von ca. 1x10° Microtragern und

der zwanzigfachen Menge an gelésten Zellen.

2.3.3 Transplantationstechnik

Die einzelnen Suspensionen mit den unterschiedlichen Versuchsgruppen (siehe
Kapitel 2.4) werden in Insulinspritzen mit 1 ml Fassungsvermdgen aufgezogen. Die
Wundumgebung wird zunachst mit dem Stomaadhasivekleber unter Abdeckung der
Wunde versehen. Danach wird die Injektionsnadel unter die Befestigungsplatte der
Wundkammer platziert. Die Suspensionen kdnnen so auf die Wunde aufgebracht
werden. Nach der Injektion wird die Nadel unter der Klebeplatte herausgezogen, so

dass auch der Injektionskanal mit der Haut verklebt. (Siehe Abbildung 7)
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Abbildung 7: Injektionstechnik der Suspensionen.

Nach dem selben Prinzip erfolgt auch die Instillation der Antibiotika-Kochsalz-L6sung

beim taglichen Verbandswechsel (siehe dazu Kapitel 2.1.2).

2.4 Versuchsgruppen

Im Verlauf missen zwei Versuchsreihen unterschieden werden. Dadurch ergibt sich
auch eine Veradnderung in der Verteilung und Zusammensetzung der einzelnen

Versuchsgruppen auf die Versuchstiere.

Im ersten Versuchsabschnitt (spéater als Kurzzeitversuch bezeichnet) sollen zunéchst
Methodik und Galenik des flexiblen Epidermistransplantates getestet werden. Es
werden dazu sechs Behandlungsgruppen unterschieden. Auf jedem Schwein werden
insgesamt 20 Vollhautwunden platziert. Fur jede Versuchsgruppe werden so drei
Wunden (n=18) reserviert. Die restlichen zwei Wunden werden als Reservewunden
gesehen und mit der hochsten Therapiestufe behandelt. Die Aufteilung der Gruppen

stellt sich folgendermal3en dar (Tabelle 2).
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2 MATERIAL UND METHODEN

Gruppe 1 0,9 %ige Natriumchloridldsung
Gruppe 2 Microcarrier + NacCl

Gruppe 3 Keratinozyten auf MC + NaCl
Gruppe 4 4 % hydrierte Methylzellulose (Gel)
Gruppe 5 MC + Gel

Gruppe 6 Keratinozyten auf MC + Gel

Tabelle 2: Behandlungsgruppen im Kurzzeitversuch.

Der Prozentanteil der Methylzellulose wurde in Vorversuchen bestimmt. Bei 4%
ergibt sich ein optimales Verhaltnis zwischen ndétiger Fluiditdt und gewinschter
Viskositat, im Sinne eines streichfahigen Gels. In diesem Gel werden je nach
Versuchsgruppe entweder nur die Microcarrier, oder die Keratinozyten-MC-

Suspension aufgenommen.

Im zweiten Versuchsabschnitt (Langzeitversuch) liegt das Hauptaugenmerk auf dem
Einfluss des flexiblen Epidermistransplantates auf die Wundheilung. Die Anzahl der
Versuchsgruppen wird auf zwei (Behandlungsgruppe versus Kontrollgruppe)

reduziert. So ergibt sich nachstehende Konstellation (Tabelle 3).

Gruppe 1 NaCl (Kontrollgruppe)

Gruppe 2 Keratinozyten auf MC + Gel

Tabelle 3: Behandlungsgruppen im Langzeitversuch.

Es werden nur noch die Microcarrier aus Rinderkollagen benutzt.

2.5 Versuchsdauer

Die experimentellen Untersuchungen an den Schweinen kdnnen in Kurzzeitversuche

und Langzeitversuche unterschieden werden.
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Die Dauer der ersten Experimente wird auf acht Tage festgesetzt. Nach dieser
Vorgabe werden insgesamt acht Schweine behandelt und ausgewertet. Die Wunden
werden an den Tagen 4, 6 und 8 biopsiert und fur die histologische Aufarbeitung
vorbereitet. Im Anschluss an diese ersten Versuchsreihen werden nochmals vier
Schweine fur die Dauer von 55 Tagen behandelt. Fir diese Experimente sind die
Biopsiezeitpunkte fur die Tage 4, 8, 14, 21, 28, 35, 41 und 55 vorgesehen.

Einen zusammenfassenden Uberblick tiber das gesamte Wundmonitoring in den

Kurz- und Langzeitversuchen gibt Abbildung 8 und 9.

Proteinbestimmung
Proteinserumspiegel
Wachstumsfaktorenbestimmung

Proteinbestimmung

Proteinserumspiegel
Wachstumsfaktorenbestimmung
Biopsieentnahme
Proteinserumspiegel Mikrobiologie
Planimetrie Planimetrie
w ! g g -
Tag O Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8

Abbildung 8: Zusammenfassung des Wundmonitoring im Kurzzeitversuch.

Biopsieentnahme fiir Histologie und Immunhistochemie

Tag 0 Tag 4 Tag 8 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 41 Tag 55
Abbildung 9: Schematische Darstellung zum zeitlichen Ablauf des Langzeitversuches.
2.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung unserer Versuchsergebnisse erfolgt in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir medizinische Statistik und Epidemiologie der Technischen

Universitat Minchen.

28



2 MATERIAL UND METHODEN

Fur alle Daten werden Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler und das

95%-Konfidenzintervall berechnet. Als Signifikanzniveau wird p < 0,05 gesetzt.

Zur statistischen Berechnung wird dabei die Varianzanalyse mit zwei Faktoren und

Wechselwirkungsfaktor fur unverbundene Stichproben verwendet.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse aller durchgefiihrten Untersuchungen
aufgezahlt. Dabei wird der Heilungsverlauf nach den Resultaten der Kurzzeit- und

Langzeitversuche unterschieden.

3.1 Heilung der Vollhautwunden im Kurzzeitversuch

3.1.1 Mikrobiologie

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen der Wundabstriche aus

unseren Biopsaten sind nachfolgend aufgefihrt.

Insgesamt wurden 120 Wundabstriche untersucht. 36 am Tag 4 und jeweils 42 an
den Tagen 6 und 8. Als infiziert galten alle Wunden, die malig viel oder reichlich
Bakterienwachstum aufwiesen. Eine Wunde konnte auch mit mehreren Erregern

kontaminiert sein.
Bestimmt wurden folgende Erreger:

Koagulasenegative Staphylokokken, Staphylokokkus aureus, Escherichia coli,
Serratia liquefaciens, Enterokokken, Escherichia fergusonii und Enterobacter

spezies.

Im Hinblick auf die Erregerverteilung zeigte sich, dass 35 % der Wunden mit
koagulasenegativen Staphylokokken besiedelt waren. Am zweith&ufigsten waren
Infektionen mit Staphylokokkus aureus (12 %). Der Anteil an Escherichia coli betrug
2 %. Jeweils 0,8 % der Wunden waren mit Escherichia fergusonii und Enterobacter

spezies infiziert.

An Tag 4 waren 18 der 36 biopsierten Wunden keimbesiedelt, an Tag 6 18 von 42
und an Tag 8 17 von 42. Das entsprach einem prozentualen Anteil von 50 %, 43 %
und 40 %. Eine Veranschaulichung gibt Abbildung 10.
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Anzahl der infizierten und nicht infizierten
Wunden in Prozent

A4

Dinfiziert

%

E nicht infiziert

Wundanzahl in

Tag

Abbildung 10: Uberblick Uber den Prozentsatz an infizierten und nicht infizierten Wunden.

3.1.2 Histologie und Immunhistochemie

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung nach HE-Farbung, bzw.
immunhistochemischer Aufbereitung sind Gegenstand dieses Abschnittes. Es wird

dabei nach den Tragergruppen getrennt.

Generell adharierten die Keratinozyten mittels Spinner-Kulturtechnik auf den
Microcarriern am besten, wenn das eingebrachte Verhaltnis
Microcarrier : Keratinozyt bei 1:20 in 20ml Kulturmedium lag. Die
Besiedelungsdichte auf den Microtragern war allerdings nicht homogen, sondern
konnte im Durchschnitt zwischen 10 und 70 % der Oberflache variieren (siehe dazu
Abbildung 11).

R

Abbildung 11: (a) Microcarrier (mc) besiedelt mit Keratinozyten nach 24 h Inkubation, der Balken entspricht

50 um; (b) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines Microcarriers, VergréfRerung x 600.
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Wahrend es in den Kontrollgruppen der Versuchsreihe mit den Dextranbeads zu
einer Epithelisierung ausgehend von den Wundrandern mit kompletter
Defektdeckung im Behandlungsverlauf kam (Abbildung 12), war im selben
Beobachtungszeitraum, aufgrund der massiven Wundheilungsstérung durch die
Dextranbeads, in den Behandlungsgruppen nur eine partielle Defektdeckung

maoglich.

)

Abbildung 12: unbehandelte Kontrollgruppe an Tag 8, kompletter Epithelschluss, HE-Férbung,
VergroéRerung x 25.

Das Dextran verursachte eine ausgepragte granulozytdre und vor allem
histiozytar / riesenzellige  Entzindungsreaktion = mit der  Ausbildung von
Fremdkdrpergranulomen. Die Dextrantrager wurden im Verlauf nur partiell abgebaut.
Siehe dazu Abbildung 13(a) und (b).
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Abbildung 13: Dextranbeads, HE-Farbung an Tag 8; (a) Behandlungsgruppe, Epithelzysten und —nester,
verzogerte Wundheilung, VergroRerung x 25; (b) Gruppe 3, massive Fremdkorperreaktion ohne wesentliche

Degradation der Microcarrier (MC), VergroRerung x 200.
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Insgesamt liel3en sich nur vereinzelt vitale, basal gelegene Keratinozyten mittels
CK 5 nachweisen. Eine Granulationsgewebsbildung erfolgte bereits nach vier Tagen
mit deutlicher Abnahme des Zellreichtums bis zum Versuchsende. Die Expression
von KL-1 und CK 10 wurde mit einer zeitlichen Latenz in den suprabasalen und
apikalen Keratinozyten sichtbar. Laminin und Kollagen IV zeigte sich vom Wundrand
zur Mitte hin mit zunehmender diskontinuierlicher extrazellularer Deposition.
Vimentin war im Granulationsgewebe und punktuell zwischen den basalen
Keratinozyten zu finden. Zentral und in der Tiefe des Granulationsgewebes kam es
zur Ausbildung weniger Epithelnester. Interindividuell zwischen den Versuchstieren
dieser Versuchsreihe lieRen sich im allgemeinen keine bedeutenden Unterschiede

erkennen.

In den Versuchen mit den Kollagen-MC dagegen lie3en sich geringe Unterschiede
hinsichtlich Entziindung und Ausmald der Epithelisierung zwischen den Schweinen
aufzeigen. Intraindividuell kam es zu keiner nennenswerten Fremdkorperreaktion auf
die Kollagen-MC. Eine granulozytare Entzindungsreaktion in den Gruppen 2, 3, 5,
und 6 im Vergleich zu den Kontrollgruppen ohne Microtrager war nur gering
ausgepragt. Insgesamt fand unabhangig von der Art der Behandlung eine von den
Wundrandern ausgehende Epithelisierung statt. Dabei war die Wunde in jeder
Gruppe nach vier Tagen zu ca. 15-25 %, nach sechs Tagen zu ca. 40-50 % und
nach acht Tagen zu 80-90% geschlossen. Auch hier bildete sich
Granulationsgewebe nach vier Tagen und nahm im Verlauf an Zellreichtum wieder
ab. Auffallend war die Ausbildung von Epithelinseln. Diese war minimal in den
Kontrollgruppen 1 und 4 ausgepragt. Deutlicher zeigte sich dieses Phanomen in den
Gruppen 2 und 5. Hier war die Absiedelung von Epithelnestern auf den Wundrand
beschréankt. Augenscheinlich fanden sich auch die MC gehauft an den Wundrandern.
Zentral waren keine Epithelanhdufungen zu sehen. Am ausgepragtesten war der
Befund in den Gruppen 3 und 6. Epithel bildete sich entlang der MC, sowohl
zahlreich an den Wundrédndern, aber auch zentral in der Tiefe des
Granulationsgewebes, also je nach Lage des MC (Abbildung 14(a) und (b)). Es kam
zur Ausbildung von Epithelzapfen, -nestern und Epithelzysten. Die Epithelschichtung,
sprich Epitheldifferenzierung, war dabei in der Regel nach innen und nur vereinzelt

nach aul3en gerichtet.
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Abbildung 14: Behandlungsgruppe mit Kollagen-Beads, HE-Farbung an Tag 8; (a) Epithelzysten und —nester
zentral im Granulationsgewebe, Vergréerung x 25; (b) Microcarrier (MC) als Leitschiene fur Epithelisierung,
VergroRerung x 100.

Immunhistochemisch (CK 5/10) lieRen sich diese Zellen eindeutig von den
Keratinozyten der MC ableiten. Insgesamt nahm die Zahl der nachweisbaren MC
innerhalb von acht Tagen ab. Tabelle 4 stellt diese Ergebnisse noch einmal in

komprimierter Form dar.

Zusammenfassend lasst sich folgendes festhalten. Rein quantitativ. war im
Kurzzeitversuch zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen und deren Einfluss
auf die Epithelisierung kein Unterschied zu erkennen. Qualitative Differenzen
konnten beschrieben werden. Besonders hervorzuheben ist, dass Dextranbeads
eine massive AbstolRungsreaktion auslésten und die Wundheilung storten. Das hatte
ein Absterben der an sie gebundenen Keratinozyten zur Folge. Kollagenbeads riefen
nur in geringem Male Entzindungsreaktionen hervor. Sie bildeten jedoch
Epithelabsiedelungen im Granulationsgewebe. Diese konnten sich, sowohl am
Wundrand wie auch im Zentrum der Wunde, in Nestern, Zysten oder Zapfen

organisieren und waren bis zum achten Tag noch nicht abgebaut.
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Gruppen 1(NaCl) und
4 (Methylzellulose-Gel)

Gruppen 2 (MC +
NaCl) und 5 (MC + Gel)

Gruppen 3
(Keratinozyten + MC +
NaCl) und 6
(Keratinozyten + MC +
Gel)

nach 4 Tagen

Epithelisierung vom
Wundrand ausgehend
15-25%,

geringe granulozytare
und chronisch-
granulierende
Entziindung, keine

Fremdkoérperreaktion

Epithelisierung 15-25%,
leicht vermehrte
granulozytare
Entziindung

(> Gruppe 1), keine
Fremdkdérperreaktion,
MC akkumulieren /
versinken entlang der
Wundrander, dort auch
Ausbildung von

Epithelzapfen

Epithelisierung 15-25%,
Entziindungsreaktion
wie Gruppen 2 und 5,
geringe
Fremdkérperreaktion,
Epithelinseln auch

zentral und in der Tiefe

nach 6 Tagen

Epithelisierung 40-50%,
weniger granulozytare
und mehr chronisch-
granulierende
Entziindung, keine

Fremdkérperreaktion

Epithelisierung 40-50%,
keine
Fremdkdérperreaktion,
MC areaktiv im
Granulationsgewebe
vermindert,

Epithelzapfen

Epithelisierung 40-50%,
geringe
Fremdkdérperreaktion,
zunehmend
Epithelinseln,

-zapfen und -zysten im

ges. Wundgrund

nach 8 Tagen

Epithelisierung 80-90%,
Granulationsgewebe
zellarmer, Epithel

gering verworfen

Epithelisierung 80-90%,
nur wenige MC
vorhanden,
Epithelinseln an
Wundrandern,
oberflachliches Epithel
zentral gering

verworfen

Epithelisierung 80-90%,
nur wenige MC
vorhanden,
Epithelinseln im ges.
Wundgrund verteilt,
oberflachliches Epithel
zentral gering

verworfen

Tabelle 4: Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse der Versuchsreihe mit den Kollagen-Beads.
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3.1.3 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Wundflussigkeit wurde taglich bestimmt. Zusétzlich wurden die
Serumproteinkonzentrationen an den Tagen 0, 2, 4, 6 und 8 ausgewertet. Alle Werte
geben Mittelwerte aus allen Wunden einer Gruppe wieder. AuRerdem wurde eine

Auswertung durchgefihrt, die nur alle nicht infizierten Wunden berticksichtigte.

Es zeigte sich, dass in allen Behandlungsgruppen die Proteinkonzentration der
Wundflussigkeit bis zum Versuchsende hin abnahm. Maximal wurden an Tag 1
Mittelwerte bis 24,4 mg/ml (Gruppe 3) gemessen, der Minimalwert lag bei 13,6 mg/ml
fur die Gruppe 2. Bis zum 8. Tag sanken alle Werte auf Konzentrationen zwischen

9,1 mg/ml (Gruppe 6) und 2,1 mg/ml (Gruppe 3).

Allgemein fanden sich bis zum Tag 4 gleichbleibend hohe Proteinkonzentrationen
um 20 mg/ml. Danach war in allen Gruppen ein Konzentrationsabfall auf Werte unter

10 mg/ml bis zum Tag 8 zu beobachten.

In der statistischen Auswertung zeigte sich insgesamt kein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen und dem Verlauf der

Proteinkonzentration.

Einen Uberblick gibt Abbildung 15.
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Abbildung 15: Proteinkonzentrationen in Wundfliissigkeiten in mg/ml.

Nahm man die als infiziert geltenden Wunden aus der Wertung anderte sich am
Diagrammverlauf nichts. (Siehe Abbildung 16)

Proteinspiegel ohne infizierte Wunden
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Abbildung 16: Proteinkonzentrationen in Wundfliissigkeiten ohne infizierte Wunden.
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Die gemessenen Serumkonzentrationen unterlagen wahrend den 8 Versuchstagen
keinen groReren Schwankungen. Sie bewegten sich um Werte zwischen 40 mg/ml
und 42 mg/ml (Abbildung 17).

Proteinserumspiegel

51
49 4
47 -
45
43
41 1\
39 -
37 -
35 -
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Tage

Proteinkonzentration in mg/ml

Abbildung 17: Proteinkonzentration im Serum.

3.14 Wachstumsfaktoren in Kammerfllssigkeit und Serum

Die Bestimmung der Wachstumsfaktoren mittels ELISA erfolgte nur fir die Gruppen
1 und 6, also Kontrollgruppe gegen Behandlungsgruppe. Daneben wurden noch
Serumwerte zum Vergleich mit gemessen. Eine Auswertung der infizierten Wunden

erfolgte erst gar nicht.

3.1.4.1 PDGF-AB

Insgesamt schwankten die gemessenen Werte zwischen den Schweinen stark. Eine
einheitliche Tendenz war nicht festzustellen. Im Mittel zeigten beide Gruppen bis
zum Tag 6 hohe PDGF-AB Konzentrationen (zwischen 120 und 160 pg/ml). Erst
danach fielen die Werte unter die Nachweisgrenze. Nur bei einem Schwein konnte
fur die Gruppe 6 an Tag 8 noch ein Wert von 85,3 pg/ml gemessen werden.
Abbildung 18 gibt einen Uberblick.
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PDGF-AB Konzentration in pg/ml
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Abbildung 18: In den Wundfliissigkeiten gemessene Konzentration von PDGF-AB in pg/ml.

Die Serumwerte bewegten sich zwischen 182,5 pg/ml und 39,1 pg/ml. Tendenziell ist

ein Abfall bis zum Versuchsende zu beobachten.

3.1.4.2 TGF-B1

Beide Gruppen begannen auf ahnlichem Konzentrationsniveau (2.423 pg/ml in
Gruppe 1 und 1.876,9 pg/ml in Gruppe 6). An Tag 4 zeigte sich ein Anstieg in der
Behandlungsgruppe 6 auf 4.716,0 pg/ml. Dies entsprach dem 1,5-fachen Wert im
Vergleich zur Gruppe 1, die sich ungefahr gleichbleibend auf 2.981,7 pg/ml hielt.
Dieser Konzentrationsunterschied war bis zum sechsten Behandlungstag zu
beobachten. Danach fielen beide Gruppen auf Werte zwischen 1.105,8 pg/ml
(Gruppe 1) und 1.554,5 pg/ml (Gruppe 6) ab. (Siehe Abbildung 19)

Die Serumkonzentrationen fir TGF-1 bewegten sich im Mittel um die 16.000 pg/ml
(Min. 7.400 pg/ml, Max. 21.800 pg/ml).
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TGF-R1 Konzentration in pg/ml
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Abbildung 19: In den Wundflissigkeiten gemessene Konzentration von TGF-1in pg/ml.

3.1.4.3 TGF-2

Die Ausgangskonzentration flr beide Gruppen war nahezu identisch. 795,8 pg/ml in
Gruppe 1 und 785,8 pg/ml in Gruppe 6. Bis zum Tag 4 ereignete sich ein
Konzentrationsanstieg auf 4.940,3 pg/ml fur Gruppe 1 und 7.500 pg/ml fir Gruppe 6.
Das Konzentrationsverhaltnis in Gruppe 6 war im Vergleich zur Gruppe 1 um 50 %
hoher. Die Maximalkonzentration in beiden Gruppen war an Tag 6 erreicht.
8.926,8 pg/ml : 12.511,4 pg/ml (Gruppe 1:6). An Tag 8 zeigte sich immer noch ein
1,7-fach héherer Wert fir die Gruppe 6 (7.371,9 pg/ml) als fur die Kontrollgruppe
(4.210,9 pg/ml).

Die Serumwerte bewegten sich um einen Mittelwert von 5.263 pg/ml (Min.
2.399,7 pg/ml, Max. 6.989,8 pg/ml).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Mittel fir die Therapiegruppe zwischen
Tag 4 und 8 1,5-fach hohere Konzentrationen an TGF-2 zu finden waren, als fur die

Kontrollgruppe. Eine Veranschaulichung gibt Abbildung 20.
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TGF-R2 Konzentration in pg/ml
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Abbildung 20: In den Wundfliissigkeiten gemessene Konzentration von TGF-2 in pg/ml.

3.1.4.4 basic FGF

Der Mittelwert fur die Gruppe 1 an Tag 2 lag bei 7,7 pg/ml, wahrend der Wert fur die
Gruppe 6 27,3 pg/ml betrug. Dies stellte die 3,5-fache Menge an FGF basic dar.
Bereits an Tag 4 hatten sich die Werte fiur beide Gruppen im Bereich von 2-3 pg/ml
angeglichen und blieben auch fir den Rest des Versuchs in einem

Konzentrationsbereich von maximal 6,5 pg/ml (Gruppe 1/ Tag 8).

Die gemessenen Serumkonzentrationen lagen zwischen 1,5 und 7 pg/ml

(Mittelwert 3,3 pg/ml) im gesamten Behandlungszeitraum.

Einen kurzen Uberblick gibt Abbildung 21.
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FGF basic Konzentration in pg/ml
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Abbildung 21: In den Wundflissigkeiten gemessene Konzentration von FGF basic in pg/ml.

3.15 Planimetrie

In der Planimetrie wurde der Grad der Wundkontraktion durch die Verkleinerung der
Flache in Pixel bzw. Prozent gemessen. Da jede Wunde von definierter Groéf3e war,
konnte die Flache an Tag O auf 100 % gesetzt werden. Jede Wundkontraktion

aufert sich in einer Verringerung der Pixelzahl und somit auch in einer prozentualen

Verkleinerung der Wundflache. Wie sich dies im Verlauf photoplanimetrisch darstellt
zeigt beispielhaft Abbildung 22.

Abbildung 22: Photoplanimetrischer Verlauf der Wundheilung von Tag 0 Uiber Tag 4 und 6 bis Tag 8.

Bei einem Ausgangswert von ca. 10.000 Pixel (Min. 9.519 Pixel, Max. 10.021 Pixel)
zeigte sich bis Tag 8 eine stetige Flachenabnahme bis auf Werte zwischen
1.223 Pixel (Gruppe 1) und 2.768 Pixel (Gruppe 6). Betrachtet man die Ergebnisse in
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ihrer prozentualen Verteilung, so nahm auch hier die Wundflache auf Werte
zwischen 15 und 29 % vom Ausgangswert ab. Siehe dazu die Abbildung 23 und
Abbildung 24.
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Abbildung 23: Ergebnisse der planimetrischen Vermessung der Wundflachen in Pixel.
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Abbildung 24: Ergebnisse der planimetrischen Wundflachenbestimmung in Prozent.
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Lasst man die kontaminierten Wunden unbericksichtigt, zeigte sich im Mittel ein
identisches Bild (Abbildung 25 und Abbildung 26).

Planimetrie ohne infizierte Wunden

Pixel

Tag O Tag 4 Tag 6 Tag 8 x G4

Tage

Abbildung 25: Ergebnisse der Wundflachenbestimmung der nicht infizierten Wunden in Pixel.
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Abbildung 26: Bestimmung der Kontraktion der nicht infizierten Wunden in Prozent.

Insgesamt liel3 sich nach statistischer Auswertung der Ergebnisse aussagen, dass
kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen

bestand. Alle Wunden kontrahierten sich bis zum Versuchsende auf ca. 20 % ihrer
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Ausgangsflache. Selbst Wundinfektionen hatten keinen Einfluss auf den Verlauf der
Kontraktion.

3.2 Heilungsverlauf im Langzeitversuch

Im Langzeitversuch wurden die Wunden nur histologisch und immunhistochemisch
ausgewertet.

3.21 Histologie

An Tag 4 zeigte sich in beiden Gruppen eine Ansammlung der MC bevorzugt am
Wundrand. In der Gruppe 2 war bereits eine beginnende Epithelleistenbildung, d.h.

ein Abwachsen der Keratinozyten von den MC sichtbar (siehe Abbildung 27 (a) und

(b)).

Abbildung 27: (a) Flexibles Epidermistransplantat (Gruppe 2) an Tag 4. Microcarrier (mc) mit adhérenten
Epithelzellen (ec) im Granulationsgewebe (gt), Wundschorf (s), Fettzellen (fc); HE-Farbung, VergréRerung x 150;
(b) Kontrollwunde (Gruppe 1) am Tag 4, Wundschorf (s), Fettzellen (fz); HE-Farbung, Vergré3erung x 150.

An Tag 8 waren alle Wunden deutlich kontrahiert. Eine einsetzende Vaskularisierung
war bei beiden Gruppen erkennbar. Der Grof3teil der Kontrollwunden war noch nicht
von Epithel bedeckt. In Gruppe 2 (Behandlungsgruppe) waren die Wunden dagegen
mit deutlicher Leisten- und Zapfenbildung komplett epithelisiert. Die Ausbildung von
Rete-Leisten (siehe Markierungen in Abbildung 28 (a) und (b)) und Anzeichen einer
Verhornung wurden bereits sichtbar.
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Abbildung 28: (a) Flexibles Epidermistransplantat (Gruppe 2) an Tag 8, Microcarrier (mc) mit Epithelinseln,
Granulationsgewebe (gt), Stratum corneum (sc), HE-Férbung, VergréRerung x 100; (b) Kontrollwunde (Gruppe 1)
an Tag 8, Wundschorf (sch), HE-Farbung, Vergréerung x 100.

Nach 14-21 Tagen waren auch die Wunden der Gruppe 1 geschlossen. Das neu
gebildete Epithel zeigte sich teils glatt, teils gut verzahnt. Auch die Epidermis der
Gruppe 2 war eher glatt und wies nur wenige saulenartig angeordnete Epithelleisten
auf (Abbildung 29). Die Zapfen- und Leistenbildung war ricklaufig. Die Microcarrier
waren in beiden Gruppen noch deutlich sichtbar, befanden sich aber teilweise schon
im Abbau.

Abbildung 29: (a) Flexibles Epidermistransplantat (Gruppe 2) an Tag 14, Basalmembran (Pfeil), Epithelzellen
(ec), Stratum corneum (sc), VergrofRerung x 150; (b) Kontrollwunde (Gruppe 1) an Tag 14, HE-Farbung,
VergroéRerung x 150.

An Tag 21 waren die Wunden der Gruppe 1 von verhornender, basal glatter
Epidermis bedeckt. Eine ausgepragte Vaskularisierung war erkennbar. Das Epithel
der Gruppe 2 stellte sich stellenweise noch mit Rete-Leisten, insgesamt jedoch gut

verzahnt und verhornend dar. Drisengewebe, kollagenes Bindegewebe, sowie

46



3 ERGEBNISSE

beginnende Borstenneubildung war erkennbar. In manchen Fallen zeigte sich an den
glatten Epidermisstellen jedoch auch die Tendenz zur Ablésung. Nach einer weiteren
Woche (Tag 28) war in Gruppe 1 die Verzahnung des Epithels sichtbar, ebenso wie
Borstenneubildung, Drisengewebe und kollagenes Bindegewebe. In Gruppe 2 fiel
eine starke Verhornung der Epidermis auf. Es existierten Bereiche mit ausgepragten
Leisten, aber auch voéllig glatte Bereiche. Hautanhangsgebilde blieben weiterhin
erkennbar. Immer noch fanden sich im Abbau befindliche MC, teilweise auch
umgeben von Lymphozyten. An Tag 35 war die Epidermis der Gruppe 1 bis auf die
Randbereiche der Wunden eher glatt mit scheinbar losem Kontakt zur Dermis. Auch
in den Wunden der Gruppe 2 war die Epidermis glatt. Die MC waren noch immer
nicht vollstandig abgebaut. Bis zum Tag41l ergaben sich keine grél3eren
Veranderungen mehr. Das Epithel in beiden Gruppen war teilweise glatt und von der

Dermis abgelost, teilweise gut verzahnt. Auch jetzt fanden sich noch Microcarrier in

den Wunden. Erst an Tag 55 waren keine ganzen MC mehr sichtbar, sondern nur
noch sich im Abbau befindliche (Abbildung 30).

Abbildung 30: (a) Flexibles Epidermistransplantat (Gruppe 2) an Tag 55, Stratum corneum (sc), Epithelzellen
(ec), Basalmembran (bm), Rete-Leisten (Pfeil), HE-Farbung, VergréRerung x 150; (b) Kontrollwunde (Gruppe 1)
an Tag 55, HE-Farbung, VergréRerung x 150.

Zusammenfassend Il&sst sich somit festhalten, dass die Wunden der
Behandlungsgruppe im Vergleich zu den Kontrollwunden schneller epithelisierten. In
der Behandlungsgruppe waren die Wunden nach acht Tagen komplett, mit hoher
Schichtdicke epithelisiert. Ein eindeutiger Unterschied in der Epithelbeschaffenheit
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zwischen den Gruppen fand sich nicht. Insgesamt dauerte es bis zu acht Wochen

bis die Microcarrier abgebaut waren.

3.2.2 Immunhistochemie

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der immunhistochemischen
Untersuchungen spezifisch fir jeden einzelnen Antikérper aufgezahlt. Verwendet
wurden Cytokeratin 5/6, Cytokeratin 10, CD 11b, CD 68, CD 79a, CD3 und
PGP 9.5.

3.2.2.1 Cytokeratin 5/6

Wie bereits erwahnt farbt CK 5/6 im normalen Plattenepithel vor allem Basalzellen.

Nach acht Tagen war eine deutliche Farbung der Keratinozyten, die die Microcarrier
umgeben, bzw. von ihnen abgewandert sind, zu erkennen. Ebenfalls gefarbt stellten
sich die von den MC ausgehenden Epithelleisten dar (vgl. Abbildung 31(a) und (b)).
Etwa die Halfte der MC waren ohne gefarbte Keratinozyten in der Tiefe der Wunden
sichtbar. An Tag 14 war die Anfarbung schwacher. Der Grol3teil der basalen Zellen
der Epidermis war nicht markiert. Auch die gefarbten Epithelleisten und -inseln
nahmen an Anzahl ab. Die meisten MC waren nicht von Keratinozyten umhdillt. Nach
drei Wochen war keine Farbung des Epithels oder der Keratinozyten um die MC

mehr sichtbar.

Abbildung 31: Flexibles Epidermistransplantat, immunhistologische Farbung mit anti-CK 5/6 an Tag 8; (a) CK 5/6
positive, von den Microcarriern abwandernde Zellen (Pfeil), Vergréerung x 150; (b) CK 5/6 positive Epithelleiste,

Microcarrier (MC), Granulationsgewebe (gt), VergréRerung x 150.
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Daraus ergibt sich, dass die basalen Keratinozyten von den Microcarriern initial
abwanderten und spater differenzierten. Aufgrund des unterschiedlichen
Farbeverhaltens des Antikorpers war eine ausgepragte Spezies-Spezifitdt des

humanen Antikdrpers nicht auszuschlieRen (siehe auch Abbildung 32).
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Abbildung 32: Flexibles Epidermistransplantat; (a) Microcarrier (MC) in der Wunde an Tag 8 mit und ohne CK 5/6
positive Zellen, VergréRerung x 150, (b) CK 5/6 positive Epithelzellen an Tag 4 (ez) auf einem Mirocarrier (mc) in

der Wunde, Basalmembran (bm), Granulationsgewebe (gt), Vergré3erung x 150.

3.2.2.2 Cytokeratin 10

CK 10 findet sich in suprabasalen Schichten verhornender und nicht verhornender
Epithelien.

Nach acht Tagen waren in der neu gebildeten Epidermis noch keine CK 10-positiven
Zellen sichtbar. Nur vereinzelt fanden sich in der Wundtiefe um Microcarrier, bzw. in
den Epithelleisten einige angefarbte Zellen (Abbildung 33(a)). An Tag 14 erschienen
in der Epidermis einige CK 10-positive Zellen (Abbildung 33(b)).
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Abbildung 33: Flexibles Epidermistransplantat, immunhistologische Farbung mit anti-CK 10; (a) Tag 8, CK 10
positive Zellen in der Epithelleiste, VergroRerung x 150; (b) Tag 14, CK 10 positive Epithelzellen (ez, Pfeil) in

neugebildeter Epidermis, Granulationsgewebe (gt), Hornschicht (s), VergroRerung x 150.

Im Vergleich dazu waren die suprabasalen Epidermisschichten der Wundrander
deutlich markiert, was auch in den darauffolgenden Wochen so blieb (Abbildung
34(a) und (b)).

Abbildung 34: Flexibles Epidermistransplantat, (a) Tag 14, CK 10 positive Zellen der neugebildeten Epidermis,
Wachstumsrichtung (Pfeil) der vom Wundrand ausgehenden Epidermisneubildung, VergréRerung x 150; (b)
nach drei Wochen CK 10 positive Zellen der neugebildeten Epidermis, VergréRerung x 150.

Durch diese Farbung ist erkennbar, dass die Neubildung der Epidermis
hauptsachlich von den Wundrandern ausging. In der Wundtiefe waren keine
angefarbten Zellen sichtbar. Die initial von den MC abgewanderten CK 5/6-positiven
Zellen hatten sich differenziert und farbten sich nun CK 10-positiv. Eine

Differenzierung von basalen in suprabasale Zellen fand statt.
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3.2.2.3 Makrophage CD 11b

Dieser Antikorper bindet an den Komplement-Rezeptor Typ 3, ein Plasmaprotein,

das auf Monozyten zu finden ist.

Die untersuchten Praparate zeigten nur sehr schwache Anfarbung einzelner Zellen
an den Tagen 35 und 41. Weder um im Abbau befindliche MC noch um in der
Wunde sichtbare Verbandsmaterialreste waren deutliche
Makrophagenansammlungen erkennbar. Eine eindeutige Fremdkdrperreaktion war

nicht zu erkennen.

3.2.2.4 Makrophage CD 68

Das CD 68-Antigen wird von Makrophagen, Monozyten und Granulozyten des

peripheren Blutes exprimiert.

Auch hier wurden erst Praparate zu einem spateren Zeitpunkt, ndmlich von den
Tagen 28, 35 und 41 untersucht. Insgesamt waren nur einzelne, Gber die gesamte
Wunde verteilte Zellen, gefarbt (Abbildung 35(a)). Es zeigte sich keine aufféllige
Makrophagenansammlung um die Microcarrier oder anderes Fremdmaterial
(Abbildung 35(b)). Das bedeutet, dass auch hier keine Fremdkdrperreaktion

nachzuweisen war.
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Abbildung 35: Immunhistologische Farbung mit anti-CD 68 nach mehr als vier Wochen; (a) einzelne CD 68

positive Zellen in der Wunde, VergroRerung x 300; (b) Microcarrier (MC) im Abbau, der Pfeil zeigt eine CD 68
positive Zelle, VergroéRerung x 300.

Insgesamt stellte sich die Farbung nur schwach dar. Zum Vergleich ist in Abbildung
36 die Positivkontrolle menschlichen Lungengewebes gezeigt.

Abbildung 36: Positivkontrolle, CD 68 positive Zellen in der menschlichen Lunge, Vergrof3erung x 150.
3.2.2.5 B-Zellen
Dieser Antikorper reagiert mit dem auf B-Zellen sitzenden CD 79a-Antigen.

An Tag 28 war in der Gruppe 1 eine deutliche Anfarbung von Zellen im Bereich von
in der Wunde verbliebenem Verbandsmaterial erkennbar (Abbildung 37(a) und (b)).

52



3 ERGEBNISSE

P S .
Rl IR
= e 5y sy ."':: 4 o
R !-Q‘ v a .4’ * g Lo
?ﬁ LA S
“f R AR e 5
R Ay bl Ve s ielpd
e .
s A G "
- & 7%
nt T 'k
&

Abbildung 37: Gruppe 1, B-Zellreaktion im Entzindungsbereich um Verbandsmaterial in der Wunde; (a)
VergroRerung x 150; (b) VergréRerung x 600.

In der Gruppe 2 fielen keine positiv gefarbten Zellen um die MC auf. Diese Tatsache
blieb auch an den Tagen 35 und 41 bestehen (Abbildung 38).

Abbildung 38:Flexibles Epidermistransplantat an Tag 35, Microcarrier (MC) im Abbau, keine B-Zell-Reaktion,
VergroRerung x 150.

B-Zellen reagierten auf verbliebenes Fremdmaterial eindeutig positiv, wahrend die
Microtrager keine eindeutige Immunreaktion auslosten.

3.2.2.6 T-Zellen

Mit dieser Untersuchung kdnnen T-Zellen erkannt werden. Der Antikdrper reagiert
mit der intrazytoplasmatischen Region des CD 3-Antigens auf den T-Zellen.
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Nur vereinzelt wurden positiv gefarbte Zellen um Microcarrier gefunden. Starker
farbten sich jedoch Bereiche um Fremdmaterial an. Siehe dazu Abbildung 39 und
Abbildung 40.

Abbildung 39: Flexibles Epidermistransplantat an Tag 35, immunhistologische Farbung mit anti-CD 3,
Microcarrier (MC) im Abbau ohne positive T-Zell-Reaktion, VergréRerung x 300.

Abbildung 40: Immunhistologische Farbung mit anti-CD 3, starke T-Zell-Reaktion um Fremdmaterial in der
Wunde; (a) VergroRerung x 150; (b) VergrofRerung x 300.

Eingebrachtes Verbandsmaterial I6ste somit eine starkere Entziindungsreaktion aus,

als die Reste der Microcatrrier.

3.2.2.7 PGP 9.5

Hierbei handelt es sich um einen spezifischen Antikérper gegen das neuronale
zytoplasmatische Protein PGP 9.5 (protein gene product 9.5). Er ist ein Marker flr

alle efferenten und afferenten Nervenfasern und neuroendokrinen Zellen.
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Es wurden Wunden von den Tagen 14, 21, 28, 35 und 41 untersucht. Dabei waren
deutlich gefarbte Zellen sichtbar. Zusatzlich waren einige wenige, meist
gefalRbegleitende Nerven erkennbar. Insgesamt schienen aber nur wenige Nerven

vorhanden zu sein.

Ein Unterschied zwischen den Gruppen fand sich nicht. Besonders erwahnenswert
war die beobachtete Kreuzreaktion (Abbildung 41), die eine Beurteilung schwierig

machte.

Abbildung 41: Immunhistologische Farbung mit anti-PGP 9,5. Kreuzreaktion in der gesamten Wunde,
VergréRerung x 150.

Zusammenfassend missen die immunhistochemischen Ergebnisse sehr kritisch
bewertet werden. Die Spezies-Spezifitdt (Vergleichbarkeit Tier - Mensch) fur die
einzelnen Antikérper ist nicht genau definierbar. Insgesamt fanden sich keine
Gruppenunterschiede. Die Microcarrier schienen keine grof3eren Immunreaktionen
hervorzurufen. Die Neubildung der Epidermis ging hauptsachlich vom Wundrand

aus. Eine Epitheldifferenzierung konnte vereinzelt beobachtet werden.
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4 Diskussion

4.1 Das Schweinemodell

Zunachst stellt sich die Frage, welches Tiermodell fur die Erforschung der
Wundheilungsmechanismen am geeignetsten ist und in wie weit die Ergebnisse auf

die menschliche Wundheilung Ubertragbar sind.

Kangesu et al. (1993) erforschten die morphologischen Unterschiede von
menschlicher Haut und Schweinehaut. Es zeigte sich, dass nicht nur die Morphologie
sondern auch die Mechanismen der Wundheilung der menschlichen sehr &hnlich
sind. So ist die relative Dicke von Epidermis und Dermis gleichartig. Beide enthalten
eine papillare dermale Schicht, epidermale Reteleisten, Talgdrisen, apokrine
Schweil3driisen, subdermales Fett und eine vergleichbare Haardichte. Unterschiede
finden sich in weniger durchbluteter Dermis und dem Fehlen von eccrinen
Schweil’3driisen beim Schwein. Der Vergleich von geziichteten Keratinozyten zeigte
keinerlei Unterschiede im Aufbau der Hautschichten (Kangesu et al. 1993). Auch
Compton (1994) kam zu dem Schluss, dass das Schwein aufgrund seiner
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit zum Menschen als Tiermodell fir

Wundheilungsstudien am besten geeignet ist.

Obwohl die Maus als Versuchstier sehr einfach in Tierhaltung und Umgang ist
(Compton 1994), besteht hier das Problem, dass gerade bei Nagern die
Wundheilung vornehmlich durch Kontraktion des unter der Haut liegenden Musculus
panniculosus erfolgt (Kennedy und Cliff 1979, Compton 1994). Vergleichende
Studien zeigten, dass die Kontraktion bei Vollhautwunden am Schwein deutlich
geringer ausfallt als bei der Ratte (Chvapil und Chvapil 1992). Danach ist eine
Vollhautwunde am Schwein nach einer Woche zu ca. 40% kontrahiert. Dieses deckt
sich auch nahezu mit unseren Ergebnissen. Daneben ist die Gewinnung von

kultivierbaren Keratinozyten bei pelztragenden Tieren schwieriger (Compton 1994).

Weiterhin scheint die Wahl der Wundenplatzierung am Tier eine Rolle zu spielen.
Zum Beispiel kontrahieren lateral gesetzte Wunden starker als Wunden paraspinal

am Rucken (Chvapil und Chvapil 1992). Untersuchungen von Hinrichsen et al.
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(1997) kamen zu dem Ergebnis, dass nicht nur die Lage, sondern auch Gré3e und

Form der Wunde die Kontraktion und Epithelisierung beeinflussen.

Trotz aller Ahnlichkeit zwischen menschlicher und Schweinehaut bleibt das Problem,
dass bei immunhistochemischen Untersuchungen und auch bei ELISA-Tests
Kreuzreaktionen mit verschiedenen Antikorpern auftreten kdonnen. Kangesu et al.

(1993) beschrieb die dadurch erschwerte Interpretierbarkeit der Ergebnisse.

Zusammenfassend lasst sich nun festhalten, dass Schweine als Versuchstiere zur
Untersuchung von Waundheilungsvorgangen aufgrund der Ahnlichkeit ihrer
Hautbeschaffenheit mit der des Menschen am besten geeignet sind. Ergebnisse
muissen zwar kritisch bewertet werden, sind aber im groRen und ganzen auf den
Menschen bertragbar. Nachteilig sind die erheblichen Kosten durch Haltung,
erhohter operativer Aufwand, auch an Material, und Schwierigkeiten in der

postoperativen Uberwachung (Compton 1994).

4.2 Das Kammermodell

Bereits 1962 erkannte Winter die positiven Effekte der okklusiven Wundverbénde. Er
demonstrierte, dass durch diese Technik nicht nur eine Vertiefung der Wunde,
sondern auch Narbenbildung reduziert, die Reepithelisierung hingegen um 50 %
beschleunigt werden kann. Eine Austrocknung der Wunde dagegen endet in

weiterem Gewebeschaden und unerwinschter Narbenbildung.

Die Methode der feuchten Wundbehandlung mittels geschlossenem Kammersystem
etablierte Breuing et al. (1992). Er beschrieb ebenfalls, dass sich im feuchten Milieu
die Narbenbildung und Gewebsnekrose reduziert. Eine Mazeration von Gewebe tritt

nicht ein und Entziindungsreaktionen werden weniger oft beobachtet.

Die Entwicklung der Wundkammer macht gezieltes Monitoring, aber auch Sammeln
von Wundflissigkeiten mdglich. Durch Instillation verschiedener Faktoren, wie z.B.
Antibiotika oder Wachstumsfaktoren, kann direkt Einfluss auf die Wundatmosphére
genommen werden. Aulerdem hat die Wundkammer eine Schutzfunktion gegen

aulere Einflisse oder Austrocknung der Wunde.
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Untersuchungen von Breuing et al. (1992) zeigten, dass trotz Antibiotikazusatz auch
in den flussigkeitsgefillten Wundkammern bakterielle Kontaminationen von uber
70% auftraten. Diese haben aber, da histologisch keine Verdnderungen
nachzuweisen waren, offensichtlich keinen Einfluss auf Heilung oder Epithelisierung.
Unsere Ergebnisse zeigten sogar geringere Wundinfektionsraten (40-50%).
Auswirkungen auf Histologie, Planimetrie oder Proteinbestimmung konnten auch wir

nicht feststellen.

Das Kammermodell ist also ein mdglicher Weg zur Untersuchung der Wundheilung
im flissigen Milieu mit vielen diagnostischen und therapeutischen Mdglichkeiten. Es

kann viele Informationen zur Physiologie und Biochemie der Wundheilung liefern.

4.3 Einfluss der Microcarrier auf die Wundheilung

In diesem Abschnitt werden Erkenntnisse aus der Literatur Uber Microcarrier
diskutiert und im Besonderen der Unterschied zwischen verschiedenen

Tragersystemen noch einmal herausgearbeitet.

Im Microcarrier-System konnen sehr viele Zellen auf dessen Oberflache adharieren.
Dennoch wird die Kontaktinhibition vermieden (Gorodetsky et al. 1999). Zellen bilden
keinen Monolayer und kénnen leicht in geeignetem Medium suspendiert werden
(Tang et al. 1994). Somit ist eine subkonfluente Zichtung mit wenig differenzierten
Zellen moglich. Hecht et al. (1997) zeigten im organotypischen Hautmodell in vitro,
dass subkonfluent gezlichtete Keratinozyten auf MC adharieren und wieder von den
MC auf eine Unterlage migrieren, dort adharieren und weiter proliferieren kénnen.
Dies deckte sich auch mit unseren Ergebnissen im Tiermodell. Die Keratinozyten
verlieRen den MC und bildeten ein neues Epithel. Die MC schienen sogar als eine
Art Leitstruktur fur die Epithelbildung zu dienen. Es lieRBen sich zahlreiche
Epithelzapfen, -nester und -zysten im Bereich der Wundrander erkennen. Je nach
Lage der Microcarrier kamen diese auch zentral und in der Tiefe des
Granulationsgewebes vor. Vermutlich bedingt durch die hohe Zelldichte bei der
Aussaat, pragte sich dieses Phdnomen besonders stark in den Gruppen mit
besiedelten Microcarriern aus. Durch die gro3e Oberflache der MC kdnnen sehr viele

Zellen darauf adharieren. Butler et al. (1998) stellten den Zusammenhang zwischen
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hoher Zelldichte, daraus resultierender Epitheldicke und linearem Anstieg der
Zellzystenbildung dar. So scheint sowohl der Microcarrier, wie auch die eingeséate
Zellzahl fur die beobachtete Zystenbildung verantwortlich zu sein. Ein weiteres
Merkmal bildet die nach innen gerichtete Epitheldifferenzierung. Butler et al. (1999)
beschrieben den Aufbau ihrer Epithelzysten ebenfalls in dieser Weise. Peripher fand
sich die Basalzellschicht und im Zentrum der Zyste das Stratum corneum. Der
Abbau dieser Epithelzysten begann ungefahr nach zwei bis drei Wochen. Dies
entsprach auch unseren Ergebnissen. Auch Vogt et al. (1993) beobachteten die
Formation von Keratinozytenkonglomeraten bis zum 12.Tag. Sie postulierten aber,
dass diese wahrscheinlich den follikularen Anteilen der Epidermis entsprachen. Dem
intraepidermalen Endteil des Haarfollikels fehle der zur Ausreifung nétige Stimulus,

so dass es folglich wieder zum Abbau kame.

Weiterhin zeigte sich, dass die Wahl des Microcarriers entscheidenden Einfluss auf
die Wundheilung hat. So bewirkten die Dextran-Beads, obwohl sie mit denaturiertem
Schweinekollagen Typ | beschichtet sind, eine massive Abstolungsreaktion.
Hingegen losten die Kollagen-Beads nur in geringem Male eine
Entzindungsreaktion aus. In den Dextrangruppen fand sich eine hochgradige
Wundheilungsstorung. Diese resultierte in einer lediglich partiellen Defektdeckung
infolge einer ausgepragten granulozytaren und vor allem histiozytar / riesenzelligen
Entzindungsreaktion mit Ausbildung von Fremdkorpergranulomen. Nur vereinzelt
gelang uns der Nachweis vitaler Keratinozyten durch CK 5. Eine mogliche Erklarung
ware, dass das Schweinekollagen abgebaut wurde und das darunter liegende
Dextran die Fremdkorperreaktion hervorgerufen hat. Dextran wird auch in der Klinik
zum Beispiel als kolloidales Volumenersatzmittel eingesetzt. In seltenen Fallen kann
es zu allergischen Reaktionen kommen. Franklin et al. (1995) zeigten, dass sich
Monozyten um Agarosebeads sammeln und so frihzeitig eine Granulombildung
bedingen kdénnen. Im Vergleich dazu konnte bei den mit Rinderkollagen-Carriern
behandelten Schweinen keine nennenswerte Fremdkdrperreaktion beobachtet

werden. Die Epithelisierung war hier nach acht Tagen bereits zu 80-90 % erfolgt.

Die Abbaubarkeit des Carriers ist fur die Wundheilung ebenfalls wichtig. Gorodetsky

et al. (1999) beispielsweise verwendeten abbaubare Carrier aus Fibrin. In unseren
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Untersuchungen war die Anzahl der Microtrager insgesamt ricklaufig. Nach acht

Wochen waren alle Carrier teils abgebaut, teils im Abbau befindlich.

Es bleibt abschlieend noch zu diskutieren, ob der Microcarrier Uberhaupt ein
geeignetes Tragersystem fur Zellkulturen darstellt. In der Literatur werden viele
verschiedene Materialien und Systeme untersucht. Das Hauptaugenmerk liegt dabei
auf der schnellen Anzucht subkonfluenter, proliferationsfahiger, nicht
ausdifferenzierter Keratinozyten, sowie einer einfachen Handhabung beim

Transplantationsvorgang.

So verwendeten Horch et al. (1998) in Fibrinkleber suspendierte Keratinozyten.
Tanczos et al. (1999) kultivierten die Keratinozyten zunachst auf Microcarriern und
suspendierten diese dann erst im Fibrinkleber. Silikon-Nylonnetz-Membranen mit
Kollagenbeschichtung (Biobrane™) oder eine laserperforierte Membran aus
Hyaluronsdure (Laserskin”) erfillen ebenfalls diese Anspriiche mit guten

Ergebnissen (Myers et al. 1997 und Singer et al. 1999).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass der Microcarrier ein geeignetes
Tragersystem darstellt. Er dient als Matrix zur Adhasion der Keratinozyten. Mit Hilfe
seiner grof3en Oberflache kann die Zahl der einsahbaren Zellen erhoht werden.
Dennoch bleibt die Kultivierung subkonfluent und die Zellen in einem
proliferationsfahigen Stadium. Somit ist auch der Kultivierungszeitraum kurzer als bei
den herkdmmlichen, konfluent gezlchteten Sheets. In Suspension ist die
Handhabung und Transplantation auf die Wunde ebenfalls erleichtert. Um
Wundheilungsstdérungen zu vermeiden, muss der Microcarrier biocompatibel und im
Verlauf der Wundheilung auch vollstandig abbaubar sein. Vor allem unterscheidet
sich der MC gegeniber anderen Transplantations- bzw. Kultivierungsmethoden
durch die grof3e Zelldichte, die zur Transplantation gebracht werden kann. Nicht
zuletzt kann eine Vielzahl von Zellen oder Matrixproteinen mit Hilfe des Microcarriers

transplantiert werden.
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4.4 Untersuchungen zur Proteinbestimmung in Wundflissigkeiten

Die Untersuchungen von Breuing et al. (1992) zeigten, dass von dem sinkenden
Proteingehalt in Wundflussigkeiten wahrend der Wundheilung direkt auf die
Wiederherstellung der Barrierefunktion des Epithels geschlossen werden kann.
Deshalb  berticksichtigen die Ergebnisse der Proteinbestimmungen in

Wundflussigkeiten hauptsachlich diesen Aspekt.

Unsere Resultate zeigten, dass von Versuchsbeginn an bis zum vierten Tag der
Proteingehalt in allen Gruppen zwischen 15-25 mg/ml lag. Auch Vogt et al. (1994)
beschrieb nahezu gleichbleibende Proteinwerte bis zum vierten Tag. Seine Werte
lagen um die 2000 mg/dl (= 20 mg/ml). Danach stellte er einen steilen Abfall der
Konzentrationen bis zum achten Tag auf Werte unter 5 mg/dl fest. Unsere Zahlen
zeigten zwar auch einen Konzentrationsabfall bis zum achten Tag, allerdings lagen
wir mit Werten zwischen 4-10 mg/ml (= 400-1000 mg/dl) um zwei Zehnerpotenzen
hoher. Die Untersuchungen von Breuing et al. (1994) stimmten mit denen von Vogt
Uberein. Sie legten den Zeitpunkt der Reepithelisierung mit 9,3 Tagen fest. Nach
dieser Zeit entsprach die Proteinkonzentration der unverwundeter Haut, namlich
4 mg/dl (= 0,04 mg/ml). Prinzipielle Ubereinstimmungen fanden sich im allgemeinen
Konzentrationsverlauf. Gleichbleibend hohen Proteinkonzentrationen fir die ersten
vier Tage folgte ein Abfall der Werte bis zum achten Tag. Eine mégliche Erklarung
fur die gemessenen Konzentrationsunterschiede konnte die noch unvollstandige

Epithelisierung unserer Wunden nach acht Tagen sein.

Im Kurzzeitversuch konnten mit Hilfe der Proteinbestimmung keine beschleunigte
Wundheilung durch das flexible Epidermistransplantat detektiert werden. Anfangs
lieBen sich unsere Resultate noch mit der Literatur vergleichen. Zum Versuchsende
hin zeigt der Konzentrationsunterschied, dass die Reepithelisierung in unseren

Wunden noch nicht abgeschlossen war.

4.5 Wachstumsfaktoren und epidermale Proliferation

In diesem Kapitel wird zunachst ein kurzer Uberblick tiber den Zusammenhang
zwischen Wachstumsfaktoren und deren Einfluss auf die epidermale Proliferation

gegeben. Dieser beinhaltet eine Beschreibung der einzelnen, fur unsere
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Untersuchungen relevanten Wachstumsfaktoren. Danach werden die Faktoren im

Hinblick auf ihre Interaktion mit den Keratinozyten diskutiert.

45.1 Beschreibung der Einzelfaktoren

Die epidermale Wundheilung teilt sich in drei Phasen. Hamostase und Entziindung,
Bildung von Granulationsgewebe und letztendlich Matrixneubildung (Kiritsy et al
1993). Alle Prozesse unterliegen eng in sich verzahnten Vorgangen, die bis heute
noch nicht in Ihrer Ganzheit und ihrem Zusammenspiel untereinander geklart werden
konnten. In diesem System spielen die Wachstumsfaktoren eine wesentliche Rolle
(Falanga 1993). Sie konnen sowohl stimulierend, als auch hemmend wirken
(Gniadecki 1998). Die stimulierende oder inhibierende Wirkung richtet sich nach der
Interaktion mit weiteren Peptiden, der momentanen Zellaktivitait und dem
Differenzierungsstadium (Stoof et al. 1994). Eine Vielzahl von Zellen, wie
Blutplattchen, Makrophagen, Fibroblasten und Keratinozyten setzen wahrend der
Wundheilung Faktoren frei, die wiederum ein breites Spektrum an Zielzellen besitzen
(Bennett und Schultz 1993).

Nach Bennett und Schultz (1993) konnen Wachstumsfaktoren sowohl durch
autocrine, paracrine oder endocrine Stimulation auf Zellen einwirken. Das heif3t also
entweder sich selbst, benachbarte Zellen oder systemisch andere Zellen
beeinflussen. Die fur die Wundheilung funf wichtigsten Gruppen sind PDGF, TGF-(3,
FGF, IGF und EGF.

Unsere Untersuchungen beschrankten sich auf die Bestimmung der vier
Wachstumsfaktoren, PDGF-AB, TGF-B1, TGF-2 und basic FGF. Im folgenden wird
auf diese Faktoren ndher eingegangen. Abbildung 42 zeigt im zeitlichen Verlauf alle

an der Wundheilung beteiligten Wachstumsfaktoren.
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Abbildung 42: Ubersicht zu Wachstumsfaktoreninteraktionen im Heilungsverlauf nach Kiritsy et al. (1993).

4.5.1.1 PDGF-AB

Der Faktor PDGF findet sich in den a-Granula zirkulierender Blutplattchen und wird
wahrend der Gerinnung ausgeschuttet. Er existiert in drei Isoformen, PDGF-AA,
PDGF-AB und PDGF-BB, deren einzelne Ketten uber Disulfidbriicken verbunden
sind (Kiritsy et al. 1993). Nach Bennett und Schultz (1993) tragen Fibroblasten, glatte
GefalBmuskulatur, Mesangiumzellen, Gliazellen und Endothelzellen Rezeptoren flr
PDGF. Auch Kiritsy et al. (1993) berichteten tber einen stimulierenden Einfluss von
PDGF auf Fibroblasten und Zellen mesenchymalen Ursprungs. Zudem schrieb er,
dass PDGF sowohl die Proteinsynthese im Ganzen, als auch die Kollagensynthese
in Fibroblasten anregt. In in vitro Versuchen ist bereits gezeigt worden, dass die
Kollagenmatrix durch stimulierte Fibroblasten kontrahieren kann. So scheint es, dass

PDGF einen positiven autocrinen Feedback-Mechanismus verstarkt, der die
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Synthese von endogenem PDGF und anderen Wachstumsfaktoren bewirkt und
somit die Wundheilung férdert (Wang et al. 1996).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PDGF eine positive Wirkung auf die
Fibroblasteneinwanderung und -proliferation, die Synthese von
Glucosaminoglykanen und Kollagen, sowie die Aktivitat der Kollagenase und der
Einwanderung von Macrophagen hat (Martin 1997). Eher hemmend wirkt er auf die
Generation von Myofibroblasten (Kiritsy et al. 1993). Insgesamt ist PDGF in allen
Phasen der Wundheilung zu finden (Abbildung 42).

45.1.2 TGF-3

Auch TGF-B findet sich in den a-Granula der Blutplattchen in gleichen Mengen wie
PDGF wieder (Kiritsy et al. 1993). Makrophagen, Lymphozyten, Fibroblasten,
Knochenzellen und Keratinozyten synthetisieren diesen Faktor gleichfalls. Fast alle
Zellen besitzen TGF- Rezeptoren (Bennett und Schultz 1993). Funf Subtypen,
TGF-B1-5 kdonnen unterschieden werden (Stoof et al. 19994). Nach Kiritsy et al.
(1993) stimuliert TGF-B das Einstromen von Neutrophilen und Monozyten, bzw.
Makrophagen in der frihen Entzindungsphase. Vergleichbar mit der Wirkung von
PDGF beeinflusst TGF- zunachst den Vorgang der Wundreinigung. Nach der
Granulationsphase fordert TGF- u.a. die Angiogenese (Singer und Clark 1999).
Dies geschieht wohl indirekt durch die Stimulation von Makrophagen, die wiederum
angiogenetisch wirken. Kiritsy et al. (1993) beschrieben allerdings kontrar zu der
positiven Wirkung, dass eine Applikation von TGF-B invitro die Bildung von
Endothelzellen hemmt. Des weiteren postulierten sie, dass TGF- der potenteste
Stimulator fir Fibronectin und die Kollagenproduktion ist, aber auch die Produktion
von Kollagenase und anderen Gewebsproteasen hemmen kann. Nach Stoof et al.
(1994) fordert TGF-[3 die Proliferation vieler mesenchymaler Zellen. Aul3erdem ist er
ein potenter Wachstumshemmer fir hamatopoetische Zellen und die meisten
epithelialen Zellen, einschlie3lich dem Keratinozyten. Durch seine Wirkung auf T-
Zellen, Lymphozyten und Monozyten wandern diese in Entziindungsgebiete ein
(Stoof et al. 1994). In vivo bewirkt die Injektion von TGF-3 eine UberschieRende

Kollagenanhaufung (Falanga 1993).
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AbschlieBend kann festgehalten werden, dass TGF-B einerseits den
Fibroblasteneinstrom, die Fibronectin- und Kollagensynthese und die
Kollagenreifung, also die Neubildung extrazellularer Matrix, sowie die Anziehung von
Entzindungszellen positiv beeinflusst, andererseits negativ auf den Kollagenabbau
und die Myofibroblastengeneration wirkt (Kiritsy et al. 1993, Bennett und Schultz
1993, Singer und Clark 1999). TGF-B ist somit ein multifunktionaler
Wachstumsregulator (Stoof et al. 1994) und vor allem wahrend der

inflammatorischen und der proliferativen Phase aktiv (Kiritsy et al. 1993).

4.5.1.3 FGF

Die Familie des ,Fibroblast growth factors® beinhaltet eine Vielzahl an
Wachstumsfaktoren, die alle grof3en Einfluss auf ectodermales, mesodermales und
endodermales Gewebe haben (Stoof et al. 1994). Nach Bennett und Schultz (1993)
unterscheidet man acidic FGF (aFGF), basic FGF (bFGF) und keratinocyte growth
factor (KGF). FGF wirkt direkt auf Endothelzellen und stimuliert deren Migration und
Proliferation. Ebenso regt FGF die Bildung von Fibronectin und verschiedenen
Kollagentypen durch Endothelzellen an. Auf die Kollagenbildung im Fibroblasten des
Wundgebietes wirkt FGF eher hemmend, wobei es die Kollagenaseproduktion
verstarkt (Kiritsy et al. 1993). Nach Falanga (1993) ist FGF der potenteste, direkt auf
die Angiogenese wirkende Wachstumsfaktor. Bennett und Schultz (1993)
beschrieben die Wirkung von FGF wie folgt. FGF wirkt proliferationsfordernd auf die
meisten, am Wundheilungsprozess beteiligten Zellen. Darunter fallen kapillare und
vaskulare Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, sowie Chondrozyten und
Myoblasten. Weiterhin induziert bFGF die Zellmigration, Gefafl3neubildung und
Bildung von Granulationsgewebe im Tiermodell. Auch Kiritsy et al. (1993)
beschrieben, dass Macrophagen in der Wunde FGF produzieren, wo dann ein

Proliferationsreiz auf Endothelzellen zur Granulationsgewebsbildung gesetzt wird.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bFGF den Einstrom von Fibroblasten
und deren Proliferation, die Synthese von Fibronectin und Glucosaminoglycanen,
sowie die Kollagenaseaktivitat und die Migration von Endothelzellen positiv

beeinflusst (Singer und Clark 1999). Hemmend wirkt er auf die Kollagensynthese
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und -reifung (Kiritsy et al. 1993). Im zeitlichen Verlauf ist er in der Phase der

Proliferation und des Remodeling zu finden (Abbildung 42).

45.2 Interaktion der Wachstumsfaktoren bei der Proliferation von Keratinozyten

Der Keratinozyt produziert eine Vielzahl an Cytokinen selbst. Er kann als
Signalverstarker wirken und exogene Stimuli in Produktion von Cytokinen,
Adhéasionsmolekulen und chemotaktischen Faktoren umsetzen. Dies kann Uber
autocrine und paracrine Mechanismen funktionieren (Stoof et al.1994). Daneben
wirken auf den Keratinozyten auch verschiedene Faktoren ein. Der Einfluss von
Wachstumsfaktoren auf die Proliferationsfahigkeit des Keratinozyten ist nun

Gegenstand der Betrachtungen.

In der initialen Wundheilungsphase wird zundchst PDGF und TGF- von
Blutplattchen ausgeschuttet. Diese stimulieren die Proliferation von Fibroblasten und
wirken auf Neutrophile, Makrophagen und glatte Muskelzellen auf3erst anziehend
(Epstein 1999). Es entsteht ein in sich selbst positiv verstarkend wirkender Prozess.
Nach 48 Stunden besiedeln Makrophagen die Wunde und Ubernehmen die
Hauptrolle. Angiogenese und Stabilisierung der neu gebildeten Matrix folgt. EGF,
TGF und FGF bewirken die Einwanderung epidermaler Zellen, so auch die der

Keratinozyten (Falanga 1993).

Der Effekt von TGF-3 beispielsweise ist abhangig von der Dosis und dem Zeitpunkt.
So behindert er zwar die Proliferation von Epithelzellen, scheint aber in niedrigen
Dosen die Migration dieser Zellen zu fordern (Kiritsy et al. 1993). Stoof et al. (1994)
beschrieben, dass TGF- das Wachstum humaner Keratinozyten und die Calcium
induzierte Differenzierung hemmt. Insgesamt wirkt TGF-3 also antiproliferativ.
Jedoch bewirkt eine unkontrollierte Sezernierung von TGF-3 eine Uberproduktion
von extrazellularer Matrix und somit eine vermehrte Narbenbildung (Myers et al.
1995). TGF-B 1 wird sogar in Zusammenhang mit pathogenetischen fibrotischen
Zustdnden bei Leber-, Nieren- und Lungenkrankheiten und auch mit der
Narbenbildung in Hautwunden diskutiert (Martin 1997). Diese Ansicht wird auch
durch Adzick und Lorenz (1994) vertreten. So ist die Fibrose und Narbenbildung

charakteristisch fur die Wundheilung beim Erwachsenen und mit einem hohen
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Spiegel an TGF- zu assoziieren, wahrend sich die narbenlose fetale Wundheilung
durch einen Mangel an diesen inflammatorisch wirkenden Cytokinen auszeichnet.
Die Gabe von Antikdrpern gegen TGF-B1 und TGF-B2 zum Zeitpunkt der
Verwundung reduziert die Narbenbildung. Ebenso die exogene Applikation von
TGF-B3, welches die Aktivitat der beiden anderen Isoformen nach unten reguliert
(Martin 1997). Dagegen ist bFGF ein potentes Mitogen fur Melanozyten, Fibroblasten
und Keratinozyten und fordert die Proliferation von Keratinozyten in Kultur. Auch
nach Bennett und Schultz (1993) stimuliert FGF die Keratinozytenproliferation.
Speziell mit bFGF behandelte Vollhautwunden an diabetischen Mausen zeigten eine
verstarkte Ansammlung von Entziindungszellen, die wiederum die Kaskade der
Freisetzung von Wachstumsfaktoren stimulierten und somit die Wundheilung
beschleunigten (Tanaka et al. 1996). Uhl et al. (1993) veroffentlichten, dass bFGF in
ischdmischem Gewebe einen signifikant erhohten positiven Effekt auf die
Wundheilung besitzt. Mit PDGF therapierte Wunden zeigten eine beschleunigte
Wundheilung im Tierversuch durch vermehrte Bildung von Granulationsgewebe
(Bennett und Schultz 1993). Mittlerweile ist sogar das erste Produkt aus
biotechnologisch hergestelltem PDGF zur Heilung von diabetischen Ulzera

erfolgreich auf dem Markt (Wieman et al. 1998).

4.6 Untersuchungen von Wachstumsfaktoren in Wundflissigkeiten

Viele Wundflussigkeiten enthalten chemotaktisch wirksame Substanzen (Falanga
1993). Darunter finden sich vor allem die Wachstumsfaktoren. Wundflissigkeiten
aus akuten Wunden weisen die grof3te Aktivitdt an Wachstumsfaktoren auf (Meyer-
Ingold 1993). Im Hinblick auf die verschiedenen Phasen der Wundheilung
postulierten Ono et al. (1994), dass der fiinfte Tag eine entscheidende Rolle spielt,
da hier die Entzindungsphase in die Phase der Epithelisierung Ubergeht. In diesem
Kapitel werden nun Daten aus der Literatur zu Konzentrationen von

Wachstumsfaktoren wahrend der Wundheilung mit unseren Ergebnissen verglichen.

PDGF ist in humanen Wundflissigkeiten bis zu einigen Tagen nach Verletzung
nachweisbar (Bennett und Schultz 1993). Kiritsy et al. (1993) zeigten, dass PDGF

von Tag 1 bis 3 nach Verletzung in seiner Konzentration ansteigt und danach fir die
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restliche Zeit der Reepithelialisierung nur noch in ganz geringen Mengen zu messen
ist. Nach Wang et al. (1996) wirkt PDGF durch die Wundmakrophagen mittels
positivem Feedbackmechanismus als beschleunigender Faktor fir die Wundheilung.
Weiterhin setzen nicht nur Makrophagen und Blutplattchen PDGF frei, sondern auch
Keratinozyten produzieren PDGF (Ansel et al. 1993). Wir beobachteten hohe PDGF-
AB Konzentrationen in den ersten Tagen der Wundheilung. Histologisch ist hier der
groRte Anteil an Plattchen, Makrophagen und Keratinozyten zu erwarten. Vogt et al.
(1993) ermittelten in ihren Untersuchungen Werte von 86,7 pg/ml mit einem Anstieg
bis Tag 5 auf 271,2 pg/ml und einem darauffolgenden Abfall nach einer Woche
unterhalb der Nachweisgrenze. Cooper et al. (1994) fanden in chronischen Wunden
PDGF-AB Konzentrationen von 49 - 867 pg/ml. Unsere Konzentrationen liegen mit
Werten von 120 bis 160 pg/ml zwischen den von Cooper ermittelten Bereichen. Ono
et al. (1995) beschrieben ebenfalls hohe Mengen an PDGF und TGF nach funf
Tagen in Wundflussigkeiten von humanen Spalthautentnahmestellen. McCarthy et
al. (1996) gelang es, Konzentrationen um die 1.500 pg/ml Uber vier Tage zu messen.
Danach war ein Nachweis von PDGF noch bis zu zwei Wochen an der Brandwunde
moglich. Im Gegensatz dazu konnten Grayson et al. (1993) in menschlichen
Hautentnahmestellen kein PDGF nachweisen. Zu Serumwerten finden sich ebenfalls
unterschiedliche Daten in der Literatur. Wahrend Vogt et al. (1993) Werte um
65 pg/ml mafen, fanden Olutoye et al. (1996) um die 900 pg/ml beim
ausgewachsenen Yorkshire Schwein. Unsere Werte schwankten zwischen
40 - 180 pg/ml.

Auch TGF-f findet sich in grof3en Mengen in Wundfllssigkeiten (Ono et al. 1995). In
einer friheren Vero6ffentlichung gaben Ono et al. (1994) TGF-3 Konzentrationen von
0.9 bis 2,45 ng/ml an. Olutoye et al. (1996) mal3en Werte um die 30 pg/ml TGF-31
und ca. 13 pg/ml TGF-B2 im Schwein. Vogt et al. (1993) ermittelten fur TGF-32
Werte von 655 pg/ml nach 24 Stunden, mit einem Maximum von 1.100 pg/ml nach
einer Woche und einem steilen Absinken auf 632 pg/ml an Tag 8. In unseren
Untersuchungen lagen die Konzentrationen fir TGF-B1 mit Werten zwischen 2.000
und 5.000 pg/ml deutlich héher, jedoch nahe an den Werten von Ono et al. (1994).
Auch gegen Versuchsende fielen die Konzentrationen nicht unter 1.000 pg/ml.

Unsere Serumkonzentrationen fur TGF-2 bewegten sich um die 5.000 pg/mli,
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wahrend Vogt et al. (1993) nur bis zu 125 pg/ml mafRen. Dagegen konnte in

chronischen Wunden TGF-f3 nicht nachgewiesen werden (Cooper et al. 1994).

Grayson et al. (1993) konnten in humanen Wundflussigkeiten, wenn uberhaupt,
Konzentrationen von 9,5 bis 14 ng/ml fur bFGF messen. Das Gleiche galt fir Ono et
al. (1994). Wundflussigkeit, die aus Spalthautentnahmestellen aufgefangen wurde,
enthielt keine nachweisbaren Konzentrationen des basic Fibroblast Growth Factors.
Dagegen sezernieren chronische Wunden bFGF zwischen 47 und 697 pg/ml
(Cooper et al. 1994). Vogt et al. (1993) fanden einen doppelgipfligen Kurvenverlauf
mit Konzentrationen um 20 pg/ml nach 24 Stunden und sechs Tagen. Die kleinsten
Werte wurden um 5 - 9 pg/ml gemessen. In unseren Untersuchungen ergaben sich
bFGF Konzentrationen von 2 - 6,5 pg/ml. Der Kurvenverlauf war nahezu geradlinig.
Nur mit dem flexiblen Epidermistransplantat wurde nach 48 Stunden ein Wert von
27,3 pg/ml erreicht, der im Rahmen der Literaturangaben lag. Den doppelgipfligen
Verlauf von Vogt et al. konnten wir nicht nachvollziehen. Die Serumkonzentrationen

erreichten durchschnittlich 3,3 pg/ml, wahrend Vogt et al. 18,61 pg/ml beschrieb.

Insgesamt differieren einzelne Untersuchungsergebnisse in der Literatur ganz
erheblich und missen kritisch bewertet werden. So sind die meisten Antikorper, die
fur die ELISA-Untersuchungen verwendet werden, nicht speziell auf ihre Spezifitat
bei Schweinen getestet worden. Ein weiterer Grund kdonnte darin liegen, dass wir fur
unsere Messungen einen Pool an Wundflussigkeiten fur die einzelnen Gruppen
verwendet hatten. Aus der Literatur gehen solche Angaben nicht hervor, so dass
dies ein Vergleichen der Daten erschwert. Die meist hoheren
Wachstumsfaktorenkonzentrationen in den Behandlungsgruppen konnte auf die
Microcarrier zurtckzufihren sein. Entweder regen sie die Wunde zu vermehrter
Faktorbildung an, oder die dadurch resultierende groéfRere Anzahl an eingesaten
Keratinozyten produziert mehr entsprechende Faktoren. Ein weiterer interessanter
Ansatz ware im Hinblick auf die Untersuchungen von Puolakkainen et al. (1995) zu
diskutieren. lhnen gelang es, Microtrdger mit TGF-B1 zu beschichten und dadurch
eine beschleunigte Wundheilung zu erreichen. Mdglicherweise konnte der MC

vermehrt Wachstumsfaktoren aufnehmen und in der Wundflussigkeit konzentrieren.
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4.7 Allgemeine  Untersuchungen zur Transplantation  kultivierter

Keratinozyten

Eine erfolgreiche Transplantation von kultivierten Keratinozyten hangt wesentlich von
Parametern wie Proliferations- und Differenzierungsstadium der Keratinozyten und
der Anwesenheit von dermalen Komponenten ab. Aulerdem wird die
Wundkontraktion maRgeblich durch die Transplantation von Keratinozyten
beeinflusst. In diesem Zusammenhang sind auch die Ausfihrungen zu den
Microtragern bei der Wiederherstellung der epithelialen Barriere und die Wirkung von

Wachstumsfaktoren auf die Keratinozyten zu beachten.

Breitkreutz et al. (1998) waren in der Lage, mit der immortalisierten humanen
Keratinozytenzellinie HaCaT die regulatorischen Aspekte der Physiologie und
Pathologie von Keratinozyten nachzuvollziehen. So gelang es ihnen, die prinzipiellen
Phasen der Wundheilung zu erschliel3en und flr die Proliferation wichtige Zellen zu
unterscheiden. Die Proliferation geschieht nur in den basalen Keratinozyten, welche
man wieder in Stammzellen und transitorisch verstarkende Zellen unterscheidet
(Gniadecki 1998). Sowohl Kolodka et al. (1998), als auch Jones (1996) beschrieben,
dass die Stammzellen in der Basalzellschicht lokalisiert sind und von dort aus eine
ausdifferenzierte  Epidermis bilden koénnen. Werden Keratinozyten unter
konventionellen Methoden geziichtet, proliferieren sie rasch und differenzieren,
sobald sie konfluentes Wachstum erreicht haben (Fusenig 1994). Um
hochproliferative Zellen zu gewinnen, mussen sie subkonfluent in serumfreien
Medium und niedriger Calciumkonzentration kultiviert werden. Nach Konfluenz
stellen die Zellen ihr Wachstum namlich irreversibel ein und beginnen mit der
terminalen Differenzierung (Poumay und Pittelkow 1995). Itin et al. (1994)
entdeckten, dass physiologisch niedrige Konzentrationen von Vitamin D Metaboliten
einen stimulierenden Effekt auf die Zellproliferation haben. Aus diesen Grinden
wurde die Kultivierung in einem serumreduzierten Medium bei niedriger
Calciumkonzentration durchgefuhrt. Histologische Untersuchungen zeigten dann
auch Keratinozyten vom Basalzelltyp mit geringer Differenzierung in den
untersuchten Wunden. Breitkreutz et al. (1997) beschrieben, dass eine hohe

Keratinozytenproliferationsrate vor allem um den vierten Tag zu finden ist. Danach

70



4 DISKUSSION

ist eine deutliche Abnahme bis zur zweiten Woche hin registrierbar. Eine definierte
Basalmembran findet sich nach 14 Tagen. Auch unsere Beobachtungen zeigten die
hochste Proliferationsrate zu Versuchsbeginn. Nach 8 Tagen waren suprabasale
Zellen sichtbar, also die eingesaten Keratinozyten differenzierten sich. Mittels
immunhistochemischer Farbungen konnten wir nachweisen, dass Keratinozyten vom
basalen Typ von uns transplantiert wurden, welche dann proliferierten und ein neues
Epithel bildeten.

Bei der Keratinozytentransplantation stellt sich weiterhin die Frage nach der
Notwendigkeit, eine dermale Matrix zu verwenden. So hielt Myers et al. (1995) nach
Untersuchungen am Tiermodell eine dermale Substitution als Empfangerbett bei der
Keratinozytentransplantation fir unabdingbar. Verschiedene Madoglichkeiten der
dermalen Ersatzmatrix wurden schon untersucht. So verwendeten Cooper et al.
(1993) Fibroblasten auf einer Kollagen-Glucosaminoglycan-Membran und konnten
signifikante Vorteile im Vergleich mit den herkémmlichen Hautsheets zeigen. Eine
Variante mit Fibroblasten auf Kollagengel gebrauchten Medalie et al. (1997), Nolte et
al. (1994) und Hansbrough et al. (1994) mit den gleichen Ergebnissen. Die dermale
Substitution hat sogar Auswirkung auf die Repigmentierung, epidermale
Differenzierung und Ausbildung von Reteleisten (Medalie et al. 1997). Lamme et al.
(1996) verwendeten natives Rinderkollagen und erzielten gute Ergebnisse. Mit Hilfe
einer dermalen Komponente kann die Schnelligkeit und Qualitédt der Wundheilung
bei Vollhautwunden positiv beeinflusst werden. Auch eine Membran aus
Hyaluronsaure mit kultivierten Fibroblasten und Keratinozyten kann eingesetzt
werden (Zacchi et al. 1998). Im Langzeitversuch beobachteten auch wir eine
schnellere Epithelisierung mit dem flexiblen Epidermistransplantat. So schien es,
dass der Microcarrier aus Rinderkollagen als dermale Matrixkomponente inkorporiert
wurde. Auf die Proliferation oder Differenzierung der Zellen zeigte der MC keine
Auswirkung. Dies wirde sich mit den Erfahrungen von Daniels et al. (1997) decken,
die verschiedene Matrixkomponenten daraufhin untersucht hatten und zu keinem

signifikanten Ergebnis gekommen waren.

Ralston et al. (1997) untersuchten den Einfluss von Keratinozyten auf die

Wundkontraktion. Sie zeigten, dass Keratinozyten und nicht wie vermutet
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Fibroblasten die Wundkontraktion hervorrufen. In azellularer Dermis ohne Epidermis
verursachte der Keratinozyt Kontraktionen von 25%, wahrend in der Gruppe mit
reinen Fibroblasten keine signifikante Kontraktion erkennbar war. Dies kdnnte auch
als ein weiterer Grund fur die Wundkontraktionen in unserem Modell angesehen
werden. Die kontraktile Wirkung von Fibroblasten und Myofibroblasten in vivo
verstarken noch diesen Effekt. Epstein beschrieb 1999, dass die Kontraktion sowohl
bei Stimulation durch TGF-B1, TGF-B2 und PDGF, als auch beim Einbau von
Fibroblasten in die Kollagenmatrix erfolgt. Myofibroblasten erscheinen mit der

Verdichtung des Bindegewebes.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es viele Einfllisse auf die Kultivierung
und Transplantation von Keratinozyten gibt. Das beginnt bereits mit der
Zusammensetzung des Kulturmediums und den verwendeten Substraten zur
Transplantation. So kann man direkt auf das Proliferations- oder

Differenzierungsstadium der Zelle einwirken.
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5 Zusammenfassung

Seit Beginn der achtziger Jahre werden epidermale Transplantate aus konfluent
gezlchteten Keratinozyten zur Behandlung von Schwerbrandverletzten eingesetzt.
Vor allem, wenn eine Versorgung der Brandwunden durch Spalthauttransplantation,
aufgrund mangelnden Spenderhautareals, nicht mehr maéglich ist. Die aufwendige
und langwierige Kultivierung, die komplizierte Handhabung der Hautsheets und nicht
zuletzt die bereits weit fortgeschrittene Differenzierung der Keratinozyten mit der
Bildung eines nahezu ausgereiften mehrschichtigen Epithels zwingen nach anderen

Maglichkeiten zu suchen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines flexiblen
Epidermistransplantates zur Behandlung von Vollhautwunden am Schwein. Hierzu
wurden auf Microcarriern adharent wachsende, subkonfluente Keratinozyten in
einem Gel aus Methylzellulose suspendiert. Mit diesem System wurde die Fahigkeit
zur Regeneration einer Neo-Epidermis in vivo untersucht. Dabei wurden zwei Arten
von Microspharen betrachtet. Zum einen Beads aus Dextran mit einer Beschichtung
aus porcinem Kollagen und zum anderen Microcarrier aus Rinderkollagen. Im
standardisierten Wundmodell wurden verschiedene Behandlungsmuster erforscht.
Zunachst wurde im Kurzzeitversuch von Placebo bis hin zum kompletten
Transplantat in sechs Behandlungsgruppen unterschieden. Dabei sollte die
galenische Zusammensetzung des Epidermistransplantates mit zwei verschiedenen
Carriersorten auf ihre Unbedenklichkeit und Vertraglichkeit getestet werden.
Betrachtet wurde die Schnelligkeit der Epidermisneubildung einschliel3lich einer
histologischen und immunhistochemischen Charakterisierung. Weiterhin wurden die
Anderungen in den Konzentrationen von Protein und Wachstumsfaktoren, deren
Einflisse auf die Wundkontraktion, sowie die Biokompatibilitat und Abbaubarkeit der
Tragersysteme untersucht. Es zeigte sich, dass das flexible Epidermistransplantat
guantitativ keinen signifikant schnelleren Wundverschluss erzielte als alle anderen
Gruppen. Die Wundheilung erfolgte vor allem von den Wundrandern her. Es konnte
jedoch auch eine Migration der Keratinozyten von den Microcarriern weg an die
Oberflache gezeigt werden. Dort differenzierten die Keratinozyten aus. An

Microtrdger gebundene Keratinozyten verursachten die Bildung von Epithelnestern
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und -zapfen in der Tiefe der Wunde. Histologische Untersuchungen zeigten eine
starke Fremdkdrperreaktion auf die Dextranbeads. Daraufhin wurden diese Beads

bei weiteren Untersuchungen nicht mehr verwendet.

Diese Ergebnisse veranlassten uns, die Versuchsdauer im Langzeitversuch zu
verlangern und die Wunden zu vergrof3ern. Ziel war es, den Abbau der Microcarrier
Uber die Zeit, sprich ihre Biokompatibilitdt zu verfolgen. Durch die grél3eren Wunden
sollte aul3erdem die vom Wundrand ausgehende Epithelisierung besser von der
Epithelisierung durch die transplantierten Zellen unterschieden werden konnen.
Schlie3lich wurden nur noch Keratinozyten auf dem Kollagentrager in
Methylzellulose suspendiert, als Vergleich mit einer Placebogruppe, eingesetzt. Nun
konnte gezeigt werden, dass von den Microcarriern abgewanderte basale
Keratinozyten durch Proliferation auf der Wunde ein mehrschichtiges Epithel
bildeten. Dieses entsprach dem morphologischen und dem immunhistochemischen
Erscheinungsbild normaler Epidermis. Gegenuber den Kontrollwunden ergab sich
ein signifikant schnellerer Wundverschluss. Alle Kollagentrager wurden langfristig

abgebaut und fuhrten zu keiner Fremdkdrperreaktion.

Letztlich wurden ausschliel3lich gering differenzierte subkonfluente Keratinozyten
transplantiert, die erst auf der Wunde proliferierten und zu einem konfluenten
Zellverband ausdifferenzierten. Dadurch konnte die Kultivierungszeit im Vergleich zur
Herstellung konventioneller Hautsheets um eine Woche verkirzt werden. Ein
enzymatischer Abdauvorgang, der die Zellen schadigen und zu einer verminderten
Vitalitat fuhren kann, entfallt bei dieser Methode. Durch den Microcarrier selbst
kbnnen je nach Zusammensetzung auch fir den Aufbau einer dermalen Matrix
notige Proteine in die Wunde eingebracht werden. Die Flexibilitéat des Transplantates
in Form eines streichfahigen Gels ermoéglicht es, auch schwer zugéngliche
Korperhdhlen und unregelmafdig strukturierte Wundoberflachen zu behandeln.
Zukunftig kann dieses System auch mit anderen Zellen, wie Fibroblasten oder
Endothelzellen, aber auch mit genetisch veranderten Zellen, verwendet werden.

Somit scheint eine phasengerechte physiologische Wundbehandlung mdglich.
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