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Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1 Einleitung und wissenschaftliche Fragestellung

1.1 Anatomie der Haut

Die Haut ist mit einer Flache von durchschnittlich 1,6 m? das grofdte und
vielseitigste Organ des menschlichen Korpers. Sie dient der Abgrenzung
zwischen Organismus und Umwelt und schutzt darunterliegende Gewebe vor
mechanischen, chemischen und physikalischen Einflissen. Weiterhin
ubernimmt die Haut eine wichtige Rolle im Stoffwechsel und bei
immunologischen Funktionen des Korpers. Sie besteht bei Saugetieren aus drei
Schichten: Der Epidermis, der sich standig erneuernden Oberschicht, gefolgt
von der Dermis, einer mechanisch stabilen Bindegewebsschicht und schlie3lich

der Subkutis, die als Verschiebe- und Verbindungsschicht dient.

1.1.1 Epidermis

Die Epidermis ist mit einer Dicke von 0,8 bis 1,4 mm die oberste Hautschicht.
Sie besteht aus mehrschichtigem, verhorntem Plattenepithel und zu 95 Prozent
aus Keratinozyten. Dies sind die verhornenden Epithelzellen der Epidermis. Sie
produzieren Keratin, welches der Oberhaut Festigkeit verleiht. Die Anzahl der
Keratinozyten ist im Epithel normalerweise gleichbleibend, weil sich
Proliferation, Differenzierung und Apoptose ausgleichen. Durch die Anordnung
von Keratinozyten lasst sich die Epidermis morphologisch von innen nach
aulden in funf Schichten aufteilen:

Die unterste Schicht, das Stratum basale, besteht aus kubischen oder
prismatischen Keratinozyten, die Uuber feine basale Fortsatze an der
Basallamina verankert sind. In dieser Schicht entstehen durch standige
mitotische Teilung der Basalzellen die primaren Epithelzellen. Diese Zellen
wandern in etwa drei bis vier Wochen zur Hautoberflache und werden dabei
immer flacher, bis sie schliellich an der Oberflache als verhornte Zellen
abgeschilfert werden. Des Weiteren befinden sich in dieser Schicht
Melanozyten, die das Farbpigment Melanin produzieren, Merkelzellen als
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Druckrezeptoren und Zellen des Immunsystems.

An das Stratum basale schliet das Stratum spinosum, zusammengefasst als
Stratum germinativum bezeichnet. In dieser Schicht haben die Keratinozyten
deutlich grofere Zellvolumina, sind jedoch in ihrer Form flacher. Sie besitzen
eine polygonale Form mit vielen Zellauslaufern und sind uber stachelartige
Zellbricken (Desmosomen) miteinander verbunden. Bereits in dieser Schicht

beginnt der als Keratinisierung bezeichnete Verhornungsprozess.

Das daruberliegende Stratum granulosum besteht aus zwei bis funf Schichten
abgeflachter Keratinozyten. Charakteristisch fur diese Zellen sind die
basophilen Keratohyalingranula sowie membranumschlossene lamellare
Granula mit Sphingomyelin, Glucosylceramiden, freien Fettsduren, Cholesterin
und katabolischen Enzymen wie Sphingomyelinase und Phospholipase AZ2.
Diese sogenannten ,lamellar bodies” sind durch die Abgabe von Sekret im

Interzellularraum fir die Barrierefunktion der Haut entscheidend.

Das Stratum lucidum oder auch Glanzschicht ist nur an Fullsohlen und

Handflachen zu erkennen.

Das Stratum corneum ist schlieBlich das Endprodukt der keratinisierten
Epidermis und besteht aus etwa 10 bis 20 Zellschichten kernloser Korneozyten,

die keine zytoplasmatischen Organellen enthalten.

Die Epidermis ist gefallfrei und wird ausschlieBlich per Diffusion aus der

gefalireichen Dermis versorgt (Matoltsy 1986).

1.1.2 Dermis

Die Dermis oder Lederhaut ist die bindegewebige Schicht unterhalb der
Epidermis, und dient unter anderem der Verankerung und Ernahrung der
gefallfreien Epidermis. Sie macht 15 bis 20 Prozent des Korpergewichts des
Menschen aus und ist durch eine dinne Basalmembran aus Proteoglykanen
und Kollagen von der Epidermis getrennt (Welsch 2005). Die Dermis besteht
uberwiegend aus Kollagenfasern, elastischen Fasern, Mikrofibrillen und
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Hyaluronsaure. Letztere ist fur die Speicherung von Wasser verantwortlich. In
der Dermis befinden sich unterschiedliche Zelltypen wie Fibroblasten und Zellen
der Immunabwehr, beispielsweise Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen.
Zudem sind Lymph- und Blutgefalle sowie Haarwurzeln und Drisengewebe
epidermaler Herkunft eingebettet (Matoltsy 1986). Morphologisch lasst sich die
Lederhaut in zwei Schichten unterteilen. Das oberflachliche Stratum papillare
besteht aus lockerem Bindegewebe und Uberwiegend Kollagen Typ IllI, wahrend
das Stratum reticulare aus dichterem Bindegewebe und Kollagen Typ |

zusammengesetzt ist.

1.1.3 Subkutis

Die Subkutis besteht Uberwiegend aus Fettgewebe, welches durch
Bindegewebssepten in Lappen unterteilt wird. Unter anderem liegen in dieser
Schicht die  Vater-Pacini-Korperchen, die fur die Druck- und

Vibrationswahrnehmung zustandig sind.

1.2 Die Wunde

Die Wunde wird als Verlust der Organintegritat definiert. Sie ist die
Unterbrechung des Zusammenhangs von Korpergewebe mit oder ohne
Substanzverlust durch exogene oder endogene Reize (Pschyrembel W 1998).
Die durch exogene Noxen verursachten Wunden konnen nach ihrer Genese
weiter unterteilt werden. Zu den haufigsten Formen zahlen die mechanisch
verursachten Wunden durch Gewalteinwirkung, vor allem am Hautorgan.
Hierbei wird zwischen spitzen, beispielsweise Schnitt- und Stichwunden, und
stumpfen, wie Platz-, Riss-, Quetsch- und Schurfwunden, unterschieden. Eine
Kombination aus scharf-stumpfem mechanischem Reiz stellt die Schusswunde
dar. Zu den exogenen Reizen zahlen auch Hitze (Verbrennung) und Kalte
(Erfrierung), die zu thermischen Wunden fuhren kénnen. Durch Sauren, Laugen

oder andere zytotoxische Substanzen verursachte Veratzungen werden als
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chemische Wunden bezeichnet. Durch Einwirkung ultravioletter oder
ionisierender Strahlung kdnnen Strahlenwunden verursacht werden. Weiterhin
unterscheidet man einfache von komplizieten Wunden. Als komplizierte
Wunden werden definitionsgemal tiefergehende Schadigungen bezeichnet, die
das Muskelgewebe, das Skelettsystem oder innere Organe betreffen (Hunt
1988, Lazarus, Cooper et al. 1994).

Der Organismus repariert das vorliegende Gewebstrauma einer Wunde durch
Wundheilungsvorgange und bildet Ersatzgewebe aus. Klinisch lassen sich nach
Ausmal} des gebildeten Granulationsgewebes zwei Formen der Wundheilung
unterscheiden: die primare (sanatio per primam intentionem) und die sekundare
Wundheilung (sanatio per secundam intentionem). Voraussetzung fur die
primare Wundheilung sind gut adaptierte glatte Wundrander, ohne groliere
Gewebsverluste. Diese  Wundheilungsform  wird  heutzutage  durch
entsprechende Naht- und Verbandstechniken angestrebt. Charakteristisch fur
die primare Wundheilung sind Schnitt- und chirurgische Wunden. Hierbei
verlauft die Heilung meist schnell, in etwa funf bis zehn Tagen, und weist im
Endresultat eine funktional gunstige Strichnarbe auf (Ackermann 2009).

Zur Sekundarheilung kommt es, wenn die primare Heilung durch traumatische,
chemische oder bakterielle Noxen verhindert wird, oder bei grol3en
Gewebsdefekten. Die entsprechenden Wunden sind meist infiziert, und der
Organismus muss den Defekt zuerst durch Granulationsgewebe Uberbricken.
Eine weitere Sonderform stellt Heilung unter Schorf dar. Diese betrifft sehr
oberflachliche Wunden, bei denen nur die Epidermis geschadigt ist.

Wird der physiologische Wundheilungsverlauf einer Wunde gestort, heilt sie
schlecht oder gar nicht. Derartige Wundheilungsstorungen konnen durch lokale,
das heif3t von den im Wundgebiet vorherrschenden Verhaltnissen ausgehende
Storungen oder durch bestehende Grunderkrankungen hervorgerufen werden
(Weise and Schaffer 2000). Letzteres trifft beispielsweise auf chronische
Wunden zu, die grol3e Probleme im klinischen Alltag darstellen. Hierbei handelt
es sich definitionsgemal® um sekundar heilende Wunden, die innerhalb von
acht Wochen keine Tendenz zur Heilung zeigen (Roéthel 1997). Ausgenommen
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hiervon sind Wunden, die aufgrund ihrer Grof3e unter guten Bedingungen einen
langeren Zeitraum zur Abheilung bendtigen. Sie lassen eine randstandige
Epithelialisierung als Vitalitatszeichen erkennen.

1.3 Mechanismen der Wundheilung

Die Wundheilung ist ein komplexer Mechanismus unter Beteiligung vieler
Faktoren. Bei Menschen und Saugetieren lasst sich die Wundheilung in drei
aufeinanderfolgende und Uberlappende Phasen unterteilen. Der Ubergang
zwischen den Phasen ist nicht klar abgegrenzt und hangt von der Reifung und
Differenzierung der wichtigsten Zellpopulationen der Haut, der Keratinozyten,
Fibroblasten und Makrophagen, ab.

1. Exsudationsphase

Die Exsudationsphase beginnt direkt nach einer Verletzung und dauert drei bis
funf Tage, abhangig vom Ausmal} der Verletzung und der Reaktionsfahigkeit
des Individuums. Durch die Zerstorung der Blutgefale wird die Wunde mit Blut
geflllt und gereinigt. Um den Blutverlust zu minimieren, kommt es nach funf bis
zehn Minuten durch Katecholamine, Bradykinin, Serotonin und Histamin zu
einer Vasokonstriktion (Broughton, Janis et al. 2006). Gleichzeitig bewirken die
Mediatoren der Prostaglandinreihe, Histamin, Serotonin und Bradykinin eine
Vasodilatation der umliegenden Gefale (Broughton, Janis et al. 2006). Dadurch
gelangen Gerinnungsfaktoren und Fibrinogen in die Wunde. Durch
Ausschuttung von Thromboplastin aus den verletzten Epithelzellen wird die
Gerinnungskaskade aktiviert. Dabei kommt es durch Aggregation von
Thrombozyten zu einem Blutgerinnsel, welches durch Fibrin-Quervernetzungen
stabilisiert wird. Dieses Fibringerust verklebt die Wundrander und ist fur die
Hamostase verantwortlich. Andererseits dient es auch als Grundgerust fur die
einwandernden Zellen der Immunabwehr, wie beispielsweise neutrophile
Granulozyten und Monozyten. Diese Zellen verhindern eine bakterielle

Kontamination durch Phagozytose und fordern die Beseitigung von zerstorten
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Zelltrdmmern (Martin and Timpl 1987). Zeitgleich werden von den
Thrombozyten verschiedene Wachstumsfaktoren, welche fur die spateren
Wundheilungsphasen von Bedeutung sind, freigesetzt. Zu diesen Faktoren
zahlen epidermal growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF),
transforming growth factor a (TGF-a) und B (TGF-B). Somit entsteht ein
geeignetes Milieu fur den zweiten Schritt der Wundheilung, die
Proliferationsphase (Clark 1993, Fleischmann, Russ et al. 1998, Ashcroft, Mills
et al. 2002).

2. Proliferationsphase

Diese Phase wird aufgrund des hellroten, kornigen Aussehens des Gewebes
Granulationsphase genannt. Hierfur sind die neugebildeten Kapillarbaumchen
zustandig, welche neben Makrophagen und Fibroblasten die Hauptrolle in
dieser Phase spielen. Die Makrophagen stimulieren durch ihre Aktivitat die
Fibroblastenproliferation und Angiogenese. Durch Wachstumsfaktoren
stimulierte  Fibroblasten werden durch einen positiven autokrinen
Feedbackmechanismus zusatzlich in ihrer Aktivitat stimuliert und beschleunigen
so den Heilungsprozess (Kiritsy, Lynch et al. 1993). Weiterhin steigt die Anzahl
der Eosinophilen, die als Mediatoren des Gewebsstoffwechsels dienen und die
Epithelproliferation und Neovaskularisation erleichtern (Kiritsy, Lynch et al.
1993). Die Gefallneubildung ist eine der wichtigsten Vorgange in dieser Phase.
Sie wird vor allem durch vascular endothelial growth factor (VEGF) und basic
fibroblast growth factor (bFGF) beeinflusst. Die Neovaskularisation beginnt mit
der Proteolyse der extrazellularen Matrix und Basalmembran der umliegenden
GefalRe. Unreife Endothelzellen wandern ein und bilden durch ihre Proliferation
neue Endothelrohrchen, die sich zu Kapillaren differenzieren. Durch die
neugebildeten Kapillarbaumchen steigt der Sauerstoffgehalt, was die
Gewebsneubildung verbessert. Gleichzeitig konnen Kohlenstoffdioxid und
andere Abfallprodukte entfernt werden (Ackermann 2009).

3. Differenzierungsphase
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In dieser Phase wird durch den Umbau des neuen Gewebes und die
Epithelisierung die Wunde verschlossen. Fibroblasten werden durch den
Einfluss von PDGF-Isoformen aus Blutplattchen und Makrophagen in
Myofibroblasten umgewandelt. Diese besitzen &ahnliche Eigenschaften wie
glatte Muskulatur und kdnnen sich kontrahieren. Die Myofibroblasten sind durch
Integrin-Rezeptoren mit extrazellularer Matrix verbunden und kdnnen so durch
ihre Kontraktion die Wundflache verkleinern. Des Weiteren ist durch die
Verletzung die Anzahl an Chalone-produzierenden Zellen gesunken. Chalone
sind Glykoproteine, welche die Zellteilung von Epidermiszellen drosseln. Somit
steigt im Wundrandbereich aufgrund der geringen Menge an Chalonen die
Mitoserate im Stratum basale der Haut. Dieser Vorgang wird zusatzlich durch
Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten, Fibroblasten und Makrophagen
unterstutzt. Die Epithelisierung orientiert sich entlang der Kollagenfasern.
Epithelzellen 16sen sich am Wundrand von der Basalmembran und bewegen
sich auf reifem Granulationsgewebe zur anderen Seite, bis der komplette
Defekt geschlossen ist. Dennoch ist die Wundheilung noch nicht komplett
abgeschossen. Je nach WundgroRe und -tiefe kann der Umbau in
strapazierfahiges und ausgereiftes Narbengewebe bis zu einem Jahr dauern.

1.4 Growth and Differentiation Factor 5 (GDF-5)

Growth differentiation factor und bone morphogenetic proteins (BMPs) gehoren
zu der TGF-B Superfamilie und sind wichtige Wachstumsfaktoren in der
Embryonalzeit sowie im erwachsenen Organismus. Sie sind fur die Regulierung
von zellularen Prozessen wie Proliferation, Migration und Differenzierung von
verschiedenen Zellen verantwortlich. Die TGF-f Superfamilie wird anhand von
Sequenzhomologien in vier Untergruppen unterteilt. Diese vier Gruppen sind
TGF-3, die Activine/Inhibine, die BMPs/GDFs und eine heterogene Gruppe. Alle
vier Untergruppen der TGF-B Superfamilie haben trotz unterschiedlicher
Funktionen einen gemeinsamen Mechanismus der Signaltransduktion (Lutz and

Knaus 2002). Alle Proteine werden als inaktive Form, sogenannte
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Praproproteine, synthetisiert und haben eine Lange von 400 bis 500
Aminosauren. Das Praproprotein besitzt ein reifes C-terminales Ende, eine
Pradomane sowie ein Signalpeptid am N-terminalen Ende. Diese Proteine
werden durch Proteinkonvertasen unter hydrolytischer Spaltung der Pradomane
aktiviert. Dies geschieht an der spezifischen Erkennungssequenz R-X-X-R.
Charakteristisch fur diese aktive Form des Proteins ist ein stark konserviertes
Strukturelement, das aus sieben Cysteinen, dem sogenannten Cysteinknoten,
besteht. Davon bilden sechs Cysteine intramolekulare Disulfidbricken, wahrend
das vierte Cystein fur die Bildung einer intramolekularen Disulfidbricke im
Homodimer verantwortlich ist. Fur die BMP/GDF-Gruppe sind bisher zwei
Rezeptoren von Typ 1 und 2 identifiziert (BMPR1, BMPR2) (Nohe, Keating et
al. 2004). Diese gehoren zur Gruppe der membranstandigen Serin/Threonin-
Kinasen und bilden an der Zelloberflache Komplexe zu aktiven Hetero- und
Homodimeren (Gilboa, Nohe et al. 2000).

Das menschliche GDF-5 Gen ist fur die Entwicklung des Extremitatenskelettes
beim Menschen und der Maus essentiell und wurde erstmals 1994 kloniert.
Expressionsstudien an Maus und Huhn zeigen, dass GDF-5 in den frihen
Knorpelkondensationszentren sowie bei der GliedmalRenentwicklung im
Gelenkspalt und Perichondrium exprimiert wird (Storm, Huynh et al. 1994,
Luyten 1997). Vor diesem Hintergrund gibt es eine Vielzahl von Studien, die
sich mit der Wirkung von rh-GDF-5 auf die Heilung von Knochen und Sehnen
beschaftigen. In vitro Versuche haben gezeigt, dass GDF-5 nicht nur die
osteogene Differenzierung von Rattenfettzellen-abgeleiteten Stromazellen
fordern kann, sondern auch die Angiogenese durch Erhohung der VEGF-
Genexpression (Zeng, Li et al. 2007).

Die positiven in vitro Wirkungen von GDF-5 auf die Zellproliferation und -
migration sowie Angiogenese sind allesamt entscheidende Faktoren in der
kutanen Wundheilung. Vor diesem Hintergrund ist der Einsatz von GDF-5 in der

regenerativen Medizin ein vielversprechender Ansatz.
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1.5 Wissenschaftliche Fragestellung

Ziel dieses Projektes war die Evaluation einer neuen aktiven Wundauflage aus
dem Wachstumsfaktor GDF-5, eingebettet in einer Kollagenmatrix, zur
Optimierung der Heilung tief dermaler Wunden im Grof3tiermodell (Gottinger
Minipig). Zu den tief dermalen Wunden zahlen unter anderem grof¥flachige
Verbrennungswunden und chronische Wunden. Chronische
Wundheilungsstorungen stellen ein erhebliches medizinisches Problem fur die
Betroffenen dar. Die normalen Wundheilungsmechanismen koénnen durch
andere Grunderkrankungen gestort werden, wodurch nicht heilende Wunden,
wie beispielsweise im Falle diabetischer Ulcera, entstehen konnen. Mit solchen
Wunden geht ein hoher Therapiebedarf einher, um das Infektionsrisiko und
weitere Spatfolgen, wie die Amputation von Gliedmalen, einzudammen
(Kremer, Lang et al. 2000). Die hohe Erkrankungsrate an Typ-lI-Diabetes macht
diabetische Ulcera zu einem wesentlichen Gesundheitsproblem in westlichen
Landern (Vogt, Kolokythas et al. 2007). Im Rahmen dieser Studie sollte ein
neuer Therapieansatz zur Heilung tief dermaler Wunden im klinisch relevanten
Groldtiermodell (Minischwein) Uberpruft werden. Prinzipiell besteht der Ansatz
aus einer Tragerkollagenmatrix mit einem integrierten Wachstumsfaktor GDF-5
(growth differentiation factor 5) im Wundbereich mit prolongierter Freisetzung.
Auf dem Hautsektor wurde der Wachstumsfaktor GDF-5 in vivo im Modell
Schwein erstmalig in tief dermalen Wunden getestet. Diese Studie dient dazu,
die Optimierung der Wundheilung durch Einsatz von GDF-5 in Bezug auf die
Wundverschlussdauer sowie die Qualitat der Neoepidermis (Dicke und Zellzahl)

zu evaluieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Art Label Hersteller
Antibiotikum Veracin Albrecht GmbH, Vet.-med.
compositum® Erzeugnisse, Aulendorf, Deutschland
Atropin Atropin-100 mg Dr. Franz Koéhler Chemie GmbH,
Inj.Isg.® Bensheim, Deutschland
Azaperon Stresnil® Janssen Animal Health, Division of
Janssen-Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland
Butorphanol Butomidor Inj.Isg.® | Vetoquinol GmbH, Ravensburg,

Deutschland

Eindeckmedium

Entellan®

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Eosin-Losung

Eosin-L6sung

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumchlorid

Kaliumchlorid 14.9
%

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Ketamin Ursotamin Inj.Isg.® | Serumwerk Bernburg AG, Bernburg,
Deutschland
Mayer’s Mayer’s Merck KGaA, Darmstadt,

Hamalaunlosung

Hamalaunlosung

Deutschland

Medetomidin Dorbene vet Inj.Isg.® | Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland
Meloxicam Meloxidyl Ceva Sante Animale, Libourne,
Frankreich
Midazolam Midazolam- Ratiopharm GmbH, Ulm/Donautal,
ratiopharm® Deutschland

Muskelrelaxans

Vecuronium Inresa
10 mg®

Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg,
Deutschland

Thiopental Trapanal Nycomed GmbH, Konstanz,
Deutschland
Xylazin Sedaxylan® WdT - Wirtschaftsgenossenschaft

Deutscher Tierarzte eG, Garbsen,
Deutschland

Tabelle 1: Liste der verwendeten Materialien

11




Material und Methoden

2.1.2 Instrumente

Art

Label

Hersteller

Elektrische
Schermaschine

Favorita Il

Aesculap AG&Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

Gewebeeinbettungs-
Station

Leica EG 1160

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Gewebeverarbeitung | Shandon Thermo Scientific, Astmoor,
Pathcentre Tissue |Runcorn, Cheshire, UK
Processor

Kamera Canon Powershot | Canon Europe N.V., Amstelveen,

AG50 IS

Niederlande

Mikroskop

Axio Observer.Z1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Mikroskopkamera

AxioCam ERc 5s

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Minischwein- Sling size L Ellegaard Gottingen Minipigs A/S,

Schlinge Dalmose, Danemark

Schablone Selbst hergestellt, BG Unfallklinik
Tabingen

Stativ Selbst hergestellt, BG Unfallklinik
Tabingen

Stempel Selbst hergestellt, BG Unfallklinik
Tabingen

Tatowiergerat Professional Make- | Giant Sun Industry Co., Ltd., New

up kit, G-9740 Taipei City, Taiwan
Zentrifuge Labofuge 300 Heraeus, Osterode, Deutschland

Tabelle 2: Liste der verwendeten Instrumente

12




Material und Methoden

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Art Label Hersteller
Desinfektionsmittel | Sterillium® BODE Chemie GmbH, Hamburg,
Deutschland
Elisa-kit GDF-5 Growth antibodies-online GmbH, Aachen,
Differentiation Deutschland
Factor 5 (GDF5)
ELISA Kit
Verbandfixierung | Fixomull® BSN medical GmbH, Hamburg,
Deutschland
Folie, nicht Renasys Smith & Nephew Orthopaedics
klebend Transparent Film GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Kanule Vygonule V Vygon GmbH und Co. KG, Aachen,

Deutschland

Schweine-Jacken

Ellegaard Minipig
Jacket Large Full
Body

Lomjr Biomedical Inc., Notre-Dame-
de-I'lle-Perrot, Quebec, Kanada

Verschlussfolie

Renasys
Transparent Film

Smith & Nephew Orthopaedics
GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 3: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

2.1.4 Software

Funktion Programmname Hersteller

Textverarbeitung | MS Word 2003 Microsoft Corporation, Redmond, US
Mikroskopie- ZEN blue edition Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Software 2011 Deutschland

Literaturverwaltung

EndNote X4

Thomson Reuters, New York, US

[llustration von
Grafiken

MS PowerPoint
2003

Microsoft Corporation, Redmond, US

Bildbearbeitung

Adobe Photoshop
CS5

Adobe Systems, San Jose, US

Analyse und
Darstellung von
Daten

MS Excel 2003

Microsoft Corporation, Redmond, US

Tabelle 4: Liste der verwendeten Programme
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufbau der Studie

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung des Wachstumsfaktors GDF-5
auf die Heilung tief dermaler Wunden in einem Minipigmodell evaluiert. Fur tief
dermale Wunden haben verschiedene Studien einen vollstandigen
Wundverschluss innerhalb von drei Wochen ergeben. In diesem
Zusammenhang ist die Studie von Fu et al. (Fu, Fang et al. 2007) zu nennen,
die einen vollstandigen Wundverschluss von Vollhautdefekten (2,5 cm x 3,0 cm)
auf dem Rucken von Minischweinen nach 21 Tagen zeigte. Weiter beschreiben
Glerup et al. die Granulierung und vollstandige Reepithelisierung tiefer
Hautwunden mit einem Durchmesser von 2,0 cm innerhalb von zwei bis drei
Wochen (Glerup 2011). Bezugnehmend auf diese Studien wurde ein
Versuchszeitraum von 21 Tagen gewahlt. Die Versuche wurden an zwdlf, in
zwei Gruppen eingeteilten, weiblichen Gottinger Minischweinen durchgefuhrt.
Um eine Variation in der Applikation der Wundauflagen zu erreichen, wurden
die Minipigs wie folgt eingeteilt:

» Sechs Minischweine: Versuchsteil | (Einfachapplikation)
* Sechs Minischweine: Versuchsteil || (Mehrfachapplikation)

Die Operationen wurden nach einer Zeit der Gewohnung und Konditionierung in
standardisierter Weise durchgefuhrt. Hierbei wurden auf dem Rucken jedes
Tiers paravertebral acht kreisformige Vollhautdefekte (2,0 cm Durchmesser, 0,6
cm Tiefe) operativ entfernt und mit den Wundauflagen versorgt (Abbildung 1).
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Wunde: @ 2cm, Tiefe 0,6cm

5cm 3cm
<—>¢>

5cm 3cm

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wundplatzierungen

Fur die vorliegende Studie wurden lediglich funf der acht Wunden verwendet,
die Ubrigen drei dienten einer separaten Studie. Jeweils eine Wunde jedes
Schweines wurde einer Kontrollgruppe zugeteilt. Die Ubrigen vier Wunden

wurden mit folgenden Wundauflagen versorgt:

1) Unbehandelt

2) 100 ng GDF-5 (Scaffold 30 g/m*)
3) 500 ng GDF-5 (Scaffold 75 g/m?)
4) 1000 ng GDF-5 (Scaffold 150 g/m?)
5) 5000 ng GDF-5 (Scaffold 90 g/m?)

Um einen systematischen Fehler zu vermeiden, wurden die Platzierungen der
Wundauflagen randomisiert. Die Tiere im Versuchsteil | erhielten eine einmalige
Applikation der Wundauflage bei der Operation. Im Versuchsteil 1l wurden die
Wunden wie in Tabelle 5 und Tabelle 6 beschrieben alle zwei Tage mit

Wundauflagen versorgt.
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Zeit

Konditionierung

Rasur

Tatowierun
Jd

Operation

Fotodokumentation

Euthanasie

Woche 10 Woche 9 |Woche8 |Woche7 |Woche6 [Woche5 |Woched4 |Woche3 |Woche2 [Woche1

T

[

belle 5: Zeitlicher Verlauf, Experiment Teil |
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Zeit | Konditionierung | Rasur | Tatowierung | Operation | Fotodokumentation | Euthanasie
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Tabelle 6: Zeitlicher Verlauf, Experiement Teil
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2.2.2 Matrix als Tragermaterial

Als Tragermatrix fur den Wachstumsfaktor GDF-5 wurde ein neuartiges
Kollagenvlies auf Gelatinebasis verwendet. Die Scaffolds wurden von der Firma
Freudenberg durch ein standardisiertes Spinnverfahren hergestellt. Hierbei
wurden Fasern mit der Dicke von 2 und 10 ym kombiniert. Abbildung 2:
Rasterelektronenmikroskopisches Bildausschnitt (500-fache VergroRerung)
zeigt den dreidimensionalen Aufbau des Scaffolds in  einem
rasterelektronenmikroskopischen Bild. Die Porengrof3en liegen unabhangig von
den Gerustdicken im Bereich von 35 bis 70 ym. In der vorliegenden Studie

wurden Vliese in vier verschiedenen Dicken eingesetzt:

1) Scaffold 30 g/m?
2) Scaffold 75 g/m?
3) Scaffold 150 g/m?
4) Scaffold 90 g/m?
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Abbildung 2: Rasterelektronenmikroskopisches Bildausschnitt (500-fache VergroBerung) -
Freudenberg Technology Innovation SE & Co. KG, Weinheim, Deutschland

2.2.3 GDF-5

2.2.3.1 Proteinexpression und Aufreinigung von rhGDF-5

Der Wachstums- und Differenzierungsfaktor 5 (rhGDF-5) wurde bei Biopharm in
dem E. coli Stamm W3110 BP exprimiert. Das Protein wurde in Form von
Einschlusskorpern (inclusion bodies) in den Bakterien abgelegt. Durch die
Isolation der Einschlusskorper entsteht ein relativ reines Protein, welches
jedoch durch weitere Chromatographieschritte aufgereinigt werden muss. Nach
der Extraktion der Proteine aus den Einschlusskorpern erfolgte zunachst eine
lonenaustauschchromatographie, um storende E. coli Proteine abzutrennen.
Die HPLC-Fraktionen wurden in einem Polyacrylamidgel mit anschlieRender
Silberfarbung auf Anwesenheit der rhGDF-5-Proteine untersucht. Die
Fraktionen mit dem groRten GDF-5-Gehalt wurden vereinigt. Im zweiten Schritt
wurden die noch denaturierten Proteine einer Faltungsprozedur (Refolding)
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unterzogen, um biologisch aktives Protein zu erhalten. Durch den
Faltungsprozess entstehen aus den monomeren Proteinen (13 kDa) dimere
Proteine, die sich durch ihr Molekulargewicht (26 kDa) unterscheiden. Im dritten
Aufreinigungsschritt wurde eine zweite RP-HPLC (Chromatographie mit
Umkehrphase) durchgefuhrt, um das korrekt gefaltete dimere Protein von der
nicht-gefalteten Proteinfraktion abzutrennen. Aufgrund der unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften war es moglich, die korrekt gefalteten Proteine zu
identifizieren und zu isolieren. Die Fraktionen mit der grof3ten Reinheit wurden
vereinigt und abschlieRend auf einem Polyacrylamidgel untersucht. Das Protein
wurde unter nicht-reduzierenden (- DTT) und reduzierenden Bedingungen (+
DTT) analysiert. Der Faltungsprozess und das Aufreinigungsverfahren waren
effizient, es entstand ein gefaltetes dimeres Protein, welches durch Reduktion

(+ DTT) zuruck in die monomere Form Uberfuhrt werden kann.

Abbildung 3: A) Struktur von GDF-5. GDF-5 ist ein dimeres Protein der TGF-# Superproteinfamilie.
Die Untereinheiten (gelb und griin) sind liber eine Schwefelbriicke miteinander verbunden. Durch
Reduktionsmittel wie DTT wird die Schwefelbriicke gespalten und das Molekiil wird in die beiden
Untereinheiten iiberfiihrt. B) Analyse von rhGDF-5 im SDS PAGE mit anschlieBender Coomassie-
Farbung. Das Protein wurde unter nicht-reduzierenden (- DTT) und reduzierenden Bedingungen (+
DTT) analysiert. M = Protein-Molekulargewichtsmarker - BIOPHARM GmbH, Eppelheim,
Deutschland

2.2.3.2 Bioassay

Nach der Aufreinigungsprozedur wurde die biologische Aktivitat des
Wachstumsfaktors rhGDF-5 in einem zellularen Bioassay getestet. Die Aktivitat
wurde im Alkalischen Phosphatase (ALP) Assay bestimmt. Dazu wurde rhGDF-
5 in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 1200 ng/ml mit murinen
Bindegewebezellen MCHT1/26-Zellen (Dr. Ploger; Biopharm; Heidelberg) ko-
kultiviert. Das rhGDF-5 steigert die Produktion Alkalischer Phosphatase in
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diesen Zellen. Die ALP-Aktivitat in MCHT1/26-Zelllysaten wird durch einen
colorimetrischen Test gemessen. Die Farbreaktion basiert auf der Hydrolyse
von p-Nitrophenylphosphat (PNPP) in p-Nitrophenol, das im alkalischen Milieu
als gelbes p-Nitrophenolatanion vorliegt. Die ALP-Aktivitat steigt in Abhangigkeit
von der eingesetzten rhGDF-5-Proteinmenge. Wie dem
konzentrationsabhangigen Kurvenverlauf in Abbildung 4 zu entnehmen ist, ist
rhGDF-5 biologisch aktiv.
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ALP Assay: rhGDF-5

1,600

1,400

1,200 //i
1,000

0,800 // —@—rhGDF-5

0,600

ALP activity [OD]

0,400

0,200 -

0,000 % T 1 T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

conc [hg/mL]

Abbildung 4: Als Nachweis fiir die biologische Aktivitit wurde rhGDF-5 im ALP Assay mit
MCHT1/26-Zellen getestet. rhGDF-5 wurde in einer Konzentration von 0 bis 1200 ng/ml eingesetzt.
Der durch die Alkalische Phosphatase induzierte Substratumsatz von p-Nitrophenylphosphat
wurde bei einer Absorption von 405 nm gemessen - BIOPHARM GmbH, Eppelheim, Deutschland

2.2.4 Versuchstiere

Die Tiere wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG) behandelt.
Die Studie wurde mit Genehmigung vom Ministerium fur Landlichen Raum und
Verbraucherschutz Baden-Wurttemberg (Zulassungsnummer AT  1/12)
durchgefuhrt.

Alle zwolf von der Firma Ellegaard Gottingen Minipigs A/S (Dalmose,
Danemark) erhaltenen Gottinger Minipigs wurden wahrend der Studie in der
Tierhaltung Tubingen in zwei Gruppen untergebracht. Sie wurden in einem
Temperaturbereich von 21 °C £ 1 °C, bei 60 % + 10 % Luftfeuchtigkeit und
einem 12-Stunden-Tag- und Nachtzyklus (150 £ 50 Ix, 9 Uhr bis 21 Uhr Licht)
gehalten.

Bei der Ankunft wogen die Minipigs 22,6 kg (+ 0,9 kg) und waren im
Durchschnitt 39 Wochen (+ 14,7 Tage) alt. Sie hatten permanenten Zugang
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zum Trinkwasser und wurden taglich mit 400 g einer Standard-Minischwein-
Ernahrung versorgt. Um ein ordnungsgemafles Wachstum zu gewahrleisten,
wurden sie routinemafig wochentlich gewogen (Tabelle 7).

Tier Nummer Gewicht OP-Tag | Gewicht Gewichtszunahme
Nekropsie-Tag
A 212022 27,9 29,6 1,7
B 212274 25,5 25,4 -0,1
C 212299 22,8 22,6 -0,2
D 212073 26,5 27,5 1
E 212217 22,5 25,6 3,1
F 212209 24,8 24,3 -0,5
K 307841 22,3 23,7 1,4
L 307829 24,3 25,5 1,2
M 307839 23,6 24,6 1
N 307814 22,6 24,0 1,4
O] 307838 23,7 244 0,7
P 307802 23,6 25,5 1,9
Mittelwert 24,175 25,225 1,05
SD 1,66 1,76 0,96

Tabelle 7: Gewicht der Minipigs

2.2.5 Konditionierung der Tiere

Vor Beginn der operativen Verfahren erhielten die Tiere etwa sechs Wochen
GewoOhnungszeit. Wahrend dieser Zeit hatten alle Minischweine die Moglichkeit,
ihre Umgebung zu erforschen und sich an die beteiligten Mitarbeiter zu
gewohnen. Aulerdem wurden die Tiere konditioniert, in einer speziellen
Minischwein-Schlinge zu liegen. In dieser Schlinge wurden spater pra- und
postoperative Verfahren wie Verbandswechsel und Fotodokumentation
durchgefuhrt. In der Gewodhnungs- und Konditionierungsphase verbrachten
mindestens zwei Mitarbeiter taglich Uber zwei Stunden Zeit mit den Tieren. Sie
streichelten und unterhielten die Schweine und hoben diese in die Schlinge -
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solange bis alle Minischweine mit dem gesamten Personal vertraut waren und
sich ohne grélRere Probleme in die Schlinge lagern lieRen. Ebenso wurden in
der Schlinge bereits Verbandswechsel und Fotodokumentationen durchgefihrt,
um die Tiere an diese postoperativen Verfahren zu gewdhnen. Dies war fur den
spateren Versuchsverlauf und -erfolg von entscheidender Bedeutung und flhrte
zur Minimierung von Zeitaufwand und Stresspotenzial fur alle Beteiligten.

Abbildung 5: In Schlinge liegendes Minipig

2.2.6 Verbandstechnik

Um den besten postoperativen Wund- und Wundauflagenschutz zu
gewahrleisten, wurden in der Konditionierungsphase verschiedene
Verbandstechniken systematisch getestet. Den besten Schutz schien folgende
Technik zu bieten:
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Zuerst wurden kleine nicht-klebende Membranen Uber jeder zukinftigen
Wundstelle platziert. Diese Membranen sollten das Verkleben der
Wundauflagen mit der luftdichten Kleber- und Verschlussfolie, welche den
kompletten Wundbereich einschlieRlich der tatowierten Quadrate abdeckte,
verhindern. Die dauReren Rander der Folie wurden zusatzlich mit Fixomull an
den Schweinerlicken befestigt. Darliber hinaus wurden die Tiere konditioniert,
die individuell angefertigten Schweinejacken fir den postoperativen
Verbandschutz zu tragen. Um ihr Verrutschen zu verhindern, wurden auch

diese Jacken sowohl auf dem Ricken des Tieres als auch an den Vorderbeinen

mit Fixomull befestigt.

Abbildung 6: Platzierung der nichtklebenden Membranen und der Kleber- und Verschlussfolie

Abbildung 7: Anziehen der Jacke und Befestigen mit Fixomull
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Abbildung 8: Befestigung der Jacke an den Beinen mit Fixomull

2.2.7 Die Operation

2.2.71 Préaoperatives Verfahren

Praoperativ wurden zuerst die Riicken der Tiere zur besseren Ubersicht rasiert.
Anschliellend wurde mithilfe einer eigens angefertigten Schablone die
Wundplatzierung markiert (Abbildung 9). Hierbei wurde der Ricken jedes
Schweines mit acht quadratischen Kastchen (5 cm x 5 cm), jeweils im Abstand
von 3 cm, und jeweils mit einem zentralen Kreis von 2 cm Durchmesser
versehen. Die auleren Kastchen dienten der spateren planimetrischen
Auswertung des Wundheilungsverlaufes. Diese standardisierten Markierungen
wurden schliel3lich tatowiert (Abbildung 10). Fir die Tatowierung erhielten alle
Minischweine eine kombinierte Sedierung mit 0,2 mg/kg Butorphanol, 15 mg/kg
Ketamin und 2 mg/kg Xylazin (Sedaxylan®).
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Abbildung 10: Tatowierung

2.2.7.2 Intraoperatives verfahren

Alle Operationen fanden nach einer Nuchternzeit von mindestens zwolf
Stunden statt. Zuerst wurden die Tiere mit einer, auf ihr Gewicht angepassten,
intramuskularen Injektion von 2 mg/kg Azaperon und 0,05 mg/kg Atropin
sediert. In sediertem Zustand wurden die Minischweine anschlielend gewogen
und in den Operationssaal gebracht. Hier wurden sie Uber einen intravendsen
Zugang an einer Ohrvene mit 0,2 mg/kg Butorphanol, 10 mg/kg Ketamin und
0,08 mg/kg Medetomidin in Narkose versetzt. Bei Bedarf wurden zusatzlich 10
mg/kg Ketamin und 0,3 mg/kg Midazolam verabreicht, um die Narkose zu

verlangern.
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Die  Schweinericken wurden dann zunachst mit alkoholhaltigem
Desinfektionsmittel (Sterilium) desinfiziert. Anschlielend wurden entlang der
markierten Kreise acht tief dermale Wunden mit einem Durchmesser von 2,0
cm und einer Tiefe von 0,6 cm gesetzt (Abbildung 11). Der Abstand zwischen

den Wunden betrug Uberall 6,0 cm, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden.

Abbildung 11: Operation der Wunden

Danach wurden die Wunden mit den verschiedenen Wundauflagen in einer
Grofde von 5,0 cm x 5,0 cm versorgt. Diese wurden in die Mitte der Wunden
gelegt und die Kanten so gefaltet, dass die jeweils spezifische Auflage
vollstandig in die Wunde eingebracht werden konnte (Abbildung 12 und
Abbildung 13). Lediglich die Kontrollwunde blieb unbehandelt. Die weitere
Versorgung der Wunden wurde mit den oben beschriebenen Verbandstoffen
und Techniken durchgefuhrt (2.2.6).
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Abbildung 12: Zweimaliges Falten der Wundauflage

Abbildung 13: Einbringen der Wundauflage in die Wunde

2.2.8 Obduktion

In Vorbereitung auf die Obduktion, 21 Tage nach Versuchsbeginn, erhielten alle
Minipigs eine Pramedikation wie oben beschrieben. Nach intrabsophagealer
Temperaturmessung wurde die Narkose mit 15 mg/kg Ketamin i.m., 1 g/kg
Thiopental i.v. und 0,1 mg/kg Muskelrelaxans i.v. verabreicht. Schliel3lich
wurden die Tiere durch intravendse Injektion einer letalen Dosis (40 ml)
Kaliumchlorid (14,9 %) eingeschlafert. Danach wurde der Bereich um die
Wunde vorsichtig mit Alkohol gereinigt und eine standardisierte
Fotodokumentation durchgefuhrt. Nach dem Herzstillstand wurde das gesamte
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Gebiet der anfanglichen Wunde entlang der tatowierten Kreise in einer Dicke
von 1,5 cm herausgeschnitten (Abbildung 14).

Abbildung 14: Obduktion

2.2.9 Analgesie

Postoperativ erhielten alle Tiere eine intramuskulare Injektion von Meloxicam
(Meloxidyl) fur eine ausreichende Analgesie sowie einer Kombination aus
Penicillin  und  Streptomycin  (Veracin  compositum ®) fur die
Antibiotikabehandlung. Beide Injektionen wurden zwei Tage nach der Operation
wiederholt.

2.2.10 Applikation und Verbandswechsel

Die Verbande wurden zweimal taglich kontrolliert, um eine schnelle Reaktion im
Falle einer Verbandsverschiebung zu gewahrleisten. Ein Verbandswechsel
erfolgte jeden zweiten Tag. Hierbei wurden die Tiere in die spezielle Schlinge
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gelegt, um die Jacke besser 6ffnen zu kdnnen und den Verband zu wechseln.
Im Falle exsudierter Wundflussigkeit Uber dem Wundrand wurde die betroffene
Wunde mit sterilen Kompressen gereinigt. Wahrend des Verbandswechsels
wurde die standardisierte Fotodokumentation fur die planimetrische Auswertung
durchgefuhrt. Nach der Dokumentation erhielten die Tiere der Gruppe I
(Mehrfachapplikation) erneut die Wundauflage. Um den Prozess der
Wundheilung nicht durch mechanische Einwirkung zu beeinflussen, musste die
Grolle der Wundauflage im Laufe des Versuchszeitraums angepasst werden.
Hierbei wurde ab dem 8. postoperativen Tag nur ein Viertel der Wundauflage
appliziert (Tabelle 6). SchlieBlich wurden die Wunden mit kleinen
nichtklebenden Folien bedeckt, um eine Verklebung der Wundauflage mit der
luftdichten Folie zu vermeiden. Der Verband wurde wie oben beschrieben
angelegt (2.2.6).

2.2.11 Dokumentation und Auswertung

22111 Planimetrische Evaluierung

Fur die planimetrische Auswertung wurde alle zwei Tage wahrend des
Verbandswechsels Uber allen Wunden eine standardisierte Fotodokumentation
mit einer Canon Powershot A650 durchgefuhrt. Dabei wurde die Kamera auf
einem speziell angefertigten Stativ fixiert, um die Konstanz von Distanz (12 cm)
und Winkel zur Wundoberflache zu gewahrleisten (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Stativ fiir die standardisierte Fotodokumentation

Anhand der Fotos wurde mithilfe der Bildbearbeitungssoftware Adobe
Photoshop der prozentuale Wundverschluss ermittelt. Hierzu wurde bei jedem
Foto der Wundrand sowie die aulRere quadratische Markierung ausgewahlt und
die Flache berechnet. Die Wundflache wurde durch die Flache des
standardisierten Quadrats geteilt, um eine Verfalschung der Ergebnisse durch
unterschiedliche Stellungen der Schweine zu minimieren. Der prozentuale
Wundverschluss wurde dann in Bezug auf die anfangliche WundgroRe
berechnet. Daruber hinaus wurde der Tag des vollstandigen Wundverschlusses
individuell fir jede Wunde an Hand der Fotos bestimmt. Als Kriterium fir den
Wundverschluss wurde die neugebildete Epitheldecke definiert (Fu, Fang et al.
2007).

32



Material und Methoden

Abbildung 16: Beispiel fiir die planimetrische Auswertung des prozentualen Wundverschlusses.
Griin: Nicht-epithelialisierter Wundbereich; Rot: AuBeres tatowiertes Quadrat

2.211.2 Histologie

Verarbeitung und Einbettung:

Alle Proben wurden voribergehend in Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)
anschlieRend in 4% gepuffertem Paraformaldehyd fir 48 Stunden bei 4 °C, und
schlie3lich far die Standard-Hamatoxylin-Eosin-Farbung und
lichtmikroskopische Auswertung verarbeitet. Wahrend des Prozesses wurden
alle Proben durch abgestufte Ethanolbader zur Entwasserung Ubertragen, mit
Xylol geldscht und mit Paraffin infiltriert.

Im Detail durchlief jede Probe folgende Dehydrierungsbader:

1) 70 % Ethanol fir 30 Minuten

2) 70 % Ethanol fur 30 Minuten

3) 96 % Ethanol fur 30 Minuten

4) 96 % Ethanol fur 30 Minuten

5) 100 % Ethanol fur 30 Minuten

6) 100 % Ethanol fur 30 Minuten

7) 100 % Ethanol fir 60 Minuten

8) Erste Clearingstelle (Xylol) fir 60 Minuten
9) Zweite Clearingstelle (Xylol) fur 120 Minuten
10)Wachs (Paraffin) bei 60 °C fir 60 Minuten
11)Wachs (Paraffin) bei 60 °C fir 120 Minuten
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Danach wurden die Proben einzeln in kleinen Wachs-Blocken eingebettet.
Mikrotomie und Paraffinschnitt-Herstellung:

Vor dem Schneiden wurden die Wachsblocke mit den Proben eingefroren.
Danach wurden sie in das Mikrotom eingesetzt. Zum Schneiden der Proben
wurde das Zifferblatt des Mikrotoms zuerst auf 20 ym eingestellt, um den Block
eben zuzuschneiden, dann auf 5 ym, um zwei vertikale Gewebeschnitte zu
erhalten. Anschlieend wurden alle Schnitte auf der Oberflache von einem 56
°C-Wasserbad flotiert, um das Bilden von Falten zu verhindern. Schlief3lich
wurden die Schnitte auf Objekttrager und Gewebe-gerahmte Dias montiert und
12 Stunden bei 37 °C getrocknet.

Héamatoxylin und Eosin Farbung:

Fir die Routine-Hamatoxylin- und -Eosin-Farbung waren die warmen
Abschnitte entparaffiniert und rehydriert. Sie wurden far 3 Minuten in Mayers
Hamalaunlosung eingelegt und dann fur 3 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser und anschliefend in Eosin-Losung gespult. Weiter wurden die
gefarbten Schnitte wieder fur 30 Sekunden unter fliellendem Leitungswasser
gespult, dann in Ethanolbadern mit zunehmender Konzentration dehydriert und
in Xylol geklart. Vor dem Abkuhlen wurden die warmen Objekttrager mit
Deckglasern mit Eindeckmedium versiegelt.

Histologische Beurteilung:

Die histologischen Schnitte wurden mit Hilfe eines Zeiss-Mikroskops (Axio
Observer.Z1), einer Mikroskop-Kamera (AxioCam ERc 5s) und Mikroskopie-
Software (ZEN blue edition, 2011) ausgewertet. Hierbei wurden die epidermale
Dicke und die Gesamtmenge von Epidermiszellen aller Hamatoxylin- und
Eosin-gefarbten Objekttrager bewertet. Die Epidermisdicke wurde vom Stratum
basale bis zur Hornschicht an drei Punkten mit gleichem Abstand auf jedem
Schieber (Abbildung 17) gemessen, und die mittlere Dicke der Epidermis
bestimmt. Die Epidermiszellen wurden in einem Abschnitt von 100 uym Breite in
der gesamten epidermalen Hohe (Abbildung 18) gezanhilt.
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Abbildung 17: Messung der Epidermisdicke
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Abbildung 18: Berechnung der Epidermiszellzahl

2.2.12 Datenerfassung und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programmsystem SPSS, Version
14. Von den stetig messbaren Daten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Die Daten wurden auf Normalverteilung
Uberprift, eine Varianzanalyse (ANOVA) und anschlieRend ein Post-Hoc-Test
(Scheffé-Test) durchgefuhrt. In den Tabellen sind, soweit nicht anders
angegeben, der arithmetische Mittelwert, die Standardabweichung und die
Anzahl der Werte (n) aufgefuhrt. Um Gruppenunterschiede bei den stetigen
Variablen herauszufinden, wurde ein t-Test fir unabhangige Stichproben
durchgefihrt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 wurde als
Signifikanzniveau festgelegt. Die graphische Darstellung erfolgte durch Linien-
und Balkendiagramme. Die einzelnen Mittelwerte der Versuchstiere einer

Gruppe wurden durch verschiedene Symbole und Farben dargestellt. Die
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statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte nach Beratung durch
das Institut fur klinische Epidemiologie und angewandte Biometrie der
Universitat Tubingen.
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3 Ergebnisse

Alle zwolf Minischweine erhielten paravertebral acht tief dermale Wunden,
wobei lediglich funf dieser Wunden fur die vorliegende Studie verwendet
wurden. Eine der funf Wunden blieb fur die Kontrollgruppe unbehandelt, die
anderen vier erhielten eine Wundauflage mit GDF-5 in verschiedenen
Konzentrationen. Fur die Untersuchung wurden zwei Gruppen mit jeweils sechs
Schweinen gebildet: Wahrend die Minipigs der ersten Gruppe eine einmalige
Applikation der Wundauflage bei der Operation erhielten, wurde die
Wundauflage bei den Minipigs der zweiten Gruppe jeden zweiten Tag neu
appliziert (Tabelle 6). Durch Randomisierung der Wundauflagen wurde

versucht, einen systematischen Fehler zu vermeiden.

3.1 Planimetrie

Fur die planimetrische Auswertung erfolgte im Rahmen des Verbandswechsels
alle zwei Tage eine standardisierte Fotodokumentation, um den prozentualen

Wundverschlussverlauf sowie die Wundverschlusszeiten zu evaluieren.

3.1.1 Wundverschlusszeiten

Die Auswertung der standardisierten Fotos zeigte bei der Kontrollgruppe im
Durchschnitt einen kompletten Wundverschluss nach 13,5 (SD 1,19) Tagen.
Alle Wunden dieser Gruppe wiesen innerhalb von 12 bis 16 Tagen postoperativ
eine mit Neoepidermis verschlossene Oberflache auf. Verglichen mit der
Kontrollgruppe erreichten die mit GDF-5 behandelten Wunden einen
schnelleren Wundverschluss innerhalb von 10 bis 14 Tagen postoperativ. Die
Einfachapplikation fuhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe insgesamt zu einer
Beschleunigung der Wundverschlussdauer um 1,0 Tage. Wunden dieser
Gruppe waren nach 12,5 (SD 1,19) Tagen postoperativ verschlossen. Die
besten Ergebnisse lieferten die Wunden mit Mehrfachapplikation von GDF-5.
Mit einer durchschnittlichen Verschlusszeit von 10,9 (SD 1,0) Tagen
postoperativ zeigen diese eine signifikante Verbesserung von 2,6 Tagen
gegenuber der Kontrollgruppe beziehungsweise von 1,6 Tagen gegenuber der
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Einfachapplikationsgruppe. In Tabelle 8 sind alle Wundverschlusszeiten

einzelner Wunden aufgelistet.

:uoneyiddeysepuysiy

:uoneyddeyoejulg

Tabelle 8: Wundverschlusszeiten
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3.1.1.1 Einfachapplikation

In der Gruppe der Einfachapplikation zeigten die mit 100 ng GDF-5 und 1000
ng GDF-5 behandelten Wunden leicht bessere Ergebnisse im Vergleich zu den
mit anderen Praparaten behandelten Wunden dieser Gruppe. Sie waren mit
12,3 (SD 1,37) Tagen postoperativ um 1,2 Tage friher verschlossen als die der
Kontrollgruppe mit 13,5 (SD 1,19) Tagen. Weiter konnte durch
Einfachapplikation der oben genannten Konzentrationen bei jeweils einer von
sechs Wunden bereits nach 10 Tagen postoperativ ein Wundverschluss erzielt

werden.

Einfachapplikation
15

.

5 T oo 1

g1 | :i?: o ;Ili; i

§11 I i : - : L

3 I R 0 B R B

12,7 7

< 10 123 123 ‘12_,.5_
o e e SRE R R
8 -

unbehandelt 100 ng GDF-5 500 ng GDF-5 1000 ng 5000 ng GDF-5 GDF-5
GDF-5

Abbildung 19: Wundverschlusszeiten Einfachapplikation vs. Kontrollgruppe
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3.1.1.2 Mehrfachapplikation

In der Gruppe der Mehrfachapplikation von GDF-5 konnten mit einem
durchschnittlichen Wundverschluss nach 10,9 (SD 1,0) Tagen postoperativ
signifikante Ergebnisse erzielt werden. Die mit 500 ng GDF-5 behandelten
Wunden erreichten mit 10,3 (SD 0,75) Tagen postoperativ einen um 3,2 Tage
schnelleren Verschluss der Epitheldecke verglichen mit der Kontrollgruppe mit
13,5 (SD 1,19) Tagen. Bereits nach 10 Tagen waren funf der sechs Wunden
verschlossen, in der Kontrollgruppe dagegen waren die Wunden erst ab dem
12. Tag verschlossen. Die zweitbesten Ergebnisse zeigten die Wunden mit
Mehrfachapplikation von 1000 ng GDF-5. Mit 10,7 (SD 0,94) Tagen
postoperativ waren diese Wunden um 2,9 Tage frUher verschlossen als die der
Kontrollgruppe.

Mehrfachapplikation

16
14 I
12
=
5 10
Q.
e
§ 8
13,5
> 6
Y
4
2
O E H H
unbehandelt 100 ng 500 ng 1000 ng 5000 ng GDF-5

GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5

Abbildung 20: Wundverschlusszeiten Mehrfachapplikation vs. Kontrollgruppe
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3.1.1.3 Einfachapplikation vs. Mehrfachapplikation

Die Wunden mit Mehrfachapplikation von GDF-5 zeigten einen schnelleren
Heilungsverlauf als die mit Einfachapplikation. Mit 10,9 (SD 1,0) Tagen
postoperativ (Mehrfachapplikation) verglichen mit 12,5 (SD 1,19) Tagen
postoperativ (Einfachapplikation) lieRen diese Wunden eine Verbesserung der
Wundverschlussdauer um 1,6 Tage beobachten. Besonders deutlich war der
Unterschied bei dem Praparat 500 ng GDF-5. Hier war mit 2,4 Tagen
Unterschied eine signifikante Verbesserung der Wundverschlussdauer bei
Mehrfachapplikation im Vergleich zur Einfachapplikation zu erkennen. Im
Gegensatz dazu konnte bei dem Praparat mit der niedrigsten GDF-5-
Konzentration von 100 ng durch die Mehrfachapplikation nur ein geringerer
Unterschied von 1,0 Tagen erreicht werden. Auch bei den mit hoher
Konzentration von GDF-5 behandelten Wunden (1000 ng GDF-5 bzw. 5000 ng
GDF-5) war durch die Mehrfachapplikation verglichen mit der Einfachapplikation
eine Verbesserung der Wundverschlussdauer um 1,6 beziehungsweise 1,4

Tage zu beobachten.

16
B Mehrfachapplikation

U Einfachapplikation

i

14

—+—

12

—
o

13,5

Tage postoperativ
(0]

12,5

unbehandelt 100 ng 500 ng 1000 ng 5000 ng GDF-5
GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5

Abbildung 21: Wundverschlusszeiten Einfach- vs. Mehrfachapplikation
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3.1.2 Prozentualer Wundverschlussverlauf

Weiterhin wurde bei allen Wunden der Verlauf der Wundheilung prozentual zur
anfanglichen Wundgro3e berechnet. (Tabelle 10 und Tabelle 11)

Verglichen mit der Kontrollgruppe zeigte sich bei den mit GDF-5 behandelten
Gruppen eine Beschleunigung der Wundheilung ab dem 8. postoperativen Tag.
Wahrend sich bis dahin postoperativ ein minimal verzdgerter Wundverschluss
beobachten liel, war nach diesem Zeitpunkt eine deutliche Beschleunigung
erkennbar. Insgesamt waren die Wunden der mit GDF-5 behandelten Gruppen
schneller verschlossen als die der Kontrollgruppe. Dieses Verhalten war
insbesondere bei Mehrfachapplikation von GDF-5 zu beobachten.

120
100
80
@100 ng GDF-5
% 60 e===500 ng GDF-5
1000 ng GDF-5
40 e===5000 ng GDF-5
unbehandelt
20
0 ——

2 4 6 8 10 12 14 16
Tage postoperativ

Abbildung 22: Prozentualer Verlauf der Wundheilung, Mehrfachapplikation
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Tage postoperativ 100 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 (100 (100 100 100

4 89,04 952 99,31 (97,73 199,55 |100,02 |96,81

6 70,54 71,31 196,95 | 95,32 96,2 86,06

8 23,27 (1,43 |53,68 |[71,63 |39,91 |71,61 |43,59

10 7,53 0 27 28,85 (13,38 (52,93 21,62

12 0 0 9,2 0 0 16,79 4,33

14 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 500 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 (100 (100 100 100

4 99,39 97,52 90,96 |99,74 101,03 97,73

6 85,99 79,89 86,8 68,24 80,23

8 40,08 |[34,46 |46,93 52,22 (52,54 |32,5 43,12

10 12,65 [8,11 (18,92 |29,31 |9,48 8,39 14,48

12 0 3,25 |0 0 0 0 0,54

14 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 1000 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 (100 (100 100 100

4 87,01 196,32 (98,73 |96,48 | 98,66 95,44

6 60,86 |76,4 86,51 |75,53 |74,83

8 32,21 38,25 26,68 63,84 |50,3 35,43 |41,12

10 16,92 (10,54 |0 25,34 113,85 |12,47 (13,19

12 0 0 0 9,59 2,16 0 1,96

14 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 5000 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 (100 (100 100 100

4 100,36 [89,63 [94,81 |98,21 |99,72 99,73 |97,08

6 98,62 |70,74 86,39 | 83,79 | 85,96 85,1

8 62,14 34,94 51,09 |67,83 |43,23 |53,6 52,14

10 40,64 9,32 |22,61 (21,01 |[25,61 [17,63 |22,8

12 13,45 |0 13 0 0 0 4,41

14 0 0 0 0 0 0 0
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Tage postoperativ 100 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 100 100 100 |100

4 100,69 (99,67 |96,46 |101,02 |99,78 |93,79 |98,6

6 81,87 |84,25 96,6 85,65 |82,8 |86,2

8 49,57 |58,56 (60,16 30,96 |32,64 |53,05 47,5

10 0 21,93 |[11,65 (13,28 |0 11,98 | 9,8

12 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 500 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 100 100 100 |100

4 99,32 99,92 193,18 |99,69 |98,02 |93,07 |97,2

6 84,34 83,71 |87,65 |89,11 |87,55 |72,74 84,2

8 61,4 43,33 |53,38 (59,84 (48,76 |27,53 |49

10 0 0 0 18,41 |0 0 3,1

12 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 1000 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 100 100 100 |100

4 98,89 |83,92 /101,03 | 100,03 | 98,83 |99,08 |97

6 89,12 |63,76 |85,93 |87,25 |84,47 |89,77 83,4

8 51,93 |22,62 50,83 |62,33 |30,53 [49,26 44,6

10 10,95 |0 0 11,1 0 0 3,7

12 0 0 0 0 0 0 0

Tage postoperativ 5000 ng GDF-5 Mittelwert
2 100 100 |100 100 100 100 |100

4 97,88 99,84 195,67 |100,47 |99,52 |97,58 |98,5

6 87,68 |85,98 87,68 |88,75 |85,72|87,2

8 53,87 |63,78 (45,9 62,55 |37,596 |52,35 |52,7

10 9,43 16,88 |0 12,82 |0 8,411 (7,9

12 0 0 0 0 0 0 0
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3.2 Histologie

3.2.1 Epidermisdicke

Die histologische Auswertung zeigte bei allen mit GDF-5 behandelten Wunden
eine statistisch signifikante Erhohung der durchschnittlichen Epidermisdicken
verglichen mit der Kontrollgruppe, bei der diese 21,49 um betrug.

Einfachapplikation

Wunde unbehandelt gsogFrjg ZOSF’E 183(;?59 5((3’8(;?59 GDF-5

12,52 16,71 21,65 20,13 16,2

12,77 19,39 24,41 24,49 19,64

13,52 19,42 24,79 25,3 22,83

15,97 21,71 24,8 26,51 29,75

16,94 23,83 26,31 29,28 36,09

17,68 23,86 26,73 29,63 36,34

18,18 25,31 26,8 36,33 42,47

20,62 26,02 30,44 39,28 42,8
Epidermisdicke | 22,36 26,03 30,69 41 45,11
in ym 22,63 27,98 37,33 48,93 45,67

23,57 28,71 37,56 49,94 46,67

25,77 28,76 40,26 50,61 54,46

26,03 58,45 40,47 51,34 57,44

27,75 64,39 45,45 59,04 60,26

28,44 64,85 45,67 63,4 76,44

34,88 46,75 70,46

37.61 48,12 71,22

39.57 57,2 76,35
Mittelwert 21,23 31,69 35,30 45,18 42,14 38,73
SD 6,17 15,85 10,12 17,23 15,72 15,83
P 0,02 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
Statistische
Signifikanz + ++ ++ ++ ++

Tabelle 12: Epidermisdicke, Einfachapplikation
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Mehrfachapplikation

Wunde unbehandelt EOSFTg ZOSF’E 188(;?59 58%‘;_”59 GDF-5

12,52 32,54 27,75 40,37 21,6

12,77 33,54 33,14 40,89 28,77

13,52 34,63 40,02 48,13 31,42

15,97 39,81 41,5 49,34 31,42

16,94 40,03 49,19 53,6 31,91

17,68 40,72 51,34 53,76 33,14

18,18 41,59 59,2 56,91 35,19

20,62 42,59 60,92 57,47 43,94
Epidermisdicke | 22,36 4477 61,29 58,92 48,13
in ym 22,63 52,16 62,14 63,62 48,13

23,57 54,08 62,49 64,47 48,13

25,77 57,21 67,26 66,04 54,02

26,03 57,45 68,25 67,02 55,25

27,75 58,75 68,3 67,81 57,04

28,44 58,8 76,84 70,38 58,94

34,88 59,48 77,23 70,96 58,97

37.61 63,59 81,21 70,96 65,57

39.57 100,91 98,4 72,23 68,06
Mittelwert 21,23 € 50,70 € 60,36 € 59,60 € 4554 € 54,05 €
SD 6,17 € 15,63 € 17,32 € 9,93 € 13,52 € 15,65 €
P <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
Statistische
Signifikanz ++ ++ ++ ++ ++

Tabelle 13:Epidermisdicke, Mehrfachapplikation
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3.2.1.1 Einfachapplikation

In der Gruppe der GDF-5 Einfachapplikation wiesen die mit dem Praparat 1000
ng GDF-5 behandelten Wunden mit 44,97 ym die dickste Epidermis auf. Somit
erreichten diese Wunden eine signifikante Erhohung der Epidermisdicke um
23,48 um verglichen mit der Kontrollgruppe (21,49 pm). Die geringste
Verbesserung verglichen mit der Kontrollgruppe erzielten die mit 100 ng GDF-5
behandelten Wunden in der Gruppe der Einfachapplikation mit einer
signifikanten Erhéhung von 10,46 um.

70

Einfachapplikation
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10 21,23

unbehandelt 100 ng GDF-5 500 ng GDF-5 1000 ng GDF-5 5000 ng GDF-5

Abbildung 23: Epidermisdicke, Einfachapplikation vs. Kontrollgruppe
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3.2.1.2 Mehrfachapplikation

In der Gruppe der GDF-5 Mehrfachapplikation zeigten die Wunden mit den
Praparaten 500 ng GDF-5 (61,72 ym) und 1000 ng GDF-5 (61,27 um) die
hochsten Werte. Die Epidermis dieser Wunden erreichte im Vergleich zur
Kontrollgruppe (21,49 pm) eine um etwa 40 pm signifikant erhohte
Epidermisdicke. Die mit 100 ng GDF-5 (48,47 ym) und 5000 ng GDF-5 (48,13
um) behandelten Wunden zeigten verglichen mit der Kontrollgruppe eine
Erhohung um circa 27 pm.
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Mehrfachapplikation
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Abbildung 24: Epidermisdicke, Mehrfachapplikation vs. Kontrollgruppe
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3.2.1.3 Einfachapplikation vs. Mehrfachapplikation:

Der Vergleich beider Gruppen (Einfach- und Mehrfachapplikation) miteinander
lieR erkennen, dass die Epidermisdicke bei allen Praparaten im Rahmen der
Mehrfachapplikation gestiegen ist.
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Abbildung 25: Epidermisdicke, Einfach- vs. Mehrfachapplikation
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3.2.2 Epidermiszellzahl

Die Anzahl der Zellen der Epidermis auf 100 ym ist bei allen mit GDF-5

behandelten Wunden verglichen mit der Kontrollgruppe gestiegen.

Einfachapplikation

100 ng 500 ng 1000 ng 5000 ng
Wunden unbehandelt GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5
68 63 69 64
. . 48 46 84 70 45
Epidermis- 1, 47 33 54 68
zellzahl
47 42 45 76 58
28 35 60 64 69
35 98 117 89
Mittelwert 41,33 53,60 67,00 70,33 60,80 63,45
SD 15,16 22,60 27,37 10,72 8,80 20,23
P 0,36 0,096 0,006 0,047 0,024
Statistische
Signifikanz - - + + +
Tabelle 14: Epidermiszellzahl, Einfachapplikation
Mehrfachapplikation
100 ng 500 ng 1000 ng 5000 ng
Wunde Unbehandelt GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5 GDF-5
68 57 38 91 73
48 79 99 61 92
Epidermiszellzahl 22 109 55 94 38
P 47 154 135 104 110
28 55 88 83 72
35 102 103 62 48
Mittelwert 41,33 92,67 86,33 82,50 72,17 83,42
SD 15,16 34,14 31,96 16,07 24,42 28,56
p 0,012 0,017 0,002 0,037 0,002
Statistische
Signifikanz + + ++ + ++

Tabelle 15: Epidermiszellzahl, Mehrfachapplikation
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3.2.2.1 Einfachapplikation:

In der Gruppe der Einfachapplikation zeigten die mit den Praparaten 100 ng
GDF-5 (46) und 500 ng GDF-5 (61,5) behandelten Wunden verglichen mit der
Kontrollgruppe (41) leicht erhohte Zellzahlen. Die mit hohen Konzentrationen
von GDF-5 behandelten Wunden (1000 ng GDF-5 (69,5) und 5000 ng GDF-5
(64)) lielRen eine statistisch signifikante Erhohung der Zellzahlen erkennen.

10 Epidermiszellzahl Einfachapplikation
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Abbildung 26: Epidermiszellzahl, Einfachapplikation vs. Kontroligruppe
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3.2.2.2 Mehrfachapplikation:

In der Gruppe der Mehrfachapplikation von GDF-5 zeigten alle behandelten
Wunden verglichen mit der Kontrollgruppe eine statistisch signifikante
Steigerung der Epidermiszellzahl. Die mit 500 ng GDF-5 mehrfach behandelten
Wunden erreichten mit 93,5 insgesamt die besten Ergebnisse.
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Abbildung 27: Epidermiszellzahl, Mehrfachapplikation vs. Kontrollgruppe
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3.2.2.3 Einfach- vs. Mehrfachapplikation

Weiterhin war bei allen Praparaten ein Anstieg der Zellzahl durch

Mehrfachapplikation von GDF-5 im Vergleich zur Einfachapplikation zu
beobachten.

Epidermisszellzahl Einfach- vs.
Mehrfachapplikation
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Abbildung 28: Epidermiszellzahl, Einfach- vs. Mehrfachapplikation

3.3 Bilder Wundheilung
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Abbildung 29: Beispielhafte Bilder aller Wunden an den postoperativen Tagen 2, 6, 10, 14 und 20.
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Abbildung 30: Beispiel fiir histologische Bilder der unbehandelten Kontrollgruppe: Hautschichten,
VergréBerung: 20x, Himatoxilin-Eosin-Farbung
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Abbildung 31: Beispiel fiir histologische Bilder mit Einfachapplikation von 500 ng GDF-5:
Hautschichten, VergréBerung: 20x, Himatoxilin-Eosin-Farbung
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Abbildung 32: Beispiel fiir histologische Bilder mit Mehrfachapplikation von 1000 ng GDF-5:
Hautschichten, VergréBerung: 20x, Himatoxilin-Eosin-Farbung
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde ein beschleunigter Verschluss tief dermaler
Wunden durch die Applikation des rekombinanten Wachstumsfaktors GDF-5 im
Gottinger Minipigmodell festgestellt. Alle Behandlungsgruppen zeigten im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine verbesserte Heilungstendenz in Abhangigkeit
von Applikationsdosis und Frequenz. Signifikante Unterschiede konnten
uberwiegend durch die Mehrfachapplikation von GDF-5 erzielt werden. Hier
zeigte sich eine verkurzte Wundverschlusszeit um 2,6 Tage im Vergleich zu den
unbehandelten Wunden der Kontrollgruppe. Die histologische Auswertung liel3
eine signifikante Optimierung der Neoepidermis im Hinblick auf Dicke und
Zellzahl erkennen.

Die Therapie chronischer und komplexer Wunden stellt trotz des mittlerweile
enormen Fortschritts im Bereich des Wundmanagements weiterhin eine grofl3e
Herausforderung fur die Rekonstruktive Chirurgie dar. Chronische Wunden sind
mit einem erheblichen Verlust an Lebensqualitat sowie mit langen
Behandlungszeiten und erhohten Kosten verbunden. Hinzu kommen
Einschrankungen in der Alltagsaktivitat und Mobilitat, gepaart mit
Beeintrachtigungen des seelischen Wohlbefindens Betroffener (Persoon,
Heinen et al. 2004, Briggs and Flemming 2007, Herber, Schnepp et al. 2007).

Aus soziookonomischer Sicht ist die Behandlung dieser Wunden kritisch zu
betrachten, denn durch die Heilungsverzogerung und die damit verbundene
Verlangerung der Behandlungsdauer entstehen erhebliche Kosten. Mit
zunehmendem Alter steigt das Risiko fur tief dermale Wunden. Der
volkswirtschaftliche = Aspekt der Wundbehandlung tritt durch die

Bevdlkerungsentwicklung zunehmend in den Vordergrund.

Zu den pradisponierenden Faktoren einer Wundheilungsstorung zahlen unter
anderem der manifeste oder latente Diabetes mellitus (Peters, Koberg et al.
1996) sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (Eneroth and Persson
1993). Diese fuhren dazu, dass die komplexen Wundheilungsphasen in ihrem
Ablauf behindert oder dabei maligebliche Zelltypen durch hemmende Einflisse
beeintrachtigt werden (Harding, Morris et al. 2002). Infolgedessen heilt die
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Wunde nur verzogert oder gar nicht ab. Als Ursache solcher Problemwunden
steht die Minderperfusion des Gewebes im Vordergrund, die durch
pathologische Veranderungen des arteriellen Zustroms und/oder des vendsen
Abstroms (Mikrozirkulation) bedingt ist. Gesteuert wird die Wundheilung aber
auch durch eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren wie beispielsweise den
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und die transformierenden Wachstumsfaktoren (TGF-a
und TGF-B), um nur einige zu erwahnen. Dementsprechend kann auch eine
ungenugende Verfugbarkeit dieser Wachstumsfaktoren zur Bildung chronischer
Wunden beitragen.

Folglich zielen therapeutische Strategien fur chronische Wunden einerseits auf
die Behandlung von Grunderkrankungen und anderseits auf den Ersatz und die
Stimulation von Wachstumsfaktoren ab.

4.1 Wachstumsfaktoren in der Wundheilung

Wachstumsfaktoren sind korpereigene, 16sliche Polypeptide, die zur Klasse der
Cytokine gehoren. Sie besitzen die Fahigkeit, durch Bindung an ihre
spezifischen Rezeptoren und die damit verbundene Signaltransduktion
verschiedene Zelltransduktionsmechanismen zu induzieren. Auch der komplexe
Vorgang der Wundheilung wird von einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren
reguliert und gesteuert. Hierbei beeinflussen diese durch verschiedene
Mechanismen sowohl molekulare als auch zellulare Vorgange der Wundheilung
(Kiritsy, Lynch et al. 1993, Garrett and Garrett 1997). Somit sind die endogenen
Wachstumsfaktoren, die als Antwort auf einen Reiz in der Wunde gebildet und
sezerniert werden, ein wesentlicher Bestandteil bei der Abfolge der
physiologischen Wundheilung (Lawrence and Diegelmann 1994, Koveker 2000,
Grose and Werner 2004). Im Hinblick auf die Wirkung von Wachstumsfaktoren
im Rahmen der Wundheilung lassen sich verschiedene Mechanismen

unterscheiden:
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1) Chemotaxis von Entzindungszellen und Fibroblasten ins Wundgebiet

2) Mitogenaktivitat mit daraus resultierender Zellproliferation

3) Stimulierung der Angiogenese

4) Produktion und Abbau von Extrazellularmatrix und Inhibition von
Proteasen

5) Beeinflussung der Synthese und Chemotaxis anderer Cytokine und
Wachstumsfaktoren

Insbesondere wahrend der Exsudationsphase werden viele
Wachstumsfaktoren, die chemotaktische Reize ausuben und die
Zellproliferation steuern, sezerniert. Diese Wachstumsfaktoren uben
regenerative Reize aus und sind wichtige Bestandteile der Reepithelialisierung
sowie Angiogenese und des Aufbaus von Granulationsgewebe wahrend der
Wundheilung (Coerper, Koveker et al. 1996, Scheid, Meuli et al. 2000, Werner
and Grose 2003).

Durch die =zentrale Rolle und die positiven Auswirkungen der
Wachstumsfaktoren bei der Wundheilung werden in die Therapie komplexer
Wunden mit Wachstumsfaktoren groRe Erwartungen gelegt. Der Reiz einer
aktiven Beschleunigung und Verbesserung der Wundheilung durch
Wachstumsfaktoren  fuhrt dazu, dass die Applikation exogener
Wachstumsfaktoren ein wesentliches Forschungsthema darstellt. Es konnte
experimentell gezeigt werden, dass verschiedene Wachstumsfaktoren einen
Heilungsimpuls auf chronische Wunden ausuben koénnen. Einige der
wichtigsten Wachstumsfaktoren in der Wundheilung sind VEGF, TGF-3, PDGF
und KGF.

Galiano et al. untersuchte anhand einer Tierstudie an genetisch diabetischen
Mausen die Wirkung von appliziertem VEGF in Vollhautwunden. Die
Ergebnisse zeigten eine deutliche Verbesserung der Wundheilung in Bezug auf
die Wundverschlusszeiten (12 Tage gegenuber 25 Tagen bei der
Kontrollgruppe) sowie eine beschleunigte Epithelisierung und Zellproliferation
(Galiano, Tepper et al. 2004).
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Weiterhin wurde bei Patienten mit chronischen diabetischen Fululzera durch
Applikation des Wachstumsfaktors EGF eine signifikante Verbesserung der
Wundheilung beobachtet (Piazuelo, Jimenez et al. 2000, Tsang, Wong et al.
2003).

Ebenfalls ein entscheidender Faktor der Wundheilung ist TGF-B, welches in
verschiedenen Wundheilungsphasen in unterschiedlicher Konzentration
vorkommt. Vor allem in der Fruhphase und am 7. Tag der Wundheilung sind
groRe Konzentrationen nachweisbar. Verschiedene Studien zeigten, dass sich
die Anwendung von exogenem TGF-3 positiv auf die Wundheilung auswirkt. Es
kann die Kollagensynthese stark stimulieren und die Kollagenasen hemmen.
Weiterhin spielt TGF- als Immunsuppressor eine entscheidende Rolle in der
Wundheilung. So wurde in einer Tierstudie nachgewiesen, dass bei niedriger
Konzentration von TGF-B1 eine erhdhte Entzindungsreaktion vorliegt und die
Wundheilung langsamer ablauft (Cromack, Sporn et al. 1987). Des Weiteren
zeigten in vivo Studien, dass durch exogen verabreichtes TGF-3, aufgrund
einer positiven Wirkung auf die Bildung von Granulationsgewebe und den
Fibroblastenumbau, eine Verbesserung der Wundheilung vorliegt (Breuing,
Andree et al. 1997, Yang, Qiu et al. 1999, Crowe, Doetschman et al. 2000).

Mit der vorliegenden Studie konnte auch fur den rekombinanten
Wachstumsfaktor GDF-5 eine protektive Wirkung in der Heilung tief dermaler
Wunden in einem Tiermodell nachgewiesen werden. Signifikante
Optimierungen des Heilungsverlaufs liel3en sich sowohl in Abhangigkeit von der
GDF-5-Konzentration als auch von der Applikationsfrequenz erkennen.
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4.2 GDF-5 beschleunigt die Wundverschlussdauer

Das humane GDF-5 (auch als BMP-14 oder CDMP-1 bekannt) ist ein gut
charakterisiertes, hochwirksames Peptidhormon, welches die Entwicklung vieler
Zellen und Gewebe im embryonalen und reifen Stadium beeinflusst. Neben der
bekannten Induktion von Knochen und Knorpel (Yamashita, Shimizu et al.
1997, Yoshimoto, Yamamoto et al. 2006, Sena, Sumner et al. 2007, Zeng, Li et
al. 2007, Hayashi, Zhao et al. 2011, James, Kumbar et al. 2011, Zhang, Yang et
al. 2011, Cheng, Yang et al. 2012) wurden inzwischen einige weitere
Eigenschaften dieses Proteins entdeckt, die eine entscheidende Rolle in der
Wundheilung ibernehmen konnten.

Der Faktor GDF-5 wurde erstmals aus embryonalem Hautgewebe isoliert, was
auf seine generelle Bedeutung bei der Entwicklung und Homoostase der Haut
hindeutet. Dies wird auch durch eine starke Expression von GDF-5 in adulter
Haut gestutzt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der rekombinante
Wachstumsfaktor GDF-5 in vitro eine erhohte Proliferation und Migration von
3T3 Fibroblasten bewirkt und damit die Wundheilung beschleunigt (Sena,
Sumner et al. 2007, Basile, Dadali et al. 2008, Cheng, Yang et al. 2012). Zudem
ist bekannt, dass GDF-5 beim Knochenaufbau beteiligt ist und damit
einhergehend die Angiogenese induziert (Sena, Sumner et al. 2007, Hayashi,
Zhao et al. 2011, James, Kumbar et al. 2011, Zhang, Yang et al. 2011, Cheng,
Yang et al. 2012). Die Unterstutzung der Angiogenese spielt eine Schlusselrolle
in der Wundheilung.

Chronische Wunden entstehen durch vaskulare Unterversorgung. Neu
einsprossende Gefalde, bedingt durch die angiogenetische Wirkung von GDF-5,
konnten die Wundsituation verbessern. Diese Annahmen stutzten sich bisher
allerdings auf in vitro Ansatze und in vivo Untersuchungen an oberflachlichen
Hautdefekten. Die Wirkung auf tief dermale Wunden war bisher unbekannt.

Zusammenfassend zeigt der Wachstumsfaktor eine hervorragende Rolle in der
Umformung und Neubildung von BlutgefaRen, Nerven und Weichgewebe. Die
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Verflechtung von dermato-, angio- und neurogenen Fahigkeiten ist von
besonderer Bedeutung im Prozess der Wundheilung und lasst
vielversprechende Ergebnisse erwarten (Sena, Sumner et al. 2007, Hayashi,
Zhao et al. 2011, James, Kumbar et al. 2011, Zhang, Yang et al. 2011, Cheng,
Yang et al. 2012).

In vorhandenen, bislang nicht publizierten Vorstudien in Kooperation mit der
Charité Berlin wurde wie bereits erwahnt in einem ahnlichen Versuchsaufbau
eine positive Wirkung von GDF-5 auf die Wundheilung oberflachlicher Wunden
nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigten sowohl fur Fibroblasten als auch far
Keratinozyten bei einer GDF-5-Konzentration von 50 bis 75 ng/ml eine erhdhte
Proliferation und Zelldichte. Hierfur wurde zuerst in einer in vitro-Studie anhand
von humanen Keratinozyten und Fibroblasten die optimale GDF-5-Dosis fur die
Proliferation und Migration ermittelt, um dann im Schweinemodell die potentielle
Wirkung auf die Wundheilung oberflachlicher Wunden zu testen.

Zur Dosisfindung wurde in einem ersten Durchgang mit einer grof3en
Variationsbreite und in einem zweiten Durchgang mit einer mittleren
Variationsbreite des Wachstumsfaktors gearbeitet. Dafur wurden jeweils acht
Biopsien fur neun Tage in Kultur beobachtet. Die Ergebnisse zeigten sowohl fur
das Fibroblasten- als auch fur das Keratinozytenwachstum eine Abhangigkeit
von der GDF-5-Konzentration. In beiden Fallen lag die optimale GDF-5-
Konzentration fur maximale Proliferation und Zelldichte bei 50 ng/ml. Dabei
reagierten die Keratinozyten starker auf die Wirkung des Faktors als die
Fibroblasten, die Tendenz war jedoch ahnlich.

Es bleibt eindeutig festzustellen, dass die Migration von Hautzellen positiv
durch den Wachstumsfaktor in vitro beeinflusst wird. Dieser Fakt kann eine
entscheidende Rolle im Rahmen der beschleunigten Wundheilung spielen, da
die erhohte Migration randstandiger Keratinozyten fir einen raschen
Wundverschluss von Vorteil ware.

Fur die in vivo Studie wurden auf dem Ricken von Schweinen funf

oberflachliche Wunden mit einer Schnitttiefe von 1,2 mm und einer Wundflache
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von jeweils 5 cm x 5 cm gesetzt. Auf den Wunden wurden mit einem
Hohlfaserkapillarsystem modifizierte Wundauflagen fixiert. Der Ansatz umfasste
eine Kontrollwunde ohne Behandlung (A), eine Kontrollwunde, die mit der
Puffersubstanz Trehalose-1% des Wachstumsfaktors gespult wurde (B), eine
Wunde, die mit Puffersubstanz und GDF-5 behandelt wurde (C), eine mit
Nutriflex®-Nahrlosung behandelte Wunde (D) und eine Wunde, welche mit
Nutriflex®-Nahrlosung, Puffersubstanz und GDF-5 behandelt wurde (E).

Nach einem Versuchszeitraum von neun Tagen wurden die Wundauflagen
entfernt und je zwei 0,5 cm tiefe Biopsien aus dem Rand- und Zentrumsbereich
der Wunden fur die Histologie entnommen. Als wesentlichstes Ergebnis war
festzustellen, dass die mit dem Wachstumsfaktor GDF-5 (C) aber auch allein
mit der Trehalose-1% (B) behandelten Wunden komplett geheilt und annahernd
homogen zu dem umgebenden, gesunden Gewebe waren. Unter den
behandelten Wunden schnitten die mit Nutriflex®-Losung (D) versorgten
Wunden durchweg am schlechtesten ab. Insgesamt waren sowohl Proliferation
als auch Migration der Keratinozyten und Fibroblasten in der in vivo Studie
unter dem Einfluss von GDF-5 erhoht, was zu einem besseren Ergebnis in der
Wundheilung fuhrte.

In diesem Zusammenhang konnte in der vorliegenden Studie gezeigt werden,
dass sich durch Applikation von GDF-5 auch der Heilungsverlauf tief dermaler
Wunden verglichen mit einer unbehandelten Kontrollgruppe optimiert. Das
entscheidende Kriterium fur diese Ergebnisse stellte der aus klinischer Sicht
relevante Verschluss der Wundoberflache durch eine neugebildete
Epithelschicht dar. Wie aus der Physiologie der Wundheilung bekannt, ist der
Wundverschluss ein komplexer Vorgang aus verschiedenen Mechanismen wie
Zellproliferation und -migration, Uberwiegend reguliert durch die Mediatoren und
Wachstumsfaktoren. Der beschleunigte Wundverschluss durch Applikation von
GDF-5 lasst folglich die Annahme zu, dass dieser Wachstumsfaktor in
verschiedenen Wundheilungsphasen die obengenannten Mechanismen positiv

steuern kann.
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Bereits in vitro Vorversuche haben eine positive Wirkung von GDF-5 auf die
Proliferation von Keratinozyten bestatigt. Dieser Fakt kann eine entscheidende
Rolle in der beschleunigten Wundheilung spielen, da die erhdhte Migration
randstandiger Keratinozyten fur einen raschen Wundverschluss von Vorteil
ware. (Plettig, J et al. 2014 ; Schiefer, J. L., et al. 2017).

Neben der Keratinozytenproliferation und -migration, die durch dermale
Fibroblasten unterstitzt wird, zahlen auch die Rekrutierung eines
Entzindungsinfiltrates ins Wundgranulationsgewebe sowie die Bildung neuer
Blutgefal’e zu den essentiellen Schritten in der Wundheilung (Sena, Sumner et
al. 2007, Hayashi, Zhao et al. 2011, Zhang, Yang et al. 2011, Cheng, Yang et
al. 2012). Diese Schritte werden samtlich von GDF-5 beeinflusst, wie durch
verschiedene Experimente belegt wurde. So wurde in einem einfachen, aber
effektiven in vivo Modellversuch ein Kollagengel mit und ohne GDF-5 (1 pg/ml)
zwischen zwei Ringe gespannt, von einer Silikonkammer Uberzogen und auf die
Ruckenmuskelfaszie von Mausen transplantiert. Histologische Untersuchungen
nach ein bis sechs Wochen belegten, dass die Applikation von GDF-5 die
Bildung eines Wundgranulationsgewebes beschleunigt, ohne dabei die
physiologische Reifung des Granulationsgewebes zu verhindern. GDF-5
induziert eine im Vergleich zur Kontrolle frGhere Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen sowie darauf folgend eine fruhere und
verstarkte Angiogenese in dem durch die Transplantation induzierten
Granulationsgewebe (Yamashita, Shimizu et al. 1997).

4.3 Konzentrationsabhangiger Einfluss von GDF-5

Anhand der vorliegenden Ergebnisse und einer Vielzahl von Studien konnte
bereits die positive Wirkung des Wachstumsfaktors GDF-5 auf die Wundheilung
bestatigt werden. Einen interessanten Aspekt stellt in diesem Zusammenhang
jedoch die Frage nach der optimalen Dosierung des Wachstumsfaktors dar. In

der vorliegenden Studie wurden vier verschiedene Konzentrationen von GDF-5
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eingesetzt. Hierbei waren vor allem in der Gruppe der Mehrfachapplikation
grolRe Unterschiede zwischen den einzelnen Dosisgruppen zu beobachten. Die
Konzentration 500 ng GDF-5 zeigte insgesamt mit einer Verbesserung der
Wundheilungsdauer um 1,0 Tage verglichen mit der niedrigsten (100 ng GDF5)
und hochsten (5000 ng GDF5) Dosierung des Wachstumsfaktors die besten
Ergebnisse. Auch die Epidermisdicke lie® bei dieser Konzentration einen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu den hochstdosierten Gruppen

erkennen.

Im Rahmen einiger Vorstudien in Kooperation mit der Charité Berlin wurde in
vitro die optimale GDF-5-Dosis fur die Proliferation und Migration von
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten ermittelt, um anschiel3end in einem
Schweinemodell die potentielle Wirkung auf oberflachliche Wunden zu testen.
Zur Dosisfindung wurde in einem ersten Durchgang mit einer grol3en
Variationsbreite und in einem zweiten Durchgang mit einer mittleren
Variationsbreite des Faktors gearbeitet. Daflr wurden jeweils acht Biopsien fur
neun Tage in Kultur beobachtet. Die Ergebnisse zeigten sowohl fur das
Fibroblasten- als auch fur das Keratinozytenwachstum eine Abhangigkeit von
der GDF-5-Konzentration. In beiden Fallen lag die optimale GDF-5-
Konzentration fur maximale Proliferation und Zelldichte bei 50 ng/ml.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse auf eine konzentrationsabhangige
Optimierung der Wundheilung oberflachlicher und tief dermaler Wunden durch
die positive Wirkung von GDF-5 schlie3en.

4.4 Frequenzabhangiger Einfluss von GDF-5

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde der Einfluss der
Applikationshaufigkeit von GDF-5 auf die Wundheilung als weiterer zu
untersuchender Ansatz evaluiert. Durch die wiederholte Applikation von GDF-5
wurden signifikante Verbesserungen der Wundheilung, sowohl im Vergleich zur
Kontrollgruppe als auch im Vergleich zur Gruppe der Einfachapplikation, erzielt.
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Wie bereits erwahnt, fuhrt die reduzierte Blutversorgung in den Wunden zu
degenerativen Prozessen im Weichgewebe und diese haufig zu offenen,
dauerhaften Geschwuren (chronische Wunden / diabetische Geschwure).

Gerade hier ist von GDF-5 eine sehr positive Wirkung zu erwarten, da gezeigt
werden konnte, dass GDF-5 die Bildung eines Wundgranulationsgewebes
beschleunigt und die physiologische Angiogenese, der eine Gefaldreifung folgt,
stimuliert. Dieser Vorgang findet in der Proliferationsphase der Wundheilung
zwischen Tag 4 und Tag 16 statt (Yamashita, Shimizu et al. 1997, Sena,
Sumner et al. 2007, Hayashi, Zhao et al. 2011, James, Kumbar et al. 2011,
Zhang, Yang et al. 2011, Cheng, Yang et al. 2012). In diesem Zusammenhang
konnte durch die wiederholte Applikation von GDF-5 (alle zwei Tage) in dem
der Studie zugrundeliegenden Tierversuch eine Aufrechterhaltung der GDF-5-
Konzentration gerade in dieser Phase des Wundheilungsverlaufs protegiert

werden.

Unter Betrachtung des prozentualen Wundverschlusses aller Gruppen in der Ubersicht lidsst sich
Ubersicht lasst sich ab Tag 8 ein beschleunigter Wundverschluss in der Gruppe der

der Mehrfachapplikation feststellen
120
100
80
@100 ng GDF-5
% 60 e===500 ng GDF-5
1000 ng GDF-5
40 e===5000 ng GDF-5
unbehandelt
20
0 =2

2 4 6 8 10 12 14 16
Tage postoperativ

Abbildung 22: Prozentualer Verlauf der Wundheilung, Mehrfachapplikation
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)- Bezugnehmend auf die physiologischen Wundheilungsphasen entspricht
dieser Zeitraum dem Beginn der Reparationsphase und somit der Phase der
Proliferation und Migration der Keratinozyten sowie Fibroblasten. Wie aus den
in vitro Versuchen ersichtlich, stimuliert GDF-5 diese Vorgange, welche eine
entscheidende Rolle in der beschleunigten Wundheilung spielen, da die erhdhte
Proliferation und Migration randstandiger Keratinozyten den Wundverschluss
beschleunigen. Angesicht dieser Tatsachen konnte die kurzere Verschlusszeit
der Wunden auf eine konstante Konzentration von GDF-5 durch die
Mehrfachapplikation zurlckzufihren sein. Neben diesem planimetrischen
Unterschied war bei Mehrfachapplikation von GDF-5 histologisch eine
signifikant erhohte Zellzahl zu erkennen.
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4.5 Stellenwert der Kollagenmatrix als GDF-5 Trager

Wahrend Kollagenmatrices uber lange Zeit lediglich als Gerust betrachtet
wurden, die der mechanischen Unterstitzung von Zellen oder als Gleitlager
dienen, kommt heute der Wahl des geeigneten Tragermaterials beim Tissue
Engineering eine grol’e Bedeutung zu. Unverzichtbar erscheint die Matrix bei
der Wundheilung nach Verletzungen. Daher ruckt sie immer starker ins
Blickfeld der Regenerativen Medizin. Von vorrangiger Bedeutung ist die
Biokompatibilitat, also die Vertraglichkeit mit Korpergewebe. Dadurch wird
gewahrleistet, dass die Matrix in das korpereigene Gewebe integriert wird und
keine immunologische oder inflammatorische Reaktion stattfindet. Die Struktur
der Matrix entscheidet Uber die Porositat und die damit verbundene
Einsprossung und Verteilung der Zellen innerhalb der Matrix. Die Verbindung
zwischen einzelnen Poren ist fur die Nahrstoffdiffusion und Neovaskularisation
mafgeblich. Kollagen hat sich als biokompatibler, resorbierbarer
Arzneimitteltrager und als Matrix fur das Zellwachstum in der Wundheilung
klinisch bewahrt und stellt den wesentlichen organischen Matrixbestandteil in
Knochen dar.

Kollagen-basierte Biomaterialien tierischer Herkunft werden bereits seit Jahren
in der Medizin eingesetzt. Insbesondere in klinisch anwendbaren Produkten zur
Blutstillung, als Duraersatz oder auch in verschiedenen Feldern der Plastischen
Chirurgie konnten sich Kollagene als Tragermaterial oder Wundauflage
etablieren. Kollagene vom Typ | unterscheiden sich zwischen den einzelnen
Spezies nur geringfugig und verfugen im Vergleich zu vielen anderen
Biomaterialien Uber sehr gute Resorptionseigenschaften (Hotten, Neidhardt et
al. 1994, Yoshimoto, Yamamoto et al. 2006). Da kein ausgepragtes
Identifikationsmuster vorhanden ist und der enzymatische Abbau keine
toxischen Abbauprodukte inkludiert, gelten aufgereinigte Kollagen I-Materialien
in der Regel als biokompatibel (Nishitoh, Ichijo et al. 1996).

In der vorliegenden Studie wurde als Tragermatrix fur GDF-5 eine neuartige
Matrix aus einem Gelatine-Kollagen-Gerust verwendet, welches durch ein
standardisiertes Spinnverfahren hergestellt wird. Dieses Spinnverfahren
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kombiniert Fasern der Dicke 2 yum und 10 ym. Abbildung 2 zeigt diese Fasern in
einem rasterelektronenmikroskopischen Bild. Die Porengrof3en liegen von den

Gerustdicken unabhangig im Bereich von 35 bis 70 ym.

Matrices, insbesondere Kollagen-Matrices, werden haufig fur die
Arzneimittelabgabe verwendet. Sie dienen als Biomodulatoren, die
beispielsweise durch Freisetzung von Antibiotika Infektionen entgegenwirken,
wahrend die Wachstumsfaktoren die Wundheilung beschleunigen (Boateng,
Matthews et al. 2008). Letztere sind die wichtigsten Mediatoren aller Phasen
der Wundheilung. Sie sind insbesondere fur die Behandlung von chronischen
Wunden von grofRer Bedeutung, da gerade solche Wundmilieus aufgrund
geringer Konzentrationen von Wachstumsfaktoren eine verzogerte Heilung
aufweisen (Mulder, Wallin et al. 2012, Holmes, Wrobel et al. 2013).

Hori et al. verwendete in seinen Studien Gelatine als Hauptgerust fur den
Transfer und die Lieferung einiger fur die Wundheilung entscheidender
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel insulin-like growth factor 1 (IGF-1),
fibroblast growth factor (FGF) und epidermal growth factor (EGF). Daruber
hinaus konnen Gelatine-Kollagen-Matrices durch ihre definierte Biodegradation
zu einer kontinuierlichen und steuerbaren Freisetzung von Botenstoffen wie
Antibiotika und Wachstumsfaktoren fuhren. (Hori, Sotozono et al. 2007, Lee,
Nakagawa et al. 2007).

Das in der vorliegenden Studie als Tragermatrix verwendete Vlies wurde in
Zusammenarbeit mit Freudenberg New Technologies SE & Co. KG (Weinheim,
Deutschland) und Biopharm GmbH (Heidelberg, Deutschland) entwickelt. Es
wird durch eine neuartige Industriedrehspinne bei niedrigen Temperaturen
hergestellt, die gesundheitsschadigende LOsungsmittel reduziert und die
empfindlichen Polymere wahrend der Verarbeitung schitzt. Das Vlies ist
bioresorbierbar, nicht vernetzt und besteht aus Fasern mit einer bimodalen
Verteilung. Im Rahmen diverser Vorversuche wurde die in vitro und in vivo
Biokompatibilitat des Scaffolds positiv getestet. Dieses wies eine gute
Biodegradation und Gewebeintegration auf (Held et al. 2016, Petersen et al.
2016). Die Einbindung von GDF-5 in das Scaffold erfolgte standardisiert und ist
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in allen Entwicklungsstadien Uberprufbar. Auch die Freisetzung von GDF-5 aus
dem Scaffold ist vom Hersteller und den Industriepartnern definiert und wurde

bereits in Vorversuchen evaluiert.

4.6 Minipig als Tiermodell

Vor der Durchfuhrung erster klinischer Studien sind Tierversuche im
Groldtiermodell unumganglich. Derzeit existieren fur viele Forschungsprojekte
keine alternativen Verfahren. Kunstliche Hautmodelle oder Zellkulturen, welche
eine adaquate Ubertragung der in vitro gewonnen Daten auf klinische Wunden

zulassen oder einem in vivo Erkenntnisgewinn nahekommen, existieren nicht.

Auf dem Markt existieren mittlerweile zahlreiche kommerzielle Hautmodelle fur
spezifische Versuchszwecke (MatTek Corp., L Oréal, SkinEthic, Organogenesis
etc.) (Papanas and Maltezos 2007). Sie lassen sich generell in reine
Keratinozyten-Modelle (Monolayer-Kulturen oder voll differenzierte Modelle) fur
die epidermale Forschung und in hautaquivalente Modelle mit dermalen
Anteilen unterteilen (z. B. ,Episkin® von L"Oréal).

Die Verwendung von Hautmodellen hat die Zahl der Tierversuche fur
Hautvertraglichkeitsstudien in der Pharmazie und Kosmetik rapide gesenkt
(Papanas and Maltezos 2007). Allerdings ist jedes Hautmodell standardisiert
und wurde naturliche Schwankungen bei der Fragestellung ausgrenzen. Zudem
ist jedes Modell in seinen Moglichkeiten limitiert und nicht in der Lage, einen so
komplexen Vorgang, wie ihn die Wundheilung darstellt, adaquat zu simulieren
(Papanas and Maltezos 2007). Gemeint sind vor allem die Migration
randstandiger Keratinozyten, die allgemeine Regeneration aus der Dermis
heraus, die Beteiligung von naturlichen endogenen Wachstumsfaktoren,
Vitaminen, Salzen etc., die Revaskularisierung im Wundgewebe (Angiogenese)

sowie immunologische und entzundliche Reaktionen.
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Im Rahmen von in vitro Studien konnten in humanen Zellen signifikante
Ergebnisse erzielt werden, die auf einen positiven in vivo Effekt bei der
Wundheilung durch GDF-5 hindeuten. In vorhandenen Vorstudien in
Kooperation mit der Charité Berlin wurde in einem ahnlichen Versuchsaufbau
ebenfalls im Groftiermodell eine positive Wirkung von GDF-5 auf die

Wundheilung oberflachlicher Wunden nachgewiesen.

Ein Aspekt, der weitere in vivo Versuche unerlasslich macht, ist die
Uberprifung der Auswirkungen des Wundmilieus tief dermaler Wunden auf den
Wachstumsfaktor. Es ist vollig unbekannt, wie das Wundmilieu die GDF-5-
Aktivitaten beeinflusst, da sich schwankende pH-Verhaltnisse in der Wunde
ergeben konnen, der Faktor verdunnt wird und z.B. mit unzahligen Metaboliten

in Kontakt treten.

Schweine sind aufgrund zahlreicher Ubereinstimmungen mit dem Menschen in
der Dermatologie ein anerkanntes Hautmodell und werden in diesem
Zusammenhang zahlreich in der Literatur beschrieben (Qvist, Hoeck et al.
2000, Hunziker 2002). Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die humane
Wundheilung ist geboten, da zudem eine anatomische Verwandtschaft der Haut
besteht. Als Funktions- und Strukturmodell fur die Erforschung der
menschlichen Haut kommen hellhdutige Hausschweine wie das Deutsche
Edelschwein oder das Gottinger Miniaturschwein in Frage (Romano and
Balaguer 1991, Hom, Unger et al. 2005, Netzlaff, Schaefer et al. 2006).

Die Schweine-Epidermis hat sowohl im anatomischen Aufbau als auch in
biochemischen und physiologischen Stoffwechselbereichen grofle
Ahnlichkeiten zur menschlichen Epidermis (Archambeau and Bennett 1984,
Barbero and Frasch 2009). Eine deutliche Parallele stellt zum Beispiel die
Erneuerungsrate der Epidermis dar, welche beim Menschen 28 und beim
Schwein 30 Tage betragt. Auch die Passage der vitalen Epidermis (13 Tage
beim Menschen und 10 bis 14 Tage beim Schwein) sowie die Entwicklung der
epidermalen Barriere und der Permeabilitat fur viele Substanzen ist sehr
ahnlich.
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Wie bereits die Epidermis lasst auch die Dermis strukturelle Gemeinsamkeiten
zwischen porcinem und menschlichem Integument erkennen. So sind die
Anordnung und Verteilung der Bindegewebselemente in beiden Modellen sehr
ahnlich. Aber auch wichtige biochemische Parameter wie Glykosaminoglykane,
Glykoproteine und Proteoglykane ahneln in Gehalt, Struktur und Verteilung
denen der menschlichen Dermis. Einer der wichtigsten Parameter ist jedoch
das vorkommende Kollagen. Der Aufbau der Aminosaureketten a1- und a2-
Ketten ist beim porcinen und menschlichen Kollagen fast identisch (Heinrich,
Lange et al. 1971, Allam and Heidemann 1974). Weitere Ahnlichkeiten lassen
sich im Bereich der Blutversorgung beobachten. Beide verfugen uber eine
GefalRsystemstruktur, welche in der Lage ist, schnell Warme abzugeben.
GroRere Unterschiede sind in der Subkutis-Region zu erkennen. Obwohl die
relative Dicke von Epidermis und Dermis des Schweines der der menschlichen
Haut sehr ahnlich ist, weist die porcine Subkutis durch starke Fetteinlagerungen
keinerlei Ahnlichkeit auf. Sie ist mit kraftigen Kollagenfaserbiindeln durchzogen
und in ihrer Kompaktheit nicht mit der menschlichen Subkutis vergleichbar.

Einen weiteren Aspekt stellt die Wundkontraktion bei Vollhautdefekten dar. Bei
Nagetieren wird die Wundheilung stark durch die Kontraktion des unter der
Haut liegenden Musculus panniculus carnosus beeinflusst (Kennedy and Cliff
1979). Studien zeigen aber, dass die Wundkontraktion beim Schweinemodell im
Gegensatz zum Rattenmodell wesentlich geringer ist (Chvapil and Chvapil
1992). Demnach betragt beim Schwein die Wundkontraktion bei
Vollhautdefekten nach einer Woche etwa 40 Prozent. Dies stimmt auch mit den
Ergebnissen dieser Studie nahezu uberein. Abgesehen von anatomischen Vor-
und Nachteilen scheint auch die Wahl der Wundplatzierung eine Rolle zu
spielen. Lateral gesetzte Wunden weisen eine starkere Kontraktion auf als
paraspinale Wunden am Rucken (Chvapil and Chvapil 1992).

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Studie das Gottinger Minipig
als Versuchstier eingesetzt. Die Tiere wurden im Alter von 39 Wochen von der
Firma Ellegaard Gottingen Minipigs A/S, bezogen, welche auf langjahrige
Erfahrung in der Zichtung von Gottinger Minipigs zurlckblickt. Vor
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Versuchsbeginn wurde eine vierwochige Konditionierung der Schweine
eingeleitet, um den taglichen Umgang mit den Tieren sowie die Durchfihrung
von Verbandwechseln, Applikationen und planimetrischer Dokumentationen

sicherzustellen.

4.7 Stellenwert der Konditionierung

Fir jede Art der Arbeit mit Tieren ist ein tiefgreifendes Verstandnis fur die
beteiligten Spezies von grollter Bedeutung. Dies trifft ebenso fur die
Durchfihrung von Studien mit Gottinger Minischweinen in  einer
Forschungsumgebung zu. Das Grundverhalten des Goéttinger Miniaturschweins
unterscheidet sich nicht erheblich von dem anderer Schweinestamme. Jedoch
hat das Goéttinger Minipig im Vergleich zu traditionellen Schweinerassen, die
stressanfallig und zum Teil aggressiv sind, ein freundliches und ruhiges Wesen
(Crick, Sheppard et al. 1998). Menschen, die bereits Erfahrung im Umgang mit
Hunden haben, konnen grundsatzlich ihre Interaktionsfahigkeit nutzen. Sie
sollten sich jedoch daruber im Klaren sein, dass Hunde vor langer Zeit fur die
menschliche Gesellschaft gezuchtet wurden und deren Verhalten verstehen,
wahrend Schweine als Nahrungsquelle domestiziert wurden. Ein weiterer
wichtiger Unterschied liegt darin begrindet, dass Schweine keine Raubtiere,
sondern Beutetiere sind, und sich deshalb gegenuber Menschen sehr scheu
und vorsichtig verhalten. Es erfordert einige Muhe und Zeit, das Vertrauen der
Tiere zu gewinnen. AnschlieBend konnen Gottinger Minischweine jedoch
konditioniert werden, um an einer Studie teilzunehmen. Die Akklimatisierung
und Konditionierung der Schweine fuhrt zur drastischen Reduktion des
Stresspotenzials fur alle Beteiligten und tragt zum Erfolg der Studie bei.

Im Rahmen der vorliegenden Studie zeichneten sich nach vier Wochen
Eingewohnung und intensiver Konditionierung erhebliche Erleichterungen im
Umgang sowie grofe Fortschritte in Bezug auf die Mitarbeit der Tiere wahrend
der Versuche ab. Jedoch sollten individuelle Unterschiede bei den Tieren nicht
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auller Acht gelassen werden. Diese zeigten sich beispielsweise durch den bei
einzelnen Tieren unterschiedlichen Zeitaufwand fur Verbandswechsel und
Fotodokumentation. Insgesamt trug die anfangliche Investition von Zeit und
Geduld fur die Konditionierung malfdgeblich zur stressarmen Durchfuhrung des
Versuchs sowie zum Erfolg der Studie bei.

4.8 Limitation in Studiendesign und Durchfiihrung

Anhand der gewonnenen Daten war es moglich, eine Reihe von Erkenntnissen
uber die Wirkung von GDF-5 und die Wundheilung von Vollhautdefekten
aufzuzeigen. Nicht in allen Bereichen der Studie konnten jedoch statistisch
signifikante Ergebnisse festgestellt werden. Um im Hinblick auf die
unterschiedlichen Wundauflagen detaillierte Aussagen zu ermoglichen, sind
groRere Fallzahlen oder kleinere Variationen erforderlich. Eine Erhohung der
Wundzahl pro Tier wirde das Risiko der Kontaminationen und Kreuzwirkungen
steigern. Um diesen systematischen Fehler zu vermeiden, empfiehlt Glerup
eine Anzahl von maximal acht Wunden von jeweils 2 cm pro Tier (Glerup 2011).
Eine Erhdhung der Tierzahl wirde im Groftiermodell hingegen mit erheblichen
Mehrkosten fur die Anschaffung und den Unterhalt der Tiere einhergehen und
ware aus ethischer Sicht problematisch zu betrachten. In Anbetracht der
klinischen Relevanz ist das Schweinemodell fur die Wundheilung unersetzlich.
Die Ergebnisse der Schweinemodell-Studien korrelieren zu 78 Prozent mit den
Ergebnissen von Studien an Menschen. Bei kleinen Saugetieren ist dagegen
eine Korrelation von nur 53 Prozent zu erkennen (Sullivan, Eaglstein et al.
2001).

Die Applikation von GDF-5 auf tief dermale Wunden erfolgte, wie obenstehend
erwahnt, mittels eines Kollagen-Scaffolds. Diese Kombination bietet eine gute
Grundlage fur die Entwicklung dermaler Wundauflagen mit GDF-5 fur den
klinischen Einsatz. Kritisch sollte allerdings hinterfragt werden, inwieweit das
Scaffold selbst die Wundheilungsprozesse beeinflusst. Diese Fragestellung ist
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aktueller Gegenstand weiterer tierexperimenteller Studien, welche die dermale
Regeneration unter alleiniger Verwendung von Scaffolds in unterschiedlichen
Konstellationen untersuchen. Ungeachtet dessen lag der Fokus in der
vorliegenden Arbeit auf der Wirkung von GDF-5, fur dessen Applikation bisher
keine adaquate Alternative zum verwendeten Kollagen-Vlies zur Verfugung
stand. Daruber hinaus werden Kollagen-basierte Matrices in der Forschung
nach wie vor als Goldstandard fur Anwendungen des Tissue Engineering und
die Ubertragung von Substanzen in in vivo Modellen verwendet.

Eine systemische Wirkung von GDF-5 Uber das Blutgefalsystem konnte als
weiterer kritischer Aspekt der Studie betrachtet werden. Allerdings wirde eine
potentielle Kreuzwirkung von GDF-5 Uber das Blutgefaldsystem zwischen den
Wunden auch den Heilungsverlauf der Kontrollwunden (unbehandelte Wunden
ohne GDF-5) positiv beeinflussen. Ungeachtet dessen konnte in regelmafigen
Blutuntersuchungen wahrend der gesamten Studiendauer keine erhohte

Wachstumsfaktorkonzentration nachgewiesen werden.

4.9 Aussichten und klinische Relevanz

In Deutschland werden jahrlich circa 3,5 Millionen Menschen wegen
chronischer Wunden behandelt. Dabei entstehen schatzungsweise Kosten in
Hohe von rund funf Milliarden Euro, die in diesem Male nicht notwendig waren.
DarUber hinaus ist die Versorgung der betroffenen Patienten nach wie vor
haufig unbefriedigend. Nach monate- oder jahrelangem Behandlungsverlauf
droht den Betroffenen in vielen Fallen dennoch die Extremitatenamputation. In
Deutschland liegt die Amputationsrate nach wie vor bei jahrlich tber 40.000.

Auf Basis von bereits in vitro evaluierten Daten sowie Ergebnissen aus der
Literatur bezuglich der regenerativen Wirkung von GDF-5 konnte mit der
vorliegenden Untersuchung eine signifikante Optimierung der Heilung tief
dermaler Wunden in vivo gezeigt werden. Fur die Applikation von GDF-5 wurde

gemeinsam mit den Industriepartnern ein Kollagen-Vlies als Tragermatrix
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gewahlt, welches bereits in Vorversuchen eine hervorragende Biokompatibilitat
aufwies. Folglich wurde ein Kombinationspraparat aus GDF-5 und Vlies
untersucht, welches sowohl inhaltlich als auch strukturell hervorragende
Eigenschaften aufweist, um als potentielle Wundauflage den Weg in die
Patientenbehandlung zu finden. Dies setzt allerdings weitere klinische Pilot- und
Multicenterstudien, sowie Untersuchungen Uber die optimale Konzentration und

Dosisanalyse des Wachstumsfaktors voraus.

Hinsichtlich der klinischen Problematik tief dermaler Wunden wurde haufig auf
chronische Wunden insbesondere bei Diabetikern hingewiesen. Mit der
vorliegenden Untersuchung wurde zunachst die Wirkung von GDF-5 unter
physiologischen Bedingungen in vivo getestet. So konnten einige wertvolle
Referenzparameter definiert werden, die eine gute Grundlage fur weitere
Untersuchungen bieten. Nachfolgende Studien zur Evaluation der Wirkung von
GDF-5 auf chronische Wunden bei Vorliegen von Grunderkrankungen wie
Diabetes mellitus sind bereits in einem Diabetes-Grof3tiermodell geplant.

Trotz rasanter Fortschritte in der Regenerativen und Rekonstruktiven Medizin
ist der Bedarf an innovativen Verfahren zu Verbesserung der Heilungserfolge
bei komplexen Wunden nach wir vor sehr gro3. Die hier gewonnen Daten
bieten eine gute Voraussetzung fur weitere detaillierte klinische Studien uber
Biomaterialen und Indikatoren fur zukunftige Verfahren im Bereich der
Regenerativen Medizin und Rekonstruktiven Chirurgie.

81



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In Deutschland werden jahrlich circa 3,5 Millionen Menschen wegen
chronischer Wunden behandelt. Dabei entstehen schatzungsweise Kosten in
Hohe von rund funf Milliarden Euro. Darlber hinaus ist die Versorgung der
betroffenen Patienten nach wie vor in vielen Fallen unbefriedigend.

Der komplexe Vorgang der Wundheilung wird unter anderem von einer Vielzahl
von Wachstumsfaktoren reguliert und gesteuert. Diese beeinflussen durch
verschiedene Mechanismen sowohl molekulare als auch zellulare Vorgange der
Wundheilung.

Das humane GDF-5 (auch als BMP-14 oder CDMP-1 bekannt) ist ein gut
charakterisiertes, hochwirksames Peptidhormon, welches die Entwicklung vieler
Zellen und Gewebe im embryonalen und reifen Stadium beeinflusst. Weiterhin
spielt GDF-5 eine entscheidende Rolle in der Umformung und Neubildung von
BlutgefalRen, Nerven und Weichgewebe und bewirkt eine erhdhte Proliferation
und Migration von 3T3 Fibroblasten in vitro. Neben der bekannten Induktion von
Knochen und Knorpel wurden inzwischen einige weitere Eigenschaften dieses
Proteins entdeckt, die eine entscheidende Rolle in der Wundheilung

Ubernehmen konnten.

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen der vorliegenden Studie die Wirkung
des GDF-5 in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Heilung tief dermaler
Wunden in einem Gottinger Minipigmodell untersucht.

In der Studie wurden 60 tief dermale Wunden an Gottinger Minipigs (2,0 cm
Durchmesser, paravertebral) randomisiert mit unterschiedlichen
Konzentrationen GDF-5 behandelt. Als Tragermatrix wurde ein biodegradables
Kollagen-Vlies verwendet, in dem GDF-5 industriell standardisiert eingebunden
wurde. Die Wundheilung wurde im Verlauf einer Behandlungsdauer von 21
Tagen planimetrisch, histologisch und im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe evaluiert.

In allen Gruppen war innerhalb der Behandlungsdauer ein kompletter
Wundverschluss zu beobachten. Die systematische Evaluation zeigte neben
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einer beschleunigten Wundheilung eine signifikante Zunahme der
Epidermisdicke und der epidermalen Zellzahl durch die Behandlung mit GDF-5
im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Die besten Ergebnisse im
Hinblick auf histologische Hautqualitdt und Geschwindigkeit der Wundheilung
konnten durch Mehrfachapplikation (insbesondere in der Gruppe mit 500 ng

GDF-5) nachgewiesen werden.

Trotz rasanter Fortschritte in der Medizin ist der Bedarf an innovativen
Verfahren zu Verbesserung der Heilungserfolge bei komplexen Wunden nach
wie vor sehr grof3. Die hier gewonnen Daten bieten eine gute Voraussetzung fur
weitere detaillierte Studien Uber die verwendeten Biomaterialen um deren
Einsatz in der Regenerativen Medizin und Rekonstruktiven Chirurgie weiter zu

evaluieren.
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