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1 Einleitung

Die Wundheilung ist heute im Rahmen des dermographischen Wandels, der
chirurgischen Versorgung bis ins hohe Alter, der zunehmenden Verwendung
alloplastischer Materialien und der haufigen Begleiterkrankungen und Stoff-
wechselstérungen ein zentrales Thema der Chirurgie. Eine sachgerechte
Wundbehandlung und die Kontrolle der Komplikationen sind unabdingbar fir eine
regelrechte, ungestort ablaufende Wundheilung. Voraussetzung dafir ist ein
physiologisches Wundmilieu mit einer komplex geregelten Abfolge von
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellpopulationen (u.a. Granulozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen), Bestandteilen der extrazellularen Matrix und I6slichen
Mediatorsubstanzen wie Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Proteasen und deren
Inhibitoren. Das Ziel ist der schnelle Wundverschluss zur Verhinderung von
Infektionen der Wunde mit pathogenen Keimen und die Wiederherstellung der
urspringlichen Funktion.

Jegliche Stoérung der Wundheilung kann zur Entwicklung einer chronischen Wunde
fuhren — ein kostenintensives Problem des Gesundheitswesens. Die Zahl der
Patienten mit anhaltenden Wundheilungsstorungen in Deutschland wird auf 2,5 bis
3,5 Millionen geschatzt 1GsF 2007; Becker 2009]. Die daraus entstehenden Kosten fur
ambulante und stationdre Behandlungen werden mit jahrlich mit etwa 5 Milliarden
Euro beziffert [Horch 2008]. Besonders altere Menschen mit zusétzlichen Risikofaktoren
wie periphere arterielle Verschlusskrankheit, chronische vendse Insuffizienz oder
Diabetes mellitus sind haufig betroffen. Trotz vielversprechender Therapieansatze der
letzten Jahre u.a. in Form von Wundauflagen ist die Rezidivrate mit 30-60% immer
noch sehr hoch [Sschmelz et al. 2013; Strien 2002]. Insbesondere bei multimorbiden Patienten
mit entgleister Stoffwechsellage entstehen héaufig ausgedehnte Gewebe-defekte,
begleitet von Infektionen bis hin zum Verlust der jeweiligen Extremitat (ca. 60.000

Amputationen, vor allem der unteren Extremitat, pro Jahr in Deutschland) [Mmichler 2008].

1.1 Phasengerechte Wundheilung

Bei jeder Verletzung des Gewebes lauft eine sequenzielle Kaskade von unter-
schiedlichen Prozessen zellularer Aktivitat mit dem Ziel des Wundverschlusses ab.
Die komplexen Regulationsmechanismen sind in ihrer biochemischen Entitat noch

nicht vollstandig erforscht, wéhrend der Ablauf der Wundheilung auf histologischer
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Ebene relativ gut dokumentiert ist.
Aus didaktischen Grinden wird die Wundheilung Uberwiegend in drei Phasen
eingeteilt, die allerdings zeitlich Gberlappen und sich nicht scharf voneinander trennen

lassen [Schaffer et al. 1999; Broughton et al. 2006]:
+ Exsudative Phase (Entzindungsphase)
* Proliferative Phase (Reparaturphase)

* Reparative Phase (Differenzierungs-/Umbauphase)

Der zeitliche Ablauf der einzelnen Phasen ist in Abbildung 1 dargestellt.

LA

Zeit(d
3 6 9 12 15 18 g1 Zetld)
Exsudative Phase Proliferative Phase
Reinigung Fibroblasteneinwanderung Ausreifung

Granulationsgewebe Epithelialisierung

Wundkontraktion

Abb. 1: Phasen der Wundheilung [modifiziert nach Schéffer et al. 1999; Broughton et al. 2006].

1.1.1 Exsudative Phase (Entziindungsphase)

Dauer: wenige Tage

Mit der Wundsetzung treten Blut und Plasma in den extravasalen Raum aus.
Verletzte Gefél3e kontrahieren schnell, um den Blutverlust gering zu halten.
Gleichzeitig aktivieren aus verletzten Zellen ins Geweben freigesetzte Faktoren die
Gerinnungs- und Komplementkaskaden. Innerhalb von kurzer Zeit kommt es zu
einem provisorischen Wundverschluss, bestehend aus Fibrin, Fibronektin,
Vitronektin, Thrombospondin und Thrombozytenaggregaten. Das in dieser Phase

gebildete Fibrin dient spater als provisorische Matrix fur die zellulare Migration.
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Aktivierte Thrombozyten stellen in dieser Phase der Wundheilung die grof3te Fraktion
an Zellen und sind unerlasslich fir den normalen Verlauf der nun folgenden
entzindlichen Phase. Sie sezernieren Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF, IGF-1,
TGF-B und TNF-a. Diese wirken chemotaktisch u.a. auf Monozyten und neutrophile
Granulozyten, die folglich aktiv in die Wunde einwandern [Chen et al. 2009; Schéffer et al.

1999; Hofstadter 1995; Mast et al. 1996; Martin et al. 2005].

Friihe Entziindungsphase:

Nach 48 Stunden ist die hochste Konzentration von Granulozyten erreicht. Sie setzen
entzindungsfordernde Zytokine wie TNF-a und Interleukine frei, phagozytieren
Bakterien und beseitigen u.a. mit Hilfe von Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs)
denaturierte extrazellulare Matrixbestandteile. David et al. (2001) konnten zeigen,
dass in den ersten beiden Tagen vor allem die Aktivitdt von MMP-9 erhoht ist [David et
al. 2001]. Andererseits steigt die Konzentration von MMP-2 und erreicht an Tag 4 die
hdchste Konzentration [Tarlton et al. 1997]. Die Verletzung induziert somit den Anstieg von
MMP-2 und -9, allerdings in unterschiedlichem MaRRe. Wahrend MMP-2 — verglichen
mit unverletzer Haut — eine doppelt so hohe Konzentration erreicht, steigt sie bei
MMP-9 bis auf das 10-fache [Agren et al. 2001]. Diese anfangliche Aktivitat der beiden

Proteinasen ist wichtig fir das Débridement von zerstorten extrazellularen Proteinen.

Spéte Entziindungsphase:

Ab dem zweiten Tag erscheinen Makrophagen im Wundgebiet, die aus den im Blut
zirkulierenden Monozyten differenzieren. Sie stellen die grof3te Zellfraktion zwischen
dem 3. und 5. Tag der Heilung. Ihnen kommt bei der initialen Infektabwehr, dem
Abrdumen avitaler Gewebsanteile sowie der durch Iosliche Mediatoren vermittelten
Bildung des Granulationsgewebes eine wichtige Bedeutung zu. Neben der
Stimulation der Proliferation von Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen durch
Bildung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen helfen Makrophagen auch bei der
Préasentation von Antigenen. Hierbei werden abgefangene und teilweise auch
abgebaute Antigene den Lymphozyten in einer erkennbaren Form prasentiert.

Um den 5. Tag erscheinen auch Lymphozyten in der Wunde und erreichen am 7. Tag
der Heilung ihre hochste Konzentration. Wahrend der spaten Entzindungsphase

bzw. der frihen Reparationsphase modulieren verschiedene Subtypen von
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Lymphozyten die bis dahin gebildete provisorische Extrazellularmatrix, die v.a. aus

Fibrin, Fibronektin und Glykosaminoglykanen (v. a. Hyaluronsaure) besteht [Schaffer et
al. 1999; Hofstadter 1995; Mast et al. 1996; Hatz 1995].
Die dominierende Metalloproteinasen dieser spaten Entzindungsphase sind laut

Untersuchungen von Nwomeh et al. (1998, 1999) MMP-1 und MMP-8, wobei bei
regelrecht heilenden Wunden eher Pro-Formen gefunden werden, in chronischen
Wunden dagegen die aktive Form. Die Konzentration von MMP-8 ist am Tag 4 am
hdchsten, gefolgt von MMP-1 an Tag 7. Wahrend der gesamten Beobachtungszeit ist
das Maximum von MMP-8 deutlich héher als das von MMP-1 [Nwomeh et al. 1998 ]. Auch
konnte eine flichtige Aktivitatsernbhung von MMP-3 von Arumugram et al.
identifiziert werden, wobei sich diese mit dem Beginn der Wundkontraktion

Uberschnitt [Arumugram et al. 1999].

1.1.2 Proliferative Phase (Reparaturphase)

Dauer: bis zu mehreren Wochen

Die ,proliferative® Phase der Wundheilung ist charakterisiert durch die Neoangio-
genese und die Fibroblastenproliferation. Die zuvor gebildete provisorische Matrix
wird wieder abgebaut und durch ein gefalireiches Gewebe, das Granulationsgewebe,
ersetzt. Dieses besteht aus einem Netzwerk von Fibroblasten, Entziindungszellen
und Endothelzellen. Die Zahl der Makrophagen und der neutrophilen Granulozyten
nimmt ab dem 6. Tag kontinuierlich ab, um den 7. Tag sind Fibroblasten die
dominierende Zellpopulation. Zusammen mit Endothelzellen und Keratinozyten
synthetisieren sie nun vermehrt Wachstumsfaktoren u.a. IGF-1, bFGF, PDGF, VEGF,
KGF und Kollagen. Parallel dazu stimuliert VEGF die Neubildung von Blutgefal3en
durch Proliferation von Endothelzellen. Das nun neu entstandene Gewebe besteht
Uberwiegend aus Kollagen Typ lll, Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen wie
Chondroitinsulfat und Dermatansulfat [Amold et al. 1991; Huey et al. 1980; Schaffer et al. 1999;
Hofstadter 1995]. Auch in diesem Abschnitt der Wundheilung kommt den Matrix-
Metalloproteinasen eine wesentliche Bedeutung zu, denn die Konzentration der
aktivierten Form von MMP-2 ist wichtig fir die Keratinozytenmigration [Mirastschijski et al.

2002].



Einleitung 15

1.1.3 Reparative Phase (Differenzierungs-/Umbauphase)

Dauer: mehrere Monate

In diesem Stadium der Wundheilung enden die Angiogenese und die Proliferation, es
beginnt die Wundmodulation in dem entstandenen Narbengewebe. Ziel ist die
Bildung eines belastungsstabilen Gewebes, das durch den Umbau der Kollagen-
struktur gewéhrleistet wird.

Wahrend zunéachst Kollagentyp Ill in der neuen Matrix einer Wunde dominiert, besteht
die reife Narbe ebenso wie normale Haut zu 90% aus Kollagentyp | [Thomas et al. 1995].
Diese Umwandlung von Kollagentyp Il in Typ | wird durch induktiv bzw. inhibitorisch
wirkende  Signalmolekile (TNF-a, IL-1B) und des davon abhangigen
Konzentrationsgleichgewichts zwischen MMPs und TIMPs ermdéglicht. Durch
Quervernetzung, Verdickung und Ausrichtung der Kollagenbindel entlang der
Belastungsrichtung entsteht schlie3lich eine belastungsstabile reife Narbe [Schaffer et

al.1999; Struck et al. 1987; Mast et al. 1996].

1.2 Chronische Wunde

1.2.1 Definition

Der Begriff der pathologischen Wundheilung umfasst eine grof3e Spannweite von
Wundheilungsanomalien. Diese reicht von einer uberschielBenden Gewebe-
Neubildung z.B. bei hypertrophen Narben und Keloiden auf der einen Seite bis zum
vermehrten Gewebeabbau bei der Entstehung chronischer Wunden [Mirastschijski et al.
2002]. Per Definition handelt es sich um eine chronische Wundheilungsstérung, wenn
eine Wunde nicht innerhalb von sechs Wochen bis drei Monaten nach dem Auftreten

der Verletzung trotz kausaler Therapie abgeheilt ist.

1.2.2 Pathogenese

Wahrend bei der phasengerechten Wundheilung die Entziindungsphase am Anfang
der Heilungskaskade steht und von der Reparaturphase abgel6st wird, kommt es bei
der chronischen Wunde zu einer rezidivierenden Entzindungsreaktion. Auslésende
bzw. unterhaltende Umstéande dieser Entziindungsreaktion werden in intrinsische und

extrinsische Faktoren eingeteilt. Zu den extrinsischen Ursachen gehoéren beispiels-
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weise neben OP-Kautelen (OP-Dauer, -Technik, -Gebiet, Nahtmaterial) die gleich-
zeitige Medikation (z.B. Zytostatika), aber auch die Kontamination (mangelnde
Asepsis der OP, Drainagen, nosokomiale Infektionen). Demgegenulber stehen
intrinsische Ausloser wie Perfusionsstérungen (z.B. pAVK), die Immunitatslage (z.B.
HIV-Infektion) und Alter des Patienten, Erndhrungszustand (z.B. Tumorkachexie,
Adipositas) und die Stoffwechsellage (z.B. Leberzirrhose, Diabetes mellitus) [Lawrence
1992; Dittrich 1971].

Atiologisch ist derzeit wahrscheinlich die diabetische Stoffwechsellage der haufigste
Trigger einer chronischen Wundheilungsstérung. Am Beispiel des diabetischen Ful3es
als typische Wundheilungsstorung sollen im Folgenden die Zusammenhange
verdeutlicht werden. Bedingt durch einen langjahrig bestehenden Diabetes mellitus
kommt es zu einer diabetischen Neuropathie. Der Verlust der Sensibilitat verhindert
das rechtzeitige Erkennen von Fremdkdrpern in Schuhen oder Verletzungen an den
FuRen. Dies zieht einen erh6hten mechanischen Stress der Ferse und des Kallus
nach sich, was wiederum zu intermittierender oder anhaltender Ischamie flhrt.
Demzufolge kommt es zu einem Druckgeschwidir.

Zusatzlich zur Neuropathie neigen Diabetiker zu einer Angiopathie. Die Anzahl der
Kapillaren ist bei Patienten mit Langzeitdiabetes deutlich vermindert [Schwartz et al.1999].
Hinzu kommt, dass bei der sogenannten Mikro- und Makroangiopathie eine
endothelialen Dysfunktion besteht, mit Verlust der antithrombotischen und anti-
inflammatorischen Potenz sowie der mangelnden Reaktionsfahigkeit auf vaso-
dilatatorische Stimuli. Damit kommt es zur Zunahme des oxidativen Stresses, was im
Sinne des Circulus vitiosus zu einer weiteren Schadigung des Endothels fuhrt [Janiak et
al. 2002].

Im Ubrigen kommt es zu einer geringgradigen Infektion, es stromen immer wieder
Entziindungszellen in das Wundbett ein und produzieren vermehrt TNF-a und IL-13
[Ravanti et al. 2000]. Diese beiden Botenstoffe haben entscheidende Wirkung auf die
Heilung von Hautwunden. TNF-a-Konzentrationen, wie sie in normalen, nicht-
infizierten Hautwunden vorliegen, unterstitzen die Heilung; mit dem Fortschreiten des
Heilungsprozesses kommt es zu einer stetigen Abnahme ihrer Konzentration. Bei
chronischen Wunden jedoch liegen die Konzentrationen von TNF-a und IL-1p
ungefahr 100-fach héher als bei normalen Wunden. Daraus resultiert tber mehrere
Zwischenschritte eine Steigerung der MMP-Produktion und gleichzeitig eine
drastische Reduktion der Bildung von TIMPS [Rayment et al. 2008]. ES folgt ein reziprokes
Konzentrationsverhaltnis zwischen MMPs und TIMPs (MMPs 11, TIMPs ||), das
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schlie3lich zum Abbau von essentiellen Matrixbestandteilen und zur Degradation von
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren fuhrt. Die Wunde wird oder bleibt
chronisch, d.h. sie verbleibt in der Entzindungsphase und kann nicht in die
Reparatur- bzw. Umbauphase Ubergehen [mast et al. 1996]. Die komplexen Vorgange
der normalen bzw. gestorten Wundheilung sind in Abbildung 2 schematisch

gegenubergestellt.

Akute Wunde Chronische Wunde

Plattchendegranulation mit Freisetzung Wiedeholte Schéadigung

von Wachstumsfaktoren geringgradige Infektion
Entziindung mit Einstrom von Bakte”e"e

Protelnasen

/ Neutrophile Granulozyten I Monozyten / Makrophagen

Freisetzung von MMPs I
l Wachstumsfaktoren I TNF -q, IL - 1B I TNF -a, IL - 1B

Debridement I \ /
Fibroblasten und
Entziindungszellen

Fibroblasten I Endothelzellen I

Fibroblasten-
Chemotaxis
Wachstumsfaktoren
TIMPs MMPs

- +
Kollagensynthese I Angiogenese I *

Epithelialisierung, Narbenbildung Abbau von Matrix, Wachstumsfaktoren
—I und deren Rezeptoren

Einstrom von

Abb. 2: Regelrechte Wundheilung und Wundheilungsstérung [zusammengestellt aus Tarnuzzer
et al. 1996; Trengrove et al. 1999; Mast et al. 1996; Murphy et al. 1980]

Auf der Basis der oben geschilderten pathophysiologischen Zusammenhangen sind
verschiedene Schlisselmechanismen der Regulation erkennbar, an denen eine

potentielle Therapie ansetzen kdnnte:
» Wachstumsfaktoren
» Zytokine

* Metalloproteinasen und Proteinase-Inhibitoren

Aus Abbildung 2 wird ersichtlich, dass MMPs und TIMPs eine besonders wichtige
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Stellung bei den komplexen Schritten der Wundheilung einnehmen, so dass wir uns

auf diese Enzymgruppen konzentriert haben.

1.3 Matrix-Metalloproteinasen

1.3.1 Systematik

Matrix-Metalloproteinasen bilden eine Familie Zink-abhangiger Endopeptidasen, die
in ihrer Struktur und Funktion einander ahnlich sind, sich in ihrer Substratspezifitat
jedoch unterscheiden. Sie kommen in nahezu allen Geweben vor und werden von
vielen Zellpopulationen (u. a. Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten,
Granulozyten und Makrophagen) konstitutiv oder induziert exprimiert und sezerniert
[Parsons et al. 1997; Mauch 1998; Lafleur et al. 2001]. Derzeit sind 25 verschiedene MMPs
beschrieben, wovon = 21 in humanem Gewebe nachgewiesen wurden [Egeblad et al.
2002; Visse et al. 2003; Massova et al. 1998, Parks et al. 2004]. Urspringlich wurden die MMPs
aufgrund ihrer Substratspezifitat im Wesentlichen in sechs Gruppen unterteilt (s.a.
Tabelle 1):

+ Kollagenasen

» Stromelysine

* Matrilysine

+ Gelatinasen

« MT-MMPs

* noch nicht klassifizierte MMPs

Kollagenasen

Die Kollagenasen sind die als erstes entdeckten und am besten untersuchten MMPs.
Zu ihnen zadhlen MMP-1, MMP-8, MMP-13 und MMP-18. Sie katalysieren den ersten
Schritt bei der Degradation von faserigem Kollagen Typ | und Ill, indem sie die native
Tripelhelix in zwei unterschiedlich grosse Fragmente spalten. Diese zerfallen dann
spontan bei physiologischen Temperaturen in kleinere Peptide, die von
unspezifischeren Proteasen, aber auch von Metalloproteinasen weiter abgebaut
werden konnen [Mauch 1998]. Da Kollagenasen die einzigen bekannten S&ugetier-
Proteinasen sind, die in der Lage sind, faserige Kollagene zu spalten, ist ihre
Anwesenheit unerlasslich fir den Umbau von Geweben mit viel Kollagen, zu denen

auch die Haut gehort.
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Stromelysine
Unter diesem Begriff werden die MMPs -3, -10 und -11 subsumiert. Sie haben eine

breite  Substratspezifitadt und degradieren verschiedenste Bestandteile der

extrazellularen Matrix, aber auch viele andene Proteine wie z.B. TNF-a-Vorstufen.

Matrilysine
Zu dieser Gruppe gehdéren MMP-7 und MMP-26. Bedingt durch das Fehlen der

Haemopexin-ahnlichen Doméne haben sie das niedrigste Molekulargewicht unter den
MMPs.

Gelatinasen

Gelatinase A (MMP-2) und Gelatinase B (MMP-9) bauen Kollagene der Basal-
membranen sowie denaturierte Kollagene (Kollagen IV) und Gelatine ab. MMP-2 ist
vielleicht die am weitesten verbreitete Proteinase und wurde u.a. in Hautfibroblasten,
Keratinozyten, Chondrozyten, Endothelzellen, Monozyten und anderen normalen und
transformierten Zellen gefunden. MMP-9 wird in Keratinozyten, Leukozyten,
Monozyten, Makrophagen und in einigen malignen oder transformierten Zellen

produziert.

MT-MMPs

Die Memban-Typ-Metalloproteinasen sind eine erst spater entdeckte Subgruppe der
MMP-Familie, die sich durch eine transmembrane Domé&ne auszeichnen. Sie sind
deshalb mit der Zellmembran verbunden und entfalten ihre Aktivitdit an der
Zelloberflache. MMP-14 und MMP-16 spielen inshesondere bei der Aktivierung von
MMP-2 eine Rolle. Neuere Untersuchungen zeigen, dass MMP-14 aber auch in der

Lage ist, unterschiedliche extrazellulare Matrixproteine selbst abzubauen [Pei et al. 1995].

Noch nicht klassifizierte MMPs

Derzeit zahlen sieben MMPs zu dieser Gruppe. MMP-12 wird hauptsachlich von
Makrophagen sezerniert und degradiert viele verschiedene Proteine (Tab. 1).
MMP-19 wurde bei Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden, daher zunéchst der
Name RASI-1. MMP-20 scheint bisher eine zahnspezifische MMP zu sein; ihre
Sekretion ist beschrankt auf Zahnzellen. MMP-22 wird in Fibroblasten von Hihnern

gebildet und verdaut Gelatine. MMP-23 ist ein transmembranales Protein und wird in
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scheint eine Rolle bei der Hamostase und Wundheilung zu spielen [Antikoski 2003].

Untergruppe / )
MMP Substrate Aktivatoren
Synonym
Kollagenasen
Interstitialkollagenase MMP-1 fibrillares und nicht fibrillares Kollagen (Typ I, I, llI, VI, X) Plasmin
Gelatin, Entaktin, Aggrecan, Versican MMP-3, MMP-7, MMP-10
Neutrophilen- I
MMP-8 fibrillare Kollagene (Typ I, 11, 111, VII, VIII, X), Proteoglykane MMP-3, MMP-7, MMP-10
Kollagenase
Kollagenase-3 MMP-13 | fibrillare Kollagene (Typ I, 11, lll, IV, IX, X, XIV ), Gelatin, Plasmin, MT-MMP, MMP-14
Perlecan MMP-2, MMP-3, MMP-10
Kollagenase-4 MMP-18 | Kollagene (Typ I, II, 1lI) (kein humanes Ortholog)
Stromelysine
Stromelysin MMP-3 Proteoglykane, Laminin, Fibronektin, Gelatin, Plasmin, Tryptase
_ Elastin, Kollagene (Typ II, IV, IX, X, XI)
Stromelysin-2 MMP-10 | Entactin, pro-MMP-5, Kollagen Typ Ill, IV, V, Fibronektin Elastase
Stromelysin-3 MMP-11 | Serpine, a-Protienase-Inhibitor, Aggrecan, Laminin Furin
Matrilysine
Matrilysin-1, PUMP-1 MMP-7 fibrillare Kollagene (Typ |, Il, Ill), Proteoglykane, Laminin MMP-3, MMP-7, MMP-10
Matrilysin-2, Endometase | MMP-26 | Gelatin, Kollagen Typ IV, Fibronektin
Gelatinasen
Gelatinase A MMP-2 Gelatin, Laminin, Fibronektin, Elastin MT-MMP
Kollagene (Typ I, II, 111, 1V, V, VII, X, XI) MMP-1, MMP-13
Gelatinase B MMP-9 Gelatin, Kollagen (Typ 1V, V, VII, XIV), Fibronektin, Elastin Plasmin, MT-MMP
MMP-3, MMP-13, MMP-27
MT-MMPs
MT1-MMP MMP-14 | Pro-MMP-2, Pro-MMP-13, Gelatin, Kollagene (Typ 1, 11, Ill) Furin, Plasmin
MT2-MMP MMP-15 | Pro-MMP-2, Fibronektin, Gelatin, Tenascin C, Laminin
MT3-MMP MMP-16 | Pro-MMP-2, Kollagen Typ Ill, Fibronektin, Gelatin MMP-2
MT4-MMP MMP-17 | Gelatin, Fibrin, Fibrinogen
MT5-MMP MMP-24 | Pro-MMP-2, Pro-MMP-9, Fibronektin, Gelatin
MT6-MMP MMP-25 | Pro-MMP-2, Kollagen Typ IV, Gelatin, Fibronektin
Andere MMPs
Metallo-Elastase MMP-12 | Elastin, Kollagen IV, Laminin, Fibronektin, Gelatin
RASI-1 MMP-19 | Gelatin, Kollagen 1V, Laminin
Enamelysin MMP-20 | Amelogenin, Gelatin MT1-MMP
X-MMP MMP-21 | ?
MMP-27, C-MMP MMP-22 | Gelatin
MMP-
- ?
CA-MMP 23A .
_ MMP- ”
23B ’
Epilysin MMP-28 | ? Furin

Tab. 1: Die Familie der Matrix-Metalloproteinasen [zusammengestellt aus Mauch 1998; Parsons et al.
1997; Weckroth et al. 1996; Stracke et al. 2000; Uria et al. 2000; Ahtikoski 2003; Visse et al. 2003; Kontogiorgis et
al. 2005; Chakraborti et al.2003].
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1.3.2 Struktur

Die Erkenntnis, dass die Substratspezifitat der MMPs wesentlich breiter als initial
angenommen ist, fihrte dazu, dass die initiale Klassifikation anhand ihrer Substrate
nicht mehr sinnvoll erschien. Sie wurden deshalb durch eine sequentielle
Nummerierung der MMPs abgelost. Erst die Aufklarung der Primér- und
Tertiarstrukturen fuhrte zu der heute ublichen ,strukturellen® Einteilung.

Charakteristisch fir alle MMPs ist ihre Domanenstruktur. Alle MMPs bestehen
mindestens aus einer Prd-, Pro- und Kkatalytische Domane. Bei einigen MMP-
Subtypen werden diese Haupt-Domé&nen erganzt durch einige weitere Domé&nen
(Abb. 3). Diese funktionellen Untereinheiten bestehen aus je 10-100 Aminosaure-

Resten und sind durch eine oder mehrere Disulfidbriicken stabilisiert [Bork et al. 1996].

Minimal -domain MMPs

MMP-7 MMP -26
@ Pro ]:Catalyﬁc |Zn I )
Simple hemopexin -domain -containing MMPs MMP-1  MMP -10  MMP -19
Y R e R R MMP-3 MMP -12
@ Pro ]:Catalyﬁc |Zn I r\ ‘ )( )( x b}
H Hemopexin MMP-8 MMP -13

Gelatin -binding MMPs
MMP-2 MMP -9

Hemopexin

Furin-activated secreted MMPs

@ Pro [Fu ICatalytic IZn | y\om
H Hemop exin

Vitronectin -like insert MMPs

CPE’{ Pro Gln Fu | Catalytic |Zn| Nx:m MMP -21
H Hemopexin

Transmembrane MMPs

MMP-11 MMP -28

MMP-14 MMP -16

@I Pro Catalyﬁc [z0 ] Y C O X v I MMP-15 MMP -24
H Hem opexin Cy
GPI -anchored MMPs
MMP-17 MMP -25
@ Pro IFu 1 Catalytic |Zn | Mmm
H Hem opexin GPI

Typell transmembrane MMPs

- Pro Catalytic ]CA 1g-1ike

MMP -23

Abb. 3: Einteilung der MMPs entsprechend ihrer Proteinstruktur [modif. nach Egeblad et al. 2002]:

Pre Pra-Domane, Signalpeptid Fi Fibronektin-ahnl. Wiederholungen
Pro Propeptid Hemopexin Hamopexin-ahnl. Doméne

Catalytic katalytische Doméane ™ Transmembran-Doméne

Fu Furin-Spaltstelle CA Cystein-Anker

H Hinge-Region Ig-like Immunglobulin-&hnl. Doméane

Vn Vitronektin-a4hnl. Doméne Cy cytoplasmatische Doméne

SA Signalanker
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Das Signalpeptid

Die N-terminale Pra-Domane, auch Signalpeptid genannt, besteht aus etwa 25
Aminosauren. Wahrend der Proteinsynthese kennzeichnet sie das entstehende
Protein als sekretorisches Protein und dirigiert den Transport in den extrazellularen

Raum [Vvisse et al. 2003].

Das Propeptid

Die darauf folgende, etwa 80 Aminosauren umfassende Pro-Domane dient als
interner Inhibitor. Ein Zysteinrest innerhalb einer hoch konservierten Sequenz dieser
Doméne bindet an das Zink-lon des katalytischen Zentrums und héalt dadurch das
Enzym in einem inaktiven Zustand. Diese Zystein-Zink-Bindung fuhrt zu einer Faltung
des Propeptids Uber die katalytische Domane und verhindert den Zugang vom

Substrat in das aktive Zentrum des Enzyms [van wart et al. 1990].

Die Furin-Spaltstelle

Einige MMPs besitzen am C-terminalen Ende des Propeptids ein aus 10
Aminosauren bestehendes Erkennungsmotiv fur Furin-ahnliche Serinproteasen. Sie
kénnen deshalb vor bzw. wahrend der Sekretion in den extrazellularen Raum durch

Furin-ahnliche Proprotein-Konvertasen aktiviert werden [Pei et al. 1995, Caley et al. 2015].

Die katalytische Doméne

Die katalytische Doméane umfasst circa 170 Aminosauren und beherbergt das
katalytische Zentrum mit einem Zink-lon, welches fur die protelolytische Aktivitat
essentiell ist [wetmore et al. 1996; Bode et al. 1999; Housley et al. 1993]. Die Gelatinasen weisen
einen etwa 175 Aminosaure grofRen Abschnitt auf, der in die katalytische Domane
insertiert ist. Diese Insertion besteht aus drei Wiederholungen, die dem Typ II-Motiv
der kollagenbindenden Domane des Fibronektins &hneln, und ist wesentlich fur die

Substratspezifitat dieser Enzyme (vgl. Abb. 3).

Die Hdmopexin-adhnliche Doméne
Bei nahezu allen MMPs (aul3er bei MMP-7, -23 und -26) schliel3t sich an das C-
terminale Ende der katalytischen Doméne die Hamopexin-ahnliche Doméane an, die

Uber eine prolinreiche, flexible Verbindungsregion, ,hinge-Region“ genannt,
verbunden ist. Die Hamopexin-ahnliche Domane weist circa 200 Aminosauren auf

und ist fur die Substratspezifitdt mit verantwortlich, insbesondere bei MMP-1, -3, -10
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und -11. Sie ist fur die proteolytische Aktivitat der MMPs nicht essentiell, vermittelt
aber die Wechselbeziehung zwischen MMPs und ihren physiologischen Substraten

und Inhibitoren, den TIMPS [Sanchez-Lopez et al. 1993; Gomis-Riith et al. 1997].

Die Transmembran-Domane

Die membrangebundenen MMPs (MT-MMPs) werden nach ihrer unterschiedlichen
Verankerung in der Membran in drei Gruppen eingeteilt. Die Typ | - transmembranen
MMPs (MMP-14, -15, -16 und -24) enthalten neben der Transmembran-Domane eine
aus etwa 20 Aminosauren bestehende zytoplasmatische Domane. Bei der
Transmembran-MMP Typ Il (MMP-23) grenzt direkt an das katalytische Zentrum eine
Cysteinreiche Region, gefolgt von einer hydrophoben Region von 17 Aminosauren
und der Immunglobulin-ahnlichen Doméne. Die letzte Untergruppe bilden MMP-17
und MMP-25, die durch einen Glykosyl-Phosphatid-Inositol-Anker (GPI-Anker) mit der

Membran verbunden sind [Egeblad et al. 2002].

1.3.3 Biologische Funktionen

Die extrazellulare Matrix ist nicht nur ein essentielles Gerist der Gewebe und
Bindeglied fur unterschiedliche Zellen, vielmehr finden hier unzahlige biologische
Ablaufe statt. MMPs sind in der Lage, unterschiedliche extrazellulare Matrixanteile zu
spalten und sind somit an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen
beteiligt. Einige der wesentlichen Funktionen der MMPs sind [Moses 1997; Mauch 1998;

Hatz 1995]:

* Regelung von Zellmigration in unterschiedlichen Geweben [Gill et al. 2008]
* Fagmentation von Basalmembranen und Degradation von extrazellu-
laren Matrixanteilen

* Abbau von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren an Zielzellen
[Mast et al. 1996]

1.3.4 Regulation der MMP-Aktivitat

Zum Schutz vor Uberschiel3enden, pathologischen Reaktionen ist die Regulation der
Aktivitat der MMPs von essentieller Bedeutung. MMPs werden daher auf
verschiedenen Ebenen wie Transkription, Expression, Aktivierung und Inhibition

sowie durch ihre Lokalisation (extra-intrazellular) und durch die Substratspezifitat
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streng reguliert [Sternlicht et al. 2000; Parks et al. 2004].

Svynthese und Sekretion

Die erste Kontrollstufe ist die Transkriptionsebene. Die Expression von MMPs wird
durch eine Vielzahl stimulierender und supprimierender Faktoren kontrolliert [Nagase
1997]. Wahrend z.B. TNF-q, IL-13, EGF oder PDGF die Produktion der MMPs
stimulieren, kénnen TGF-B, y-Interferon, IL-4 und IL-10 sie inhibieren [zhang et al. 1998;
Trengrove et al. 1999; Hatz 1995; McLennan et al. 2000]. Eine weitere Regulation der MMPs erfolgt
Uber die Steuerung der Freisetzung intrazellular gespeicherter MMPS [Stemlicht et al.

2000; Benyon et al. 2001; Overall et al. 1991].

Zymogen-Aktivierung

Die MMPs werden, wie nahezu alle Proteasen, als inaktive Vorstufen - Zymogene -
produziert und mussen aktiviert werden, um eine Wirkung entfalten zu kénnen. Die
Pro-Enzyme kénnen in vivo durch Proteasen wie Plasmin, Trypsin, Chymotrypsin,
Kathepsine und Kallikreine, sowie in vitro chemisch durch Reagenzien wie z.B.
Quecksilber(lchlorid oder APMA (4-AminoPhenylMercuric Acetate) aktiviert werden
[Nagase et al. 1992]. MMPs werden in der Regel nach der Sekretion im Extrazellularraum
aktiviert, Ausnahmen bilden MMP-11 und MMP-14, fir welche auch eine intrazellulare
Aktivierung nachgewiesen werden konnte [Pei et al. 1995; Sato et al. 1996].

Viele Metalloproteinasen besitzen selbst die Fahigkeit, andere Mitglieder der MMP-
Familie zu aktivieren [Parsons et al. 1997; Zhao et al. 2004]. Die MMPs bilden somit ein
Netzwerk und kooperieren eng miteinander. Die Aktivierung eines Enzyms kann
folglich eine komplette Kaskade der Enzym-Aktivierung in Gang setzen (Abb. 4).
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Abb. 4: Aktivierungskaskaden der MMPs [zusammengestellt aus Parsons et al. 1997; Toth et al. 2003;
Knauper et al. 1996; Okada et al. 1997; Brown 1999; Wysocki et al. 1999; Rechardt et al. 2000; Zhao et al. 2004;

Cowell et al. 1998; Ahtikoski 2003, Visse et al. 2003; Pei et al. 1996].

1.3.5 Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinasen (TIMPSs)

Eine wesentliche Ebene der Regulation bilden die physiologischen Inhibitoren der
MMPs, die TIMPs, die die Aktivitat der MMPs sehr effizient hemmen kdnnen [Nagase et
al. 1999; Gill et al. 2008]. TIMP-1 wurde erstmals 1975 in Zellkultur-Medien humaner
Fibroblasten und in humanem Serum nachgewiesen [Bauer et al. 1975] und ist in der
Lage, Kollagenase-Aktivitdt zu hemmen [woolley et al. 1975, Gasson et al. 1985]. Seither
wurden weitere 3 TIMPs (TIMP-2, -3 und -4) beschrieben [Brew et al. 2000]. ES handelt
sich um kleine Proteine mit 21 bis 28 kDa, die von vielen unterschiedlichen
Zellpopulationen sezerniert werden. Die TIMPs sind hinsichtlich Sequenz und
Proteinstruktur eng verwandt. Sie besitzen eine N- und eine C-terminale Doméane,
bestehend aus etwa 125 und 65 Aminoséauren, die jeweils durch drei Disulfidbriicken
stabilisiert werden. TIMP-1 (28 kDa) und -3 (24 kDa) sind glykosyliert, TIMP-2
(22 kDa) und TIMP-4 (23 kDa) hingegen nicht [Magdolen et al. 2002; Apte et al. 1995] (Abb. 5).
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Abb. 5: Priméarstrukturen der TIMPs [Lambert et al. 2004]. Die Pfeile markieren die Verbindungs-
stellen der N- und C-terminalen Domane.

Alle TIMPS haben die Fahigkeit, MMPs zu inhibieren, sie unterscheiden sich jedoch
in ihrer Affinitat zu bestimmten MMPs, ihrer Regulation und ihrer Léslichkeit: TIMP-1,
-2 und -4 liegen in léslicher Form vor, TIMP-3 ist an die extrazellulare Matrix
gebunden [vaalamo et al. 1996; Lambert et al. 2004, Nieuwesteeg et al. 2014]. Die unterschiedlichen
TIMPs werden von Keratinozyten, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und
Endothelialzellen sezerniert [Gomez et al. 1997], kOnnen aber auch an der Zelloberflache
gebunden (wie TIMP-3) oder mit membrangebundenen MMPs assoziiert vorkommen
[Magdolen et al. 2002]. TIMP-2 kann v.a. in Plazentagewebe [Nissi et al. 2013], TIMP-1
hauptséachlich in Knochen- und Ovarialgewebe [Hu et al. 2012] hachgewiesen werden.
TIMP-3 wird wahrend Knochen- und Haarwachstum exprimiert [Higgins et al. 2011] und
konnte auch aus Haut-, Brust- und Dickdarm-Gewebe sowie aus Gewebe von
Darmgeschwiiren [Bell et al. 2014] isoliert werden.

Da angenommen wird, dass Wundheilungsstérungen ein Ungleichgewicht zwischen

MMPs und TIMPs zugrundeliegt, liegt der Gedanke nahe, dass der Uberschuss an
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MMP durch die Applikation von exogenen TIMPs therapeutisch angegangen werden
kann. Aufgrund des relativ hohen Molekulargewichts der TIMPs (20 bis 30 kDa) und
ihrer kurzen biologischen Halbwertszeit eignen sie sich jedoch nicht fur eine
pharmakologische Therapie [wojtowicz-Praga et al. 1997], SO dass hier primar synthetische

Inhibitoren zum Einsatz kommen miussen.

1.4 Synthetische Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren (MMPI)

Die MMPs sind bei vielen physiologischen Prozessen, aber auch Erkrankungen
malf3geblich beteiligt. Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass sie insbesondere
bei Entziindungen wie Arthritis [vincenti et al. 2002] und Periodontitis [Oyarzin et al. 2010],
aber auch bei der Tumorinvasion und Metastasierung eine wichtige Rolle spielen
[Kaehaeri et al. 1999]. Aufgrund der Beteiligung beim Tumorgeschehen standen MMP-
Inhibitoren Uber lange Zeit im Mittelpunkt der pharmazeutischen Forschung.

1.41 MMPIs in klinischen Studien

Die Entwicklung synthetischer MMP-Inhibitoren basierte initial auf der Chelierung des
im katalytischen Zentrum befindlichen Zink-lons. Anhand der Position des Zink-
bindenden Liganden kénnen MMPIs in C- und N-terminale Inhibitoren eingeteilt
werden. Untersuchungen zeigten jedoch sehr frih, dass C-terminale Inhibitoren ein
deutlich héheres inhibitorisches Potential besalRen als N-terminale [Moore et al. 1986]. Die
Kombination, d.h. eine zentrale chelierende Gruppe, fuhrte schlie3lich zu Inhibitoren,
die neben einer guten Selektivitdt auch adaquate Hemmwirkungen zeigten [Krumme et
al. 1998; Schréder et al. 2001; Gavuzzo et al. 2000].

Erste Vertreter der sogenannten ,first generation* MMP-Inhibitoren waren Batimastat
und Marimastat. Batimastat wies in vitro ein sehr hohes inhibitorisches Potential auf
und wurde bei T-Zell-Lymphomen in vivo eingesetzt. Doch die Uberraschende
Begulnstigung der Bildung von Lebermetastasen [Kruger et al. 2001] sowie die fehlende
orale Bioverfugbarkeit fuhrte bald zur Entwicklung von Marimastat mit verbessertem
Loslichkeitsverhalten und der Méglichkeit der oralen Applikation [Millar et al. 1998]. Der
Einsatz des Marimastat zeigte jedoch in Phase-ll-Studien an Patienten mit
fortgeschrittenem Pankreas- [Bramhall et al. 2001] wie auch Magen-Carcinom [Nelson et al.
2000] keine signifikanten Unterschiede in Uberlebenszeit zur Kontrollgruppe. Probleme
mit der metabolischen Instabilitaét der damals entwickelten Substanzen und weitere

erhebliche Nebenwirkungen bei in vivo-Versuchen fuhrten zum vorzeitigen Abbruch
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der Studien [Rudek et al. 2001] und zur intensivierten Entwicklung der ,second
generation“ Inhibitoren, zu denen unter anderem Tanomastat, Metastat und
Prinomastat gehoren. Im Vergleich zu den first generation® Inhibitoren zeichnen sich
diese neuen MMPI durch eine bessere metabolische Stabilitat und eine bessere
MMP-Selektivitdt aus [Hirte et al. 2006]. Metastat zeigte in klinischen Studien einen
inhibitorischen Effekt auf Osteosarkomzellen [Lukkonen et al. 2000], wahrend bei Gabe
von Prinomastat bei fortgeschrittenem Lungen- und Prostata-Carcinom stabile
Krankheitsverlaufe tber einige Monate erreicht werden konnte [Lee et al. 2001].

Spater wurden weitere hochselektive synthetische MMPI entwickelt, die andere
MMPs oder Gruppen hemmen. Sie fanden in unterschiedlichen Bereichen
Anwendung und wurden teilweise auch in klinischen Studien untersucht [Lein et al. 2002].
Viele dieser Studien mussten jedoch aufgrund Nebenwirkungen, fehlender Effektivitat
und hoher Toxizitat vorzeitig abgebrochen werden [Santos et al. 1997; Tamura et al. 1998].

Einige der Inhibitoren und ihre Einsatzgebiete sind in Tabelle 2 dargestellt.

Gesellschaft Inhibitorname Einsatzgebiet
Agouron Prinomastat (AG3340) Tumor
Bayer Tanomastat (BAY 12-9566) Tumor
British Biotech Marimastat (BB-2516) Tumor
British Biotech Batimastat (BB94) Tumor
Novartis CGS 27023A Tumor
Chiroscience D2163 Tumor
Chiroscience D1927 Tumor
CollaGenex Metastat (Col-3) Tumor
Bristol-Myers Squibb BMS-275291 Tumor
Chiroscience D5410 entzindl. Darmerkr.
British Biotech BB-3644 Multiple Sklerose
Roche Ro 32-3555 Arthritis
Roche Ro 28-2653 Tumor
Roche Biosciences RS 130830 Osteoarthritis

Tab. 2: Synthetische MMPI [modifiziert nach Brown 1999; Borchert 2003; Coussens 2002; Hirte et al. 2006;
Lewis et al. 1997, Brouwer et al. 2013, Liechti et al. 2015].
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1.4.2 Der Inhibitor Ro 28-2653

Ro 28-2653 gehort in die Gruppe der Pyrimidin-2,4,6-trione-Derivate, die seit Langem
als Sedativa und Antiepileptika klinisch verwendet werden. Grams et al. bemerkten
2001 im Rahmen von Untersuchungen, dass diese Substanz die Fahigkeit besitzt,
sehr effizient Zink zu chelieren und MMPs zu inhibieren [Grams et al. 2001]. Die bereits
klinisch erprobte Bioverfligbakeit von 30-60% legte nahe, diese Substanz hinsichtlich
der MMP-Selektivitdt zu optimieren. Im Rahmen der chemischen Weiterentwicklung
entstand schlief3lich ein Inhibitor mit einer deutlichen Selektivitéat gegeniber MMP-2,
MMP-9, MT1- (= MMP-14) und MT3-MMP (= MMP-16) [Lein et al. 2002]. Zur gleichen
Zeit entdeckte auch Roche Nutley die Leitstruktur der Inhibitorubstanz unabhéngig
von Grams” Forschergruppe — es entstand Ro 28-2653 [Maquoi et al. 2004] (Abb. 6). Die
in vitro-Wirksamkeit gegeniuber weitere MMPs von Ro 28-2653 im Vergleich zu

Batimastat ist in der Tabelle 3 dargestellt.

MMP MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9 MMP-14 MMP-16
Ro 28-2653 16000 10 1800 15 12 10 23
Batimastat 25 32 67 27 23 19 29

Tab. 3: ICso — Werte (mittlere inhibitorische Konzentration) von Ro 28-2653 und Batimastat
[Grams et al. 2001]. Wertangaben in nM.

Abb. 6: Chemische Struktur von Ro 28-2653 (auch Icol genannt) [aus Piette et al. 2006]
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Im Gegensatz zu den ,first generation® Inhibitoren zeigte sich bei dieser
Substanzklasse ein einheitlicheres Wirkungsprofil ohne die von Marimastat und
Batimastat bekannte paradoxe Regulation bestimmter MMPs, wie zum Beispiel der
Angiogenese-stimulierenden MMP-9 [Maguoi et al. 2004]. Desweiteren konnte nur eine
geringe Beeinflussung der mitochondrialen Aktivitat, die Ausdruck einer zytotoxischen
und apoptoseinduzierenden Wirkung sein kann, nachgewiesen und ein deutlich
selteneres Auftreten von unerwinschten muskulo-skelettalen Nebenwirkungen
beobachtet werden [Opalka et al. 2002].

Der Effekt von Ro 28-2653 wurde in mehreren in vivo Studien mit sehr
unterschiedlichen Anséatzen untersucht. Positive Auswirkungen konnten bei
Schlaganfall [Nagel et al. 2011], gegen Tumorinvasion [Lein et al. 2002], Angiogenese [Magquoi et

al. 2004], Tumorwachstum und Metastasierung bereits gesichert werden [Arit et al. 2002].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Der phasengerechte Ablauf von der Wundheilung wird elementar beeinflusst durch
das Vorkommen und Gleichgewicht von unterschiedlichsten Mediatoren. Die lokale
Ausgewogenheit von MMPs und deren Inhibitoren, den TIMPs, hat dabei eine gro3e
Bedeutung. Die erhohte Aktivitat von Metalloproteinasen fuhrt zum vermehrten Abbau
wichtiger Proteine, Mediatoren und Wachstumsfaktoren in der Wunde und kdnnte zur

Entstehung eines gestorten Wundmilieus beitragen.

Ziel dieser Studie war es daher, die Wirkung der topischen Gabe eines MMPI (Ro 28
26-53) makroskopisch wie mikroskopisch zu untersuchen. Hierzu sollte zunachst ein
Tiermodell fur chronische (diabetische) Wunden etabliert und die lokale Wirkung von
Ro 28-2653 hinsichtlich Granulation und Epithelialisierung bei Tieren mit regelrechter
und diabetischer Stoffwechsellage mittels Fotometrie und Histologie untersucht

werden.






2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellen
Tiere

Sprague Dawley-Ratten

Tierhaltung
Einzelkafig Macrolon

Altromin®- Standard-Diat Ratten

Wundsetzung und Verbandswechsel

'‘Narkosekammer' Sharps Containers
Narkosetopf Vapor 19.1

OP-Tisch

OP-Leuchte

Warmematte Acculux
Schermaschine/Scherkopf

Waage Multina plus

Besteck-Wanne
Praparierinstrumente

Faden Monofil Prolene 3/0

Sterile Handschuhe Micro-Touch
Implantat: Polyethylen Dichtungstopfen
Revolverlochzange

Inzisionsfolie Opsite 10*14 cm
Kompressen Gazin, 16fach, steril
Mullbinden, Mollelast® haft, 6 cm*4m
Klebeband

Glucometer Elite 2000 + Sensoren
Prazisionswaage Precisa

Olympus Digital Camera C2500L
MMP-Inhibitor Ro 28-2653
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Firma Elevage Janvier, Le Genest-Saint

Isle, Frankreich

Ehret GmbH &Co. KG, Emmendingen
Altromin GmbH & Co. KG, Lage

BD, Franklin Lakes, USA
Dragerwerk AG, Lubeck
Meuwing-Braun Sisset, Germering
Berchtold, Tuttlingen

Witte + Sutor GmbH, Murrhardt
Hauptner, Minchen

Soehnle GmbH & Co. KG, Murrhardt
Warwick Sasco Ltd., UK

Aesculap, Tuttlingen

Ethicon, Norderstedt

Johnson & Johnson, USA

Spah GmbH & Co. KG, Scheer
Kayser, Plaidt

Smith & Nephew, England
Lohmann & Rauscher, Rengsdorf
Lohmann & Rauscher, Rengsdorf
Johnson & Johnson, USA

Bayer, Leverkusen

Sartorius, Gottingen

Olympus Optical Co. Ltd., Japan
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg



Wundspiilung und Gewebeentnahme

Varipette

Pipettenspitzen ep T.I.P.S.
Einmalspritzen Discardit I, 2 ml, steril
Einmalspritzen Discardit I, 20 ml, steril

Microlance 3, 0,7*30 mm, steril

Skalpell Feather® Gr. 11 und Gr. 20

Chemikalien und L6sungen

Isofluran, 250 ml
Narcoren
Pentobarbital-Natrium
Streptozotozin

NacCl, 0,9 %, 50 ml, steril

Histologische Arbeiten

Shandon Processor 2LE
Rotationsmikrotom HM 355
Klingen N35H

Objekttrager Super Frost
Deckglaser

Eukitt®

Brutschrank

Lichtmikroskop Axioskop

EDTA

Glyzerin, Xylol, Ethanol
Paraplast®

Mayers Hamalaun

Eosin

Resorcin-Fuchsin nach Weigert
Eisenh&matoxylin A nach Weigert
Eisenhamatoxylin B nach Weigert

Pikrofuchsin van Gieson
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Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Becton & Dickinson, USA
Becton & Dickinson, USA
Becton & Dickinson, USA

Feather Safety Razor, Japan

Abbott, USA

Merial GmbH, Hallbergmoos

Merial GmbH, Hallbergmoos
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deltaselect GmbH, Miunchen

Shandon Southern Products, England
Microm International GmbH, Walldorf
Feather, Japan

Menzel, Burgdorf

Menzel, Burgdorf

O. Kindler GmbH u. Co., Freiburg
Heraeus Instruments, Hanau

Carl Zeiss, Jena

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH u. Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Waldeck Division Chroma, Munster
Waldeck Division Chroma, Munster
Waldeck Division Chroma, Munster

Waldeck Division Chroma, Munster

34
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Software

Tracer, Version 2.0 University of Glamorgan, UK
Bildanalyse KS 400, Version 3.9 Cals Zeiss Vision, Jena
SigmasStat, Version 3.0 SPSS Inc., USA

SigmaPlot, Version 8.0 SPSS Inc., USA

2.2 Tierkollektiv und Tiermodell

Die initialen Untersuchungen zur Etablierung des Wundheilungs-Modells,
insbesondere die Konzeption, die Induktion der diabetischen Stoffwechsellage,
Fotodokumentation und Planimetrie der Wunden wurden gemeinsam mit Herrn Dr.
med. Okan Safak im Tierlabor der Chirurgischen Klinik und Poliklik der Innenstadt der
Ludwig-Maximiliams-Universitat Minchen durchgefihrt [Safak 2011].

Die Studie wurde von der Tierschutzkommission der Regierung von Oberbayern
genehmigt (AZ 211-2531-112/99) und erfolgte unter Beachtung des Tier-
schutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland von 1990. Die Haltung der Tiere
richtete sich nach den vorgeschriebenen Richtlinien.

Die Untersuchung erfolgte an sechs bis acht Wochen alten, mannlichen Sprague
Dawley Ratten mit einem Initialgewicht von 300 Gramm (+ 15%). In der Tierhaltung

herrschte eine Raumtemperatur von 24°C, relative Luftfeuchtigkeit von 40% und ein

Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 Stunden. Leitungswasser und Nahrung (Altromin®

Standard-Diat Ratten/Mause) standen ad libitum zur Verfligung. Die Tiere wurden
nach einer Akklimatisierungsphase von 7 Tagen mit einem Gewicht von 300 g (£15%)

in die Studie aufgenommen. Nach der OP wurden die Tiere in Einzelkafigen gehalten.

2.3 Versuchsprotokoll

Fir das Versuchsvorhaben wurden Tiere in vier Gruppen je n=8 untersucht und

verglichen:

I Kontrollgruppe (= K)
Il Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage ohne Behandlung (= D)
[l Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage mit Inhibitor-Behandlung (= D-IB)

\Y Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage mit Placebo-Behandlung (= D-PB)
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Die Beobachtungsdauer der Tiere nach Wundsetzung betrug 18 Tage, wobei die
Operation den Beginn der Beobachtungszeit markierte (Abb. 7). Alle 3 Tage wurde
ein standardisierter Verbandswechsel durchgefihrt. Die Versuchsreihe endete am 18.

Tag mit der Gewebeentnahme und Opferung der Tiere.

Sz Applikation von Streptozotocin

WS Wundsetzung / OP

VW Verbandswechsel

GE Gewebeentnahme

Sz WS VW VW VW VW VW GE
| | | | | | | |
I | | | | | | |

-3 0 3 6 9 12 15 18

Postoperativer Tag

Abb. 7: Versuchsverlauf

2.3.1 Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage

Die Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage als Ausléser der Wundheilungs-
Stérung erfolgte bei den Tieren durch die bereits in vielen anderen Studien [Hayashi et al.
1994; Kohnert et al. 1989] angewandte Methode der einmaligen gewichtsadaptierten
intraperitonealen Applikation des Zytostatikums Streptozotocin mit 25 mg (entspr. 265
mg/kg KG) drei Tage vor Versuchsbeginn. Die Blutentnahme zur Blutzuckerkontrolle
erfolgte 3 Tage spater aus einer Schwanzvene des Versuchstieres (Abb. 8).
Einschlusskriterium war ein Blutzucker > 300 mg/dl. Bei Tieren, die nach der ersten
Gabe von Streptozotocin keine diabetische Stoffwechsellage entwickelt hatten,
erfolgte eine weitere Injektion mit einer reduzierten Dosis von 20 mg. Tiere, die auch
nach dieser Gabe keinen Diabetes aufwiesen, wurden nicht in die Versuchsreihe

aufgenommen.
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Abb. 8: Messung des Blutzuckers an der gestauten Schwanzvene

2.3.2 Narkose

Der Eingriff und die darauf folgenden Verbandswechsel erfolgten unter Isofluran-
Inhalationsnarkose. Die Narkoseeinleitung wurde in einem Kunststoffbehalter
vorgenommen, der nach Platzierung der Ratte mit einer Plastikfolie abgedeckt wurde.
Das Narkose-Gasgemisch, zunachst 4,5 Vol% Isofluran / 6 | Oz, konnte Uber eine
mittige Perforation in der Plastikfolie zugefihrt werden (Abb. 9). Nach ca. einer
Minute konnte dann die narkotisierte Ratte wieder herausgenommen werden und

erhielt die weiterfilhrende Narkose Uber Maske mit 1,5 Vol% Isofluran / 3 | Ox.

Abb. 9: Initiale Narkotisierung der Ratte [modif. nach Safak 2011]

2.3.3 Operative Wundsetzung und Implantation des PVE-Ringes
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Der komplette Eingriff erfolgte in Bauchlage. Bei den Versuchstieren wurde zunachst
der OP-Bereich mit einem Langhaarschneider rasiert und die Schnittfiihrungslinien
aufgezeichnet (Abb. 10 und 11).

Abb. 10 und 11: Rasur des OP-Bereiches und Aufzeichnung der Schnittfiihrungslinien [Abb. 11
modif. nach Safak 2011]

Nach Umlagern der Tiere auf den OP-Tisch wurde das OP-Gebiet steril
abgewaschen. Nach der Uberprifung der Narkosetiefe durch Setzen -eines
Schmerzimpulses am Schwanz der Ratte wurde am Ricken medial eine
Langsinzision gesetzt (Abb. 12) und beidseits auf der Muskelfaszie des M. latissimus

dorsi stumpf nach lateral prapariert (Abb. 13).

Abb. 12 und 13: Mediane Langsinzision und stumpfe Préparation der seitlichen Taschen auf
dem M. latissimus dorsi [Abb. 13 modif. nach Safak 2011]

Unterhalb der beiden Scapulae wurde nach Anheben der Dermis und des subkutanen
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Gewebes mit einer chirurgischen Pinzette durch eine kreisférmige Exzision ein
definierter Gewebedefekt mit 1,1 cm Durchmesser auf beiden Seiten gleichermal3en
gesetzt. (Abb 14). Nun wurde beidseits ein an der Basis mit 8 kreisférmigen
Perforationen versehener Polyethylenring (Abb. 16) eingesetzt und auf dem M.

latissimus dorsi transkutan mit 4 Einzelknopfnahten fixiert (Abb. 15).

Abb. 14 und 15: Status nach standardisierter Wunsetzung mit Ringeinlage und Fixation auf der
Muskelfaszie mit 4 Einzelknopfnahten [modif. nach Safak 2011]

Durch die spezielle Form des Ringes (Abb. 16) mit seitlichen Perforationen wird die
fur Ratten charakteristische Wundkontraktion verhindert, gleichzeitig das Einwachsen
von neu gebildetem Gewebe vom Wundgrund sowie den Wundrandern aber

ermdglicht.

A AN ) 4
- Wunddurchmesser 1,1 cm
9 Wundflache 0,95 cm?
Perforationsflache 0,82 cm?

Abb. 16: Der Polyethylenring [modif. nach Safak 2011]

Der dorsale Zugang, Uber den die Praparation der Seitentaschen und Implantation
der Ringe erfolgte, wurde durch 4 bis 6 Einzelknopfnéhte wieder verschlossen (Abb.
17). Nach ausgiebiger Spilung der Wunden innerhalb der PE-Ringe mit 0,9%iger
NaCl-Lésung wurden sie mit steriler Opsite-Folie abgedeckt (Abb. 18). Anschliel3end
wurde ein mit gefalteten Kompressen abgepufferter, gut sitzender, elastischer
Verband angelegt (Abb. 19 und 20). Die Schnitt-Naht-Zeit betrug ca. 20 Minuten.
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Abb. 17 und 18: Situs nach Wundverschluss und Versorgung mit Opsite-Folie

Abb. 19 und 20: Abpuffern der Wunden mit gefalteten Kompressen und Tier nach Anlage des
selbsthaftenden Verbandes [Abb. 20 modif. nach Safak 2011]. Die vorderen Beine der Ratte sind
funktionell nicht beeintrachtigt.

Zur Reduktion des postoperativen Stress erhielten alle Tiere mit diabetischer
Stoffwechsellage postoperativ einmalig 0,04 IE / 0,1 ml NaCl Normalinsulin
(entspricht 8 IE bei erwachsenen Menschen) intraperitoneal.

Die Ausleitung der Narkose erfolgte anschlieBend im jeweiligen Kafig des Tieres
unter stressfreien Bedingungen.
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2.4 Verbandswechsel

Der Verbandswechsel erfolgte an den postoperativen Tagen 3, 6, 9, 12, 15 und 18 in
standardisierter Weise. Bei jedem Verbandswechsel wurden folgende Schritte in
gleicher Reihenfolge durchgefuhrt und auf dem Verlaufsprotokoll dokumentiert
(Abb. 21):

Bei allen Tiergruppen

* Narkotisierung des Tieres wie bei der Wundsetzung

» Entfernen des Verbandes und kurzes Débridement der Wunde

« Grundliche und vorsichtige Reinigung des verbliebenen Wundschorfes mit einer
Mikropinzette und NaCl-getrankten Wattestabchen

+ Stichprobenartige Abnahme von mikrobiologischem Wundabstrich

* GroRzlugige Spulung der Wunde mit ca. 5 ml 0,9 %iger NaCl-Lésung. Reinigung
und Trocknung des Areals um beide Kammern mit Mullkompressen

+ Getrennte standardisierte Fotodokumentation der Wunden beidseits mit einer
Digitalkamera

» Messung des Blutzuckers aus einem Blutstropfen aus der gestauten Schwanz-
vene des Tieres

* Bei Tieren mit BZ-Wert > 600 mg/dl intraperitoneale Applikation von Normalinsulin
(0,04 1E/0,1 ml NaCl) zur Verhinderung eines diabetischen Komas

» Abdichten der Wunden mit einer Opsite-Folie und anschlieender Verband

« Dokumentation des Allgemeinzustandes und der Daten der jeweiligen Ratte auf

einem mit der Rattennummer versehenen Verlaufsprotokoll (Abb. 21).

Bei den Versuchsgruppen D-IB bzw. D-PB zusatzlich

* lokale Applikation von jeweils 100 mg Inhibitor (Ro 28-2653) bzw. 50 mg
Tragersubstanz, geldst in 300 ul DMSO, an den postoperativen Tagen 3, 6, 9 und

12 in den Wundbereich innerhalb vom Polyethylenring

+ Entnahme von 200 — 400 ul EDTA-Blut aus einer Schwanzvene zur Analyse der

systemischen Inhibitorkonzentration
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Verlaufsprotokoll

Tiernummer :

Tiergruppe :

OP-Zeitpunkt:
Narkoseart:Isofluran-Gasnarkose

Rattenart: Sprague-Dawley, méannlich

Datum Art des Eingriffes | POP Tag Foto Nr. | Gewicht |Bemerkungen

Abb. 21: Verlaufsprotokoll mit Dokumentation von Datum, Gewicht, postop. Tag, Blutzucker,
Bemerkungen (z.B. Allgemeinzustand der Ratte) und der Fotonummern
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2.5 Digitale Fotodokumentation

Der Fortschritt der Wundheilung wurde bei jedem Verbandswechsel qualitativ
beschrieben und mittels digitaler Fotografie festgehalten. Die Aufnahme erfolgte mit
einer Olympus Digital-Kamera C2500L standardisiert in orthogradem Winkel tUber der
Wunde, formatfillend unter Verwendung eines Stativs und somit gleichem Abstand
des Objektivs zur Wunde. Zur Beschriftung wurde ein Schild mit Angabe der
Rattennummer und der erfassten Seite, zur spateren Skalierung eine Messlatte direkt

an der Wunde platziert und auf dem Foto mit abgelichtet (Abb. 22).

Kamera

ichtfeld derKamera

Messlatte

Abb. 22: Schema der standardisierten Wundphotographie

2.6 Planimetrie der Wunden

Fur die Quantifizierung der makroskopischen Wundheilung wurden die digitalen
Aufnahmen der Wunden in das computergestitzte Programm flr offline-Planimetrie
Tracer (Version 2.0, Univ. of Glamorgan, UK) eingelesen. Bewertet wurden das
Granulationsgewebe sowie die Epithelialisierung zu den jeweiligen Verbandwechseln
(Tag 3, 6, 9, 12, 15 und 18). Zunéchst erfolgte die Skalierung unter Zuhilfenahme der
mitfotografierten Messlatte im Bild. Anschlieend wurde die Wunde - nach einer
genauen visuellen Analyse - Punkt fuir Punkt umfahren und die jeweiligen Grenz-
flachen fur Granulation und Epithelialisierung markiert. Das Granulationsgewebe
zeigte sich als rote, kdrnige Schicht, das sich gut von der Faszie des M. latissimus
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dorsi unterscheiden lie3. Das Epithel, das sich auf dem Granulationsgewebe bildete,
war als weillliche, wolkige und faserreiche Schicht zu identifizieren. Die so
gekennzeichneten Wundflachen wurden schlieBlich vom absoluten Flachenwert
(entspr. der vom PVE-Ring eingegrenzten Flache: 0,95 cm?) subtrahiert und dadurch

die Granulations- bzw. die Epithelflache berechnet.

2.7 Analyse der systemischen Konzentration des Inhibitors Ro 28-2653

Zur Bestimmung der systemischen Konzentration des MMPI Ro 28-2853 wurden die
aus der Schwanzvene der Tiere entnommenen Blutproben zur Analytik an die Firma
Roche Diagnostics GmbH, Pharma Research (Penzberg, Deutschland) versandt. Die
guantitative Analyse erfolgte mittels der sogenannten High Pressure/Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Diese Technik wird in der Medizin u.A. zur
Bestimmung von Hamoglobinen, Aminosauren, Porphyrinen, Hormonen, Vitaminen,
Spurenelementen, Medikamenten, Drogen, Alkohol und anderen Giften in darauf

spezialisierten Labors angewandt [Mitulovic et al. 2006; Sutton et al. 1985; Diliberto et al. 1988].

2.8 Gewebeentnahme fur die histologische Untersuchung

Am 18. postoperativen Tag wurde zunéchst der standardisierte Verbandswechsel
durchgefihrt. AnschlieRend wurde den Tieren eine letale Dosis Pentobarbital-Natrium
intraperitoneal appliziert. Danach wurden die beiden Polyethylenringe medial tber die
mittige Langsinzision der OP mit einem 12er Skalpell allseitig mit einem Hautabstand
von ca. 0,5 cm umschnitten. Das nun von den Seiten her mobile Hautareal mit den
Wundkammern wurde unter Mitnahme einer diinnen Schicht des M. latissimus dorsi
von der Unterlage entfernt und auf einer sterilen Kompresse abgelegt. Hier wurde mit
einem spitzen Einweg-Skalpell das in dem Ring befindliche Gewebe umschnitten und
in toto entfernt. Nach Markierung mit Faden wurde das Gewebe in einem Behalter mit
4%iger Formaldehyd-LOsung aufbewahrt und bis zur histologischen Untersuchung

kihl und dunkel gelagert.
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2.9 Histologie der Wunden

Zur qualitativen Beurteilung der Unterschiede auf zellularer Ebene zwischen dem
Wundgewebe der Tiere mit normaler und diabetischer Stoffwechsellage wurde aus
den Gewebeproben der Tiergruppen K und D Gewebeschnitte zur histologischen
Untersuchung angefertigt. Hierzu wurden Schnitte aus dem Wundrand sowie dem
Wundgrund verwendet und die Farbungen HE und EvVG eingesetzt. Die
histologischen Schnitte aus dem Wundgewebe der Tiere wurden im Institut far
Anatomie unter der Betreuung von Prof. Dr. med. R. Putz angefertigt und zusammen
mit Frau PD Dr. rer. nat Anette Lebeau im Pathologischen Institut Campus Innenstadt
der LMU Minchen beurteilt.

2.9.1 Vorbereitung der Gewebeproben

50 g EDTA wurde in 1000 ml destilliertem Wasser unter stetiger Durchmischung mit
dem Magnetriihrer geldost und somit eine 5%ige EDTA-LOsung hergestellt. Die
jeweiligen Gewebebldcke wurden in dieser EDTA-L6sung bei 37°C im Brutschrank
eingelagert und die Losung jeden zweiten Tag erneuert. Pro Gramm Gewebemasse
wurde hierbei ca. 100 ml EDTA-L6sung verwendet. Dieser Vorgang wurde solange
fortgesetzt, bis die gewlnschte Konsistenz des Gewebes erreicht wurde.
Anschlie3end wurden die Proben fir zwei Stunden flieRend gewéssert, um das EDTA
auszuspulen. AbschlieBend wurden die Proben in einem Plastikeinbettbehalter
platziert und fur 24 Stunden im Dehydrierungsautomaten Shandon Processor 2LE

entwassert.

2.9.2 Paraffineinbettung

Nach der Dehydrierung wurden die Gewebeproben in die mit flissigem Paraffin
gefullten Kammern des Einbettautomaten gelegt. Diese wurden dann in mit Glycerin
ausgeriebene und zur Halfte mit flissigem Paraffin befillte Metallformen transferiert
und endgdltig in Paraffin eingebettet. Nachdem das Paraffin in den Metallbehaltern
ausgehartet war, wurden die Gewebeproben samt Plastikbehalter aus der Metallform

geldst und im Kihlschrank bei 4°C gelagert.
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2.9.3 Schneiden der Gewebebldcke

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden die ausgehéarteten Gewebebltcke in
das Mikrotom eingespannt und mittels D-Messer in einer Schichtdicke von 8 pm
geschnitten. Danach wurden die einzelnen Schnitte mittels Pinzette vorsichtig
abgehoben und in kaltes Aqua dest. gegeben. Nachdem die Schnitte durch die
Oberflachenspannung des Wassers ausreichend ausgezogen waren wurden sie in
ein 50°C warmes Wasserbad gegeben und dadurch nochmals gestreckt und
geglattet. Spater wurden die Schnitte auf Objekttrager transferiert, auf einer
Warmeplatte bei 40°C angetrocknet und anschlieRend tber Nacht bei 37°C im

Brutschrank weiter getrocknet.

2.9.4 Entparaffinieren

Vor der Farbung wurden die Objekttrager fur ca. funf Minuten auf eine Warmeplatte
bei 60°C gelegt, um das in den Praparaten verbliebene Paraffin zu schmelzen. Nach
erneutem Abkuhlen der Objekttrager wurden diese in einer absteigenden Alkoholreihe

entparaffiniert:

Xylol 2 x5 Min.
Ethanol 100% 2 X 5 Min.
Ethanol 90% 5 Min.
Ethanol 80% 5 Min.
Ethanol 70% 5 Min.
Ethanol 50% 5 Min.
Aqua dest. 5 Min.

Die Objekttrager wurden hierzu zweimal hintereinander fur jeweils 5 Minuten in mit
Xylol geflillte Behélter platziert. AnschlieRend wurden sie wie oben aufgelistet jeweils
fur 5 Minuten in die Ethanolreihen eingetaucht und schlie3lich das verbliebene

Ethanol durch Aqua dest. abgespdlt.
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2.9.5 Histologische Farbungen

Hamalaun-Eosin- (HE-) Farbung

Als Ubersichtsfarbung zur Darstellung histologischer Strukturen im Bereich der
Wunde und des Granulations-/Narbengewebes wurde eine Hamatoxylin-Eosin
Farbung angefertigt. Die HE-Farbung ist eine der am haufigsten angewandten
histologischen Féarbetechniken, nicht nur, weil sie relativ einfach durchzufiihren ist,
sondern weil sie auch eine detailreiche Erfassung unterschiedlicher Zellpopulationen
ermaglicht [Godwin 2011]. Sie basiert auf dem Prinzip der Oxidation von Hamatoxylin zu
dem blauen Farbstoff Hamatein, der in der Lage ist, mit basophilen Strukturen wie
etwa den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im Zellkern zu interagieren.
Azidophile Strukturen wie das Zytoplasma oder viele Interzellularsubstanzen
(Bindegewebe und Muskelfasern) werden rot gefarbt.

Fur unsere Farbung wurde das Protokoll nach Mayer angewandt [Mulisch 2010]. Bevor
die Schnitte in die Farblosung gebracht wurden, erfolgte ein zweimalig kurzes
Eintauchen in destilliertes Wasser. Danach wurden die Objekttrager fur 10 Minuten in
Hamalaun gegeben, um dann 10 Minuten unter flieBendem Wasser geblaut zu

werden. Anschlie3end erfolgte die Gegenfarbung mit 0,1%igem Eosin.

Durchfiihrung: Aqua dest. 2Xx kurz
Hamalaun-Kernfarbung nach Mayer 10 Min.
Blauen unter flielRendem Wasser 10 Min.
Gegenfarben mit Eosin 0,1% 10 Min.

Die Schnitte wurden zuletzt mit Aqua dest. von der Uberschissigen Farblosung

befreit und der aufsteigenden Alkoholreihe zur Dehydrierung (s. 2.9.6) zugefuhrt.

Elastica-van-Gieson- (EvG-) Farbung

Bei der EvG-Farbung kann das Bindegewebe, insbesondere das Kollagen, besser
dargestellt werden, weil bei dieser Farbung selektiv elastische Fasern und
Kollagengewebe farblich markiert werden. Resorcinfuchsin verleiht den elastischen
Fasern eine schwarzlich-braune Farbe, wahrend Zellkerne schwarz-braun bis

schwarz und Muskulatur gelblich erscheinen. Kollagengewebe hingegen wird rétlich
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dargestellt [mulisch 2010]. Da diese detaillierte Information zur besseren Interpretation
des Wundgewebes unverzichtbar ist wurde diese Farbung erganzend zur HE-
Ubersichtsfarbung angefertigt.

Durchfiihrung: Resorcinlésung 15 Min.
Ethanol 96% 2 Min.
Eisenh&matoxylin n. Weigert 5 Min.
Warmes flieRendes Leitungswasser 10 Min.
Pikrofuchsinlésung 5 Min.
Ethanol 96% 2 Min.

Abschlielend werden die Schritte zur Dehydrierung (wie unter 2.9.6 beschrieben)

angewandt.

2.9.6 Dehydrierung

Zur Dehydrierung der Schnitte wurde folgende Alkoholreihe verwendet:

Ethanol 80% 2 Min.
Ethanol 96% 2 Min
Ethanol 100% 2 Min
Xylol 2x 2 Min.

Die Objekttrager wurden nacheinander fur jeweils zwei Minuten der oben
aufgelisteten aufsteigenden Ethanolreihe zugefihrt und schlie3lich zweimal fur zwei

Minuten in Xylol eingetaucht.

AbschlieRend wurden die Praparate mit Eukitt® (Fa. O. Kindler GmbH & Co.)

eingedeckelt und konserviert. Nach ordnungsgemafRer Beschriftung wurden die nun
geféarbten Schnitte in Objekttragerkasten bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.10 Mikroskopische Analyse

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mittels Lichtmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss,

Jena). Die in dieser Arbeit verwendeten Abbildungen wurden mit einer CCD-Kamera
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aufgenommen und mit der Bildanalysesoftware KD 400 (Version 3.0, Carl Zeiss
Vision) bearbeitet.

Reprasentative Gewebeschnitte aus dem Wundgrund sowie den Wundrandern beider
Tiergruppen wurden nach histomorphologischen Gesichtspunkten miteinander
verglichen. Dabei diente die HE-Farbung der Eruierung moéglicher Unterschiede in
der zellularen Zusammensetzung zwischen den Wunden gesunder und diabetisierter
Tiere. Eine weitere Charakterisierung bezlglich deren Zusammensetzung aus
elastischen und kollagenen Fasern konnte mit der EvG-Farbung erfolgen, was eine
indirekte Aussage Uber die Gite und Stabilitat der Wunden zuliel3.

Aufgrund des deskriptiven Charakters der histologischen Studie wurde auf eine
statistische Auswertung der histologischen Praparate verzichtet.

2.11  Statistische Analyse

Zur Erstellung der Ergebnis-Tabellen wurde aus den zwei Wunden jedes Tieres ein
Mittelwert errechnet. Als Fehlerindikator diente die einfache Standardabweichung
(SD) fur Stichproben. Diese Werte wurden anschlieBend fur die deskripitve
statistische Kalkulation und zur Signifikanzberechnung herangezogen. Zur
Auswertung diente das Statistikprogramm ,SigmaStat 3.0 (SPSS Inc. Headquarters,
Chicago, lllinois). Fur den Datenvergleich der jeweiligen beiden Gruppen und den
Messwerten zu unterschiedlichen Zeitpunkten diente bei Normalverteilung die
Varianzanalyse ANOVA One Way Repeated Measures Analysis of Variance, bei einer
Abweichung von der Normalverteilung die ANOVA Friedman on Ranks. Ein p-Wert
<0,05 wurde als statistisch signifikant, p < 0,001 als hoch signifikant gewertet. Bei
statistischer Signifikanz wurde als Post-Hoc Test zum Vergleich der beiden Gruppen
die Student-Newman-Keuls-Methode gewahlt.

Die Grafiken wurden mit Microsoft Excel 2002 erstellt.
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3 Ergebnisse

Die Etablierung des Tiermodells, insbesondere die Konzeption, Induktion der
diabetischen Stoffwechselsituation, Fotodokumentation und Planimetrie der Wunden
wurde gemeinsam mit Herrn Dr. Okan Safak in der Zentralen Versuchstierhaltung
(ZVH), Klinikumsstandort Innenstadt der LMU Munchen durchgefihrt.

3.1 Etablierung des Tiermodells: Kontrollgruppe (K) und Tiere mit
diabetischer Stoffwechselage (D)

Ein Tiermodell zur Untersuchung der Wundheilung bei diabetischer Stoffwechsellage
wurde basierend auf Vorarbeiten von Koschnik et al. (1997) etabliert. Zur
Untersuchung von makroskopischen und mikroskopischen Unterschieden zwischen
regelrechter und gestoérter Wundheilung wurde neben der Kontrollgruppe mit
regelrechtem Metabolismus eine Vergleichsgruppe mit diabetischer Stoffwechsellage
gebildet. Bei allen Tieren beider Gruppen (je n=8) wurden Polyethylen-Kammern mit
seitlichen Perforationen auf den M. latissimus dorsi eingesetzt (vgl. Kapitel 2.3.3) und
der Wundheilungsverlauf sowie der Zustand der Tiere regelmaRig dokumentiert (vgl.
Kapitel 2.4).

3.1.1 Die Entwicklung des Kérpergewichtes

Als Mal3 fur den Allgemeinzustand wurde das Gewicht der Tiere jeden 3. Tag im
Rahmen des Verbandswechsels bestimmt. In allen Versuchsgruppen nahm das
Gewicht der Tiere nach Versuchsbeginn ab. Wéahrend sich bei Tieren mit regelrechter
Stoffwechselsituation ab dem 6. postoperativem Tag ein Plateau einstellte, setzte sich
bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage hingegen die Gewichtsabnahme bis zum
Ende der Beobachtungszeit fort. Die Reduktion des Initialgewichts bei Tieren der
Kontrollgruppe lag bei 25%, bei Tieren mit diabetischer Stoffwechselsituation
hingegen bei 40% (Abb. 23). Da dieser Effekt bereits bei Durchfihrung von
Pilotexperimenten aufgefallen war, wurden tendentiell schwerere Tiere fur die
Gruppen mit diabetischer Stoffwechsellage ausgewahlt. Diese MalRhahme sollte eine
Verzerrung der Ergebnisse durch die stark katabole Stoffwechselsituation bei diesen
Tiergruppen kompensieren. Demnach wurden fir die Gruppen D, D-IB und D-PB (vgl.
Kap. 3.3) Tiere mit einem Korpergewicht von mindestens 300 bis 350 g gewahlt, wah-

rend das Ausgangsgewicht der Tiere aus der Kontrollgruppe bei 280 bis 300 g lag.
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Abb. 23: Entwicklung des Korpergewichts bei Tieren der Gruppen K und D lber den
Beobachtungszeitraum von 18+3 Tagen (Mittelwert + SD, n=8 je Gruppe)

3.1.2 Makroskopische Analyse der Wundheilung

Zur qualitativen Erfassung der Wundheilung wurde die Entwicklung jeder Wunde
wahrend den Verbandswechseln (an Tag 3, 6, 9, 12, 15, 18) standardisiert digital
fotografiert und spéater analysiert.

Die Analyse und der Vergleich der Wunden beider Gruppe zeigten bereits ab dem 3.
postoperativen Tag einen deutlichen Unterschied (Abb. 24 a und b). Bei der
Kontrollgruppe konnte bereits ab Tag 3 ein kontinuierliches Einwachsen von
Granulationsgewebe in das Wundbett durch die seitlichen Perforationen am PVE-
Ring beobachtet werden. Etwas phasenverschoben (ab Tag 6) folgte auch die
Epithelialisierung der Wunde. Am Ende des Beobachtungszeitraumes (Tag 18) war
der Ring bei den Kontrolltieren reizlos und nahezu komplett in die Haut
eingewachsen (Abb. 24 a). Bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage bildete sich
Granulationsgewebe hingegen nur zogerlich, das deutlich fragiler wirkte. Die
Epithelialisierung erfolgte nur unvollstandig und in zart-wolkiger Form. Am 18. post-
operativen Tag prasentierte sich die Wunde der Diabetes-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe nur schmierig-wolkig belegt und fein Uberzogen von einem optisch

deutlich diinner imponierenden Gewebe (Abb. 24 b).
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Abb. 24a: Die Wunden bei Tieren der Kontrollgruppe zeigen ein kontinuierliches Einwachsen von Granulationsgewebe. An Tag 18 ist der Ring
reizlos und nahezu komplett eingewachsen.
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Abb. 24b: Bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage zeigt sich nur allméhlich ab Tag 9 Granulationsgewebe. An Tag 18 zeigt sich die
Wunde fein Uberzogen von einem optisch diinn imponierendem Gewebe.
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3.1.3 Quantifizierung von Granulationsgewebe und Epithelialisierung mittels

Planimetrie

Fur die Quantifizierung des Granulationsgewebes sowie der Epithelialisierung
wurden die digitalen Aufnahmen der Wunden in das computergestitzte Programm fir
offline-Planimetrie 'Tracer' eingelesen (vgl. Kapitel 2.5 und 2.6).

Die Wunden der Tiere aus der Kontrollgruppe entwickelten sich im Beobachtungs-
zeitraum regelrecht. Bereits an Tag 6 nach Wundsetzung war etwa 75 % der
Wundflache granuliert. Ab dem 12. postoperativen Tag war die Gesamtflache im PE-
Ring (entspr. 0,95 cm?) nahezu komplett von Granulationsgewebe bedeckt. Dagegen
heilten die Wunden der Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage nur langsam und
wiesen erst am 18. postoperativen Tag eine fast vollstandige Granulationsschicht auf
(Abb. 25). Die Auswertung und der Vergleich der Daten beider Gruppen zeigte ab
Tag 3 eine statistisch signifikant (p<0,05), an den Tagen 6 bis 12 eine hochsignifikant
(p<0,001) bessere Bildung von Granulationsgewebe bei den Tieren der
Kontrollgruppe.
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Abb. 25: Bildung von Granulationsgewebe bei Tieren der Kontrollgruppe und bei Tieren mit
diabetischer Stoffwechsellage, je n=8.
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Bei der Bildung von Wundepithel verhielten sich die beiden Gruppen etwas
unterschiedlich: die Ausbildung von Epithel erfolgte bei der Kontrollgruppe zwar
etwas zeitversetzt zur Granuation, war jedoch insbesondere ab Tag 9 eindeutig
zbeobachten. Die Verlaufskurve der Wunden dieser Tiere war insbesondere bis Tag
12 deutlich ansteigend und flachte ab Tag 15 sichtbar ab. Bei der Gruppe mit
diabetischer Stoffwechsellage entwickelte sich hingegen das Epithel nur langsam und
erkennbar zeitversetzt. Der Kurvenverlauf gestaltete sich hier vergleichsweise linear
und zeigte bis zum Ende der Beobachtung eine zogerliche, aber kontinuierliche
Wundepithelialisierung. Auch wenn die Epithelflache bei Tieren mit regelrechter
Stoffwechselsituation von Tag 9 bis Tag 15 verdoppelte (40% vs. 84%), blieb sie
selbst bei dieser Gruppe nur unvollstandig. Wahrend bei der Kontrollgruppe die
Wundflache am 18. Tag insgesamt 0,91 cm?2 von Epithel Uberzogen war, betrug die
Flache des Wundepithels bei Tieren mit Diabetes mellitus nur 0,70 cmz2. Der
Unterschied beider Gruppen hinsichtlich Epithelialisierung der Wunden war an Tag 6
und 9 statistisch signifikant (p<0,05), ab Tag 12 bis 18 hochsignifikant (p<0,001).
Insbesondere dieser - auch makroskopische (s. Kap. 3.1.2) - Unterschied konnte als
Beleg fur eine Wundheilungsstorung festgehalten werden und bestétigte das
Vorliegen einer gestorten Wundheilung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage
(Abb. 26).
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Abb. 26: Epithelialisierung bei Tieren der Kontrollgruppe und Tieren mit diabetischer
Stoffwechsellage, je n=8
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3.2 Histologische Untersuchung der Wunden

Zum orientierenden Vergleich der Wundbeschaffenheiten bei Tieren der
Kontrollgruppe und den Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage wurde bei einigen
Tieren eine histologische Probe vom Wundgewebe am 18. postoperativen Tag
entnommen und reprasentative Schnitte mittels HE sowie EvG zum Nachweis von

elastischen Fasern und Kollagen angefertigt.

3.2.1 HE-Farbung

Die lichtmikroskopische Auswertung der Gewebeschnitte in der HE-Farbung zeigte in
Wunden von Tieren der Kontrollgruppe ein homogenes und ruhiges Zellbild, das klare
Ubergange der einzelnen Zellschichten erkennen lies und von Fibroblasten und
Fibrozyten gepréagt war. Die Epithelialisierung war hier weitgehend abgeschlossen
und die Vaskularisierung des Gewebes regelrecht ausgebildet (Abb. 27, 2a).

Abb. 27: Histologie der Wunde am 18. postoperativen Tag. HE Farbung, 50-fache
Vergrol3erung, 2a) Kontrollgruppe, 2b) Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage.

Dagegen dominierte bei der Histologie von Wunden der Gruppe mit diabetischer
Stoffwechselsituation ein sehr unruhiges Zellbild mit massiver Infiltration aller
Schichten durch Entziindungszellen (Abb. 27, 2b und Abb. 28 a-d). Hier konnte die
Aufteilung in drei Schichten im Sinne eines klassischen Ulkus (Detritusschicht,
Granulationsschicht, Narbenschicht) beobachtet werden. Die Ubergange der
Schichten sind in Abb. 27, 2b durch Pfeile gekennzeichnet. Das entzindliche Infiltrat
der Detritusschicht war durchsetzt von vielen mononuklearen Zellen (Abb. 28 b,
Pfeil), wahrend in der Granulationsschicht groRe Mengen Histiozyten und
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Granulozyten (Abb. 28 ¢ und d, Pfeile) vorkamen. Die Vaskularisierung zeigte im

Vergleich zu den Wunden der Kontrollgruppe eine sichtlich sparlichere Ausbildung
(vgl. Abb. 27 2a mit 2b).

Abb. 28: Histologie der Wunde eines Tieres mit diabetischer Stoffwechsellage am 18.
postoperativen Tag. HE- Farbung.

Diese Beobachtungen beweisen demnach auch auf mikroskopischer Ebene das
Vorhandensein einer chronischen Entziindungsreaktion in Wunden bei diabetischer
Stoffwechselsituation und bestatigen hiermit die bereits in der Makroskopie
festgehaltenen Unterschiede beider Gruppen hinsichtlich der Wundheilung (s. 24a
und b).
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3.2.2 EvG-Farbung

Die EVG Farbung zeigte im Narbengewebe von Kontrolltieren eine hohe Anzahl an

systematisch und dicht gepackten Kollagenfasern, wahrend bei diabetischen Tieren

Kollagenfaserbundel nur spéarlich im Bereich der Narbenschicht zu finden sind (Abb.
29 3a und 3b).

Abb. 29: Histologie der Wunde am 18. postoperativen Tag bei Kontrolltieren und Tieren mit
diabetischer Stoffwechsellage. EvG Farbung.

Die Epithelschicht der Wunden gesunder Tiere weist 6-8 Schichten von Epithelzellen
auf (Abb 30 a, b, Pfeil). Tiefere Schichten sind durch Fibroblasten und Fibrozyten
(Abb 30 c, Pfeil) sowie dicht gepackte Kollagenfasern (Abb 30 d, Pfeil) gepragt. Diese
klassische Schichtung ist bei den Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage nicht
gegeben. Wahrend sich bei gesunden Wunden eine dichte und koordinierte
Anodnung kollagener Fasern in den klar abzugrenzenden Wundschichten findet (Abb.
29, 3a und 30 a-d), kann bei den diabetischen Wunden ein nicht geordnetes und
optisch dominanter wirkendes Kollagen-Durcheinander ausgemacht werden (Abb. 29,
3b, Pfeile). Die Detritusschicht diabetischer Wunden stellt sich relativ breit dar, der
Kollagen-Umsatz ist insbesondere im Vergleich zum Bild gesunder Tiere in allen
Schichten erhoht (vgl. Abb. 29, 3a und 3b).
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Abb. 30: Histologie der Wunde eines Kontrolltieres am 18. postoperativen Tag. EvVG Farbung.
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3.3 Einfluss des Matrix-Metalloproteinase-Inhibitors Ro 28-2653 auf die

Wundheilung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage

Um den Einfluss der Applikation eines Matrix-Metalloproteinase-Inhibitors (MMPI) auf
die Wundheilung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage zu untersuchen,
wurden im zweiten Teil der Studie zwei Gruppen mit je n=8 Tieren gebildet: an den
Tagen 3, 6, 9 und 12 erhielt die Gruppe D-IB lokal den Inhibitor Ro 28-2653, die
Gruppe D-PB die Tragersubstanz des zu untersuchenden MMPI. Durch die letztere
Gruppe sollte ein mdoglicher Placebo-Effekt des Inhibitors festgehalten bzw.

ausgeschlossen werden.

3.3.1 Die Entwicklung des Kdrpergewichtes

Wie zu erwarten war, wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe in allen Gruppen mit
diabetischer Stoffwechsellage (D, D-IB und D-PB) aufgrund der katabolen
Stoffwechselsituation eine &hnliche Gewichtsentwicklung beobachtet (vgl. 3.1.1).
Statistisch signifikante Unterschiede wie zwischen den Gruppen K und D bestanden
hier hingegen nicht. Wahrend die Gewichtsabnahme in den Gruppen D und D-IB
nahezu identisch verlaufen (absoluter Gewichtsverlust Gruppe D: 35%, Gruppe D-IB:
34%), zeigt sich ab dem Zeitpunkt der Applikation der jeweiligen Substanz
insbesondere bei der Gruppe D-IB ein geringerer Gewichtsverlust als in der Gruppe
D-PB (Gewichtsverlust D-PB: 40%). Die Gewichtsabnahme der Gruppe D-PB
entwickelt sich initial langsamer, schreitet jedoch ab Tag 0 bzw. 3 etwas rascher fort
als bei den ubrigen Gruppen mit diabetischer Stoffwechselsituation. Warum der
allgemeine Gewichtsverlust bei Tieren dieser Gruppe im Vergleich zu den Gruppen D
und D-IB bis zum Ende der Beobachtungszeitraumes etwas hoher ausfallt, bleibt
unklar (Abb. 31).
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Abb. 31: Entwicklung des Korpergewichts bei allen Tiergruppen Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum (Mittelwert + SD, n=8 je Gruppe)

3.3.2 Granulationsgewebe bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage mit

und ohne Applikation von Ro 28-2653 — Makroskopische Analyse

Nach Beginn der Applikation des Inhibitors Ro 28-2653 ab Tag 3 konnte zwischen
den Tiergruppen mit diabetischer Stoffwechsellage mit und ohne Inhibitor-Applikation
sowohl makroskopisch als auch quantitativ ab dem 6. postoperativen Tag ein
signifikanter Unterschied bei der Bildung von Granulationsgewebe beobachtet
werden.

Die Fotos am 3. postoperativen Tag wurden vor der ersten Applikation der jeweiligen
Behandlung aufgenommen. Makroskopisch war in beiden Versuchsgruppen eine
ahnlich grolRe Flache der Wunde mit Granulationsgewebe bedeckt (Abb. 32 a und b).
Ab Tag 6 zeigte sich bereits ein gut erkennbarer Unterschied zwischen beiden
Gruppen: wahrend bei Tieren ohne Inhibitor-Behandlung das Granulationsgewebe
seitlich zapfenartig an mehreren Stellen Richtung Wundzentrum zu ragen begann
(Abb. 32 c und e), war bei den Tieren mit Applikation von Ro 28-2653 seitlich eher
zirkular und homogen einwachsendes Gewebe zum Untergrund erkennbar (Abb. 32 d
und f). An Tag 9 ist bei Tieren ohne Behandlung das Wundzentrum nahezu frei von
Granulationsgewebe (Abb. 32 g), wahrend bei Tieren mit Inhibitorgabe nur noch ein
kleiner Bereich ohne Granulationsgewebe rechts oben im Wundbereich erkennbar ist
(Abb. 32 h, Markierung).
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Abb. 32: Granulationsgewebe bei Wunden von Tieren mit diabetischer Stoffwechselage: links
ohne, rechts mit Inhibitor-Behandlung. a und b zeigen die Granulationsflache am 3., c und d
den 6. postoperativen Tag. Zur Verdeutlichung der zur Auswertung herangezogenen
Granlationsflache ist bei e und f die Flache am 3. postop. Tag beispielhaft markiert. g und h
zeigen die Granulation mit am 9. postoperativen Tag.

An Tag 18 ist schlief3lich in beiden Tiergruppen der Wundgrund nahezu vollstandig
von Granulationsgewebe Uberzogen, wobei das Gewebe bei Tieren mit Inhibitor-
behandlung optisch etwas dicker und robuster imponiert als bei Tieren ohne Inhibitor-

anwendung (vgl. Abb. 33 a und b).
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Abb. 33: Wunden am 18. postoperativen Tag: Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage: ohne
Behandlung (a), mit Behandlung (b)

3.3.3 Granulationsgewebe bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage mit
und ohne Applikation von Ro 28-2653 — Quantifizierung

Um den Einfluss von Ro 28-2653 auf die Ausbildung von Granulationsgewebe
quantitativ zu erfassen wurde auch bei diesen experimentellen Gruppen die Bildung
von Granulationsgewebe und Epithel planimetrisch quantifiziert. Die Granulation
schreitet bei der Gruppe mit Inhibitor-Anwendung insbesondere zu Beginn der
Wundheilung deutlich schneller voran und weist an Tag 6 eine mehr als doppelt so
groBe Flache auf wie bei Tieren ohne Behandlung (72% vs. 35%). Dieser
Unterschied fuhrt dazu, dass bei Tieren mit Inhibitor-Behandlung die Wunde bereits
an Tag 9 nahezu vollstandig mit Granulationsgewebe bedeckt ist. Bei Tieren ohne
Behandlung verlauft die Wundheilung deutlich langsamer: hier zeigt sich von Beginn

an eine deutlich langsame Bildung von Granulationsgewebe (Abb. 34).
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Abb.34: Bildung von Granulationsgewebe bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage mit
und ohne Inhibitor-Behandlung versus Tiere der Kontrollgruppe, n=8 je Gruppe.

Insgesamt gesehen verlaufen die Wundheilungskurven von Tieren aus der
Kontrollgruppe und Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage und Inhibitor-Applikation
sehr &hnlich: beide Gruppen zeigen insbesondere in den ersten Tagen nach
Wundsetzung eine sehr schnell voranschreitende Bildung von Granulationsgewebe
und lassen ab Tag 9 einen nahezu identischen Verlauf der Wundheilungskurven
erkennen. Die Therapie mit Ro 28-2653 fuhrt demgemal bei Tieren mit diabetischer
Stoffwechsellage zur signifikanten Verbesserung der Granulation und zeigt ab Tag 9
einen ahnlichen Wundheilungsverlauf wie bei Tieren mit regelrechter Stoffwechsel-
situation (Abb. 34).

3.3.4 Epithelialisierung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechselage mit und
ohne Applikation von Ro 28-2653 — Makroskopische Analyse

Makroskopisch lasst sich die Epithelialisierung als weil3lich-wolkige Schicht erkennen
und kann somit auch gut zum rétlich erscheinenden Granulationsgewebe abgegrenzt
werden. Die Epithelialisierung ist bei Tieren mit topischer Inhibitor-Gabe bereits ab 9.
postoperativem Tag deutlich besser zu erkennen als bei Tieren ohne Behandlung und
zeigt ab Tag 12 bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes signifikant grél3ere
Epithelflachen (Abb. 35 a bis d). Wahrend bei den nicht-behandelten Tieren die
Epithelialisierung bis zuletzt im Zentrum der Wunde ausbleibt (Abb. 35 a und c), ist
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die Flache im PE-Ring bei Tieren mit Inhibitorgabe am 18. postoperativen Tag nahezu
vollstandig mit Epithel bedeckt (Abb. 35 d).
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Abb. 35: Epithelialisierung am 12. bzw. 18. postoerativen Tag; Tiere mit diabetischer Stoff-
wechsellage ohne (a, ¢) und mit Inhibitor-Behandlung (b, d).

3.3.5 Epithelialisierung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechselage mit und

ohne Applikation von Ro 28-2653 — Quantifizierung

Die planimetrische Analyse der Epithelflache zeigt &hnliche Tendenzen wie bei der
Granulation: wahrend bei Tieren ohne Behandlung auch hier eine eher linear verlaufende
Heilungskurve festgetellt werden kann, ist am 9. postoperativen Tag bei Tieren mit
diabetischer Stoffwechsellage und Inhibitor-Behandlung eine statistisch signifikant hohere
Epithelialisierung im Vergleich zu Tieren ohne Behandlung erkennbar. Die Wunden der
Inhibitor-Gruppe zeigen auch hier eine deutliche Tendenz in Richtung regelrechter
Wundheilung (Abb. 36).
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Abb. 36: Epithelialisierung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage mit und ohne
Inhibitor-Behandlung versus Tiere der Kontrollgruppe, n=8 je Gruppe.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Wunden bei Tieren mit
diabetischer Stoffwechsellage mit Inhibitor-Applikation deutlich besser heilen als die
Wunden von unbehandelten Tieren. Auch stellt sich das Wundgewebe bei dem
Inhibitor-Kollektiv etwas sauberer dar und die Wachstumstendenz der Kutis und
Subkutis ist besser ausgepragt. Dies bestatigt die Annahme, dass durch die
Applikation eines MMP-Inhibitors insbesondere in der Anfangsphase eine

Verbesserung der Wundheilung erzielt werden kann.

3.3.6 Einfluss von Placebo auf die Wundheilung bei Tieren mit diabetischer
Stoffwechsellage

Um die Frage zu klaren, welche Auswirkungen die Placebo-Behandlung auf die
Wundheilungstendenz der diabetischen Tiere hat, wurde einer Tiergruppe die
Tragersubstanz des Inhibitors Ro 28-2653 verabreicht. Der Vergleich der jeweiligen
Tiergruppen bestatigte die Annahme, dass die alleinige Applikation von Placebo nicht
zu einem signifikanten Unterschied in der Wundheilung (Epithelialisierung wie auch
Granulation) im Vergleich zu Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage ohne
Behandlung fuhrt. Es zeichnete sich eher die Tendenz zu einer geringen Verzbgerung
der Wundheilung bei Tieren ab, die die alleinige Tragersubstanz appliziert bekamen.
Eine Signifikanz der Unterschiede konnte jedoch an keinem der Untersuchungstage
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nachgewiesen werden (Abb. 37 und 38).
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Abb. 37: Bildung von Granulationsgewebe bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage und
Placebo-Applikation versus keine Behandlung, n=8 je Gruppe.
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Abb.38: Epithelialisierung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage und Placebo-
Applikation versus keine Behandlung, n=8 je Gruppe.
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3.4 Systemische Konzentration von Ro 28-2653

Zum Ausschluss einer systemischen Wirkung des Inhibitors wurde bei einer Gruppe
von Tieren (n=8) mit lokaler Inhibitor-Applikation an den Beobachtungstagen Blut aus
der Schwanzvene entnommen und zur Untersuchung an die Firma Roche
Diagnostics Ubersendet. Die Untersuchungen der Plasmaproben ergaben an allen

Beobachtungstagen Konzentrationen unter der Nachweisgrenze von 250 ng/ml.
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4 Diskussion

4.1 Das Tiermodell

Grundsatzlich sollten Wundheilungsmodelle die in der Klinik anzutreffende Wundsituation
und den Heilungsverlauf mdglichst exakt wiederspiegeln. Gleichzeitig missen sie aber
vielen weiteren Anforderungen wie Handhabung, Kosten und Ethik gerecht werden. Die in
aktuellen Studien verwendeten Wundheilungsmodelle kbnnen grob in in vivo- und in vitro-
Modelle unterteilt werden. In vitro-Modelle ermdglichen es, einzelne Zell- und
Organkulturen aus geringsten Mengen des entsprechenden Gewebes zu ziichten und zu
untersuchen [Baschong 1998]. Am haufigsten kommen hier Zellkulturen zum Einsatz, wobei
zumeist Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und Makrophagen untersucht werden
[Gottrup et al. 2000]. Die Vorteile von Untersuchungen dieser Art sind die schnelle
Durchfuhrbarkeit, einfache Ausrichtung, geringe Kosten, die Méglichkeit der Beobachtung
einzelner Zelltypen und die fehlende Notwendigkeit der Auseinandersetzung mit ethischen
Fragen. Der groRRte Nachteil besteht allerdings in der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
komplexere Organismen wie z.B. den Menschen.

In in vivo-Modellen kénnen dagegen klinische Gegebenheiten besser nach-empfunden
werden, wobei Wundmodellen am Menschen aus ethischen Grinden enge Grenzen
gesetzt sind. Fur die Klarung von Fragestellungen zur Granulation, zum Wundverschluss
unter dem Einfluss verschiedenster Promotoren und Inhibitoren, aber auch zu
histologischen Untersuchungen kénnen jedoch Tiermodelle gute Dienste leisten. Hierzu
bieten sich grundséatzlich Versuche an Grof3- und Kleintieren an, wobei Untersuchungen
an Schweinen [Baschong 1998, am Modell des Fledermausfliigels, Kaninchenohrkammern
[Sandison 1924] und dem Ohr der haarlosen Maus [Barker et al. 1989; Algire 1943] bevorzugt werden.
Nicht zu vergessen ist hier auch das Modell der Rickenkammern bei verschiedenen
Kleintieren [Knighton et al. 1981].

Unter den GroRtieren hat sich das Schwein aufgrund der Ubereinstimmung des Aufbaus
und der Physiologie des Schweinehautgewebes mit der menschlichen Haut durchgesetzt.
Der Wundverschluss erfolgt hier wie auch beim Menschen hauptsachlich durch
Reepithelialisierung [Meyer et al. 1978; Hartwell 1955]. Obwohl die Anatomie und Physiologie der
Haut des Schweins der des Menschen sehr ahnlich sind und viele Untersuchungen das
Schweinemodell als das optimale Evaluationswerkzeug ansehen [Sullivan et al. 2001], Sind

Kleintiermodelle fur die Grundlagenforschung praktischer. Im Vergleich zu Grol3tieren ist
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die Haltung weniger anspruchsvoll, die Kosten sind niedriger und die Verfligbarkeit der
Tiere ist groRer. Ublicherweise werden fiir Wundheilungsstudien mittelgroRe Nager wie
Ratten und Meerschweinchen herangezogen, da sie unproblematischer in Gruppen
gehalten werden kdnnen. In den letzten Jahren hat sich insbesondere die Ratte als das
am haufigsten benutze Kleintier in der Wundheilungsforschung durchgesetzt.

Das Defektwundmodell an der Ratte wurde von Koschnik et al. 1997 konzipiert und bietet
die Madglichkeit, unter Ausschaltung der Wundkontraktion die Gewebe-neubildung,
Reepithelialisierung und Neovaskularisierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten quantitativ
zu beurteilen. Hierzu werden den Tieren zumeist auf dem Rlcken nach Wundsetzung
Polyvinyl-, Polyurethan- oder Cellulosekammern implantiert, wobei Inzisions- und
Exzisionswunden gleichermal3en verwendet werden [Dorsett-Martin 2004].

In unserer Studie haben wir das Kleintiermodell mit der von Koschnick et al. entwickelten
Wundsetzungstechnik verwendet. Dieses Modell bot neben der einfachen und
kostengunstigen Tierhaltung auch die Beurteilungsmdglichkeit einer standardisierten,
durch den PVE-Ring vorgegebenen Wundflache. Die spezielle Form mit den seitlichen
Perforationen ermdglichte eine Stabilisierung der Wundrander ohne groRRere
Beeintrachtigung der Gewebsproliferation in die Wunde. Durch die Isolation des
Behandlungsareals tber die vorgegebene Form der Wundkammer war gleichzeitig eine
einfache Applikation des Inhibitors und das lokale Verweilen der Substanz gewahrleistet.
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse ist jedoch aufgrund der strukturellen und funktionellen
Unterschiede zwischen der Haut des Menschen und der Ratte nur eingeschrankt maglich.
Die Ratten gehdren zu den sogenannten ,loose-skin animals®, d. h. die Haut liegt, im
Vergleich zur mit der Subkutis fest verwachsenen menschlichen Haut [Deutschmann 2005],
dem darunter liegenden Gewebe nur locker auf. Auch der Gefal3verlauf in der Subkutis ist
bei den Ratten anders als beim Menschen. Das Wundheilungsverhalten dieser Tiere wird
wesentlich beeinflusst von dem sogenannten Panniculus Carnosus, einem dem Platysma
des Menschen entsprechende, subkutane, glatte Muskulatur, die den Wundverschluss
durch Wundkontraktion ermoglicht [Davidson 1998]. Der Einsatz des PVE-Ringes in unserer
Studie verhindert jedoch die Wundkontraktion und gleicht diesen Nachteil dieses
Tiermodells aus.

Die Implantation von Polyethylen in der Endoprothetik und rekonstruktiven Chirurgie z.B.
des Auges ist bereits jahrzentelang bekannt und war problemlos [Janecka 2000; Ries 2005;
Garibaldi et al. 2007]. Das Material ist chemisch und biologisch inert [Metzger 2004], allerdings wird

in der Literatur die Ausbildung von Fremdkérpergraulomen unter PVE beschrieben [Chuo et
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al. 2009; Sargeant et al. 2006]. Die Behinderung der Wundkontraktion, der Re-Epithelialisierung
und der Re-Kapillarisierung sind zuséatzliche Faktoren, die sich negativ auf die
Wundheilung auswirken kdnnen [Broughton et al. 2006]. Die Methode nach hat sich in unserer
Studie weitestgehend bewahrt: bei allen Tieren mit normaler Stoffwechsellage kam es am
18. postoperativen Tag zu einer vollstdndigen Granulation und Epithelialisierung und dem
Verschluss der Wunde. Lediglich bei einem Versuchstier mit diabetischer Stoffwechsellage
entstand im unteren Bereich des PVE-Ring-Rahmens ein Druckulcus. Diese
Einzelbeobachtung liegt aber durchaus noch im Rahmen der natlrlichen Varianz der

Wundheilung.

4.2 Einfluss des Geschlechts der Ratten

Benus et al. (1991) beschreiben aggressives Verhalten bei Ratten als eine Art der aktiven
Bewaltigung von Umwelt-Herausforderungen, die je nach Gattung der Ratte
unterschiedlich ausgepragt ist. Untersuchungen zur Aggressivitat von Sprague Dawley-
Ratten zufolge ist bei weiblichen Tieren dieses Stammes zeitweise die Angriffslust und die
Angstbereitschaft erhdht [Rima et al. 2009; Mayer et al. 1987]. Insbesondere betrifft dies die
Phasen der Schwangerschaft und Stillzeit, aber auch unabhéngig davon kann es zu
hormonabhangigen Attacken gegen gleichgeschlechtliche Eindringlinge kommen [Albert et al.
1989].

Im Rahmen dieser Studie wurden deshalb nur ménnliche Ratten verwendet, um den
monatlichen Zyklus und die damit verbundenen hormonellen Schwankungen der
weiblichen Tiere und folglich die Aggressivitdt zu umgehen. Der Nachteil der Haltung
mannlicher Nager liegt allerdings darin, dass es beim Durchmischen etablierter Gruppen
erwachsener Tiere zu aullerst aggressivem Verhalten gegeneinander kommen kann
[Leshner et al. 1975]. Dies zwang uns zu einer isolierten Haltung der Tiere, insbesondere in der

postoperativen Phase.
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4.3 Einfluss des toxischen Diabetes und des Gewichtes der Tiere auf die Wund-

heilung

Die Applikation von Streptozotocin ist eine der am haufigsten angewandten Methoden zur
experimentellen Induktion eines insulinabhangigen Diabetes mellitus [Rees et al. 2005].
Streptozotocin kommt in 2 anomerischen Formen (a und ) vor und wird in der Behand-
lung von Inselzelltumoren des Pankreas und einiger neuro-endokriner Tumoren verwendet
[Strosberg et al. 2007]. Die selektive Zytotoxizitat auf pankreatische B-Zellen pradestiniert die
Substanz zum Einsatz fur Untersuchungen an Tiermodellen mit iatrogen ausgeloster
diabetischer Stoffwechsellage. Zur Applikation und Dosis gibt es unterschiedliche
Protokolle. Die einmalige intraperitoneale Injektion einer hohen Dosis von 60 mg/kg KG
[Akbarzadeh et al. 2007] bis 220 mg/kg KG [Ceylan-Isik et al. 2006] oder multiple i.p.-Applikationen
von 5 x 40 mg/kg KG [Rossini et al. 1977] oder 4 bzw. 6 x 35 mg/kg KG [Lee et al. 2006; Hedge et al.
2003] wurden beschrieben. Diese Auswahl der Verabreichung entscheidet tiber die Art des
Diabetes mellitus, der induziert wird [Junod et al. 1969; Like et al. 1976]: Wahrend die mehrfach
wiederholte Gabe einen nicht Insulin-abhéngigen Diabetes mellitus (NIDDM) verursacht,
fuhrt die einmalige Abgabe zur Manifestation eines “insulin-dependent diabetes mellitus”
(IDDM).

In dieser Studie wurde die einmalige Verabreichung von Streptozotocin in der Dosierung
von 65 mg/kg KG i.p. 3 Tage vor Versuchsbeginn gewahlt, dies entspricht der
standardisierten Dosis von 25 mg Streptozotozin pro Tier. Die gewéhlte Dosis lag somit
knapp Uber der von Akbarzadeh et al. (2007) verwendeten Schwelle fir die Induktion
eines toxischen IDDM, lag andererseits weit unter den in der Literatur erwahnten Hochst-
dosen von 220 mg/kg KG, die zu Nebenwirkungen wie der Entstehung von
Kardiomyopathien fihren kénnen [Ceylan-Isik et al. 2006]. Fur die Induktion der diabetischen
Stoffwechsellage wurden 63 Tiere rekrutiert. Wahrend 49 Tiere nach der Gabe von
Streptozotocin einen manifesten Diabetes entwickelten, konnte bei 14 Tieren mit einem
Korpergewicht von 335 - 345 g ein Diabetes erst nach einer weiteren Streptozotocin-
Injektion von 20 mg/kg KG induziert werden. Dieser Effekt beruht bei gleichen
Einschlusskriterien der Tiere am ehesten auf einer unterschiedlich ausgepragten
Reparations- und Regenerationsfahigkeit des Rattenpankreas nach Verabreichung von
Noxen [Rossini et al. 1977; Logothepopoulos et al. 1968]. Die These der biologischen Varianz der Tiere
als mogliche Ursache fir die Notwendigkeit von unterschiedlichen Streptozotocin-

Dosen wird auch unterstiitzt von den Arbeiten von Axler (1982) und Povoski et al. (1993),
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die eine Beeintrachtigung der Wirksamkeit von Streptozotocin in Abhangigkeit von
Lagerungstemperatur, pH-Wert und Erhitzung auf 37°C ausschlie3en konnten.

Ein Zusammenhang zwischen Streptozotocin-Dosis, Hyperglykamie-Auspragung und
Gewicht ist in mehreren Arbeiten beschrieben [Beale et al. 1997, Schaffer et al. 1997, Povoski et al.
1993; Protz 2007; Dittrich 1971]. Hierbei wird bei manifestem Diabetes Uberwiegend eine
Gewichtsabnahme beobachtet [Kerner et al. 2001; Nakhooda et al. 1977], wie auch bei Tieren
unserer Studie. Dieser Gewichtsverlust ist am ehesten bedingt durch die katabole
Stoffwechsellage des Organismus mit Mangel an Proteinsynthese, Dehydratation,
vermehrtem Fettsaurenabbau und daraus resultierender Ketoazidose. Sicherlich kann
auch der OP-Stress und Wundschmerz als weiterer wichtiger ursachlicher Kofaktor

angesehen werden.

4.4 Einfluss der Isofluran-Narkose

Die Injektionsanasthesie ist bei experimentellen Arbeiten mit Labortieren nach wie vor die
Narkosemethode der Wahl. Um negative Einflisse der konventionellen Injektions-
anasthesien wie Hypothermie [Flecknell et al. 1991], lange Ausleitungsphasen, Herz-/
Kreislaufprobleme [Hall et al. 2001] und Atemdepression [Sedgwick et al. 1992] weitgehend zu
eliminieren wurde insbesondere fur Kleintiere eine vollstdndig antagonisierbare
Kombinationsanasthesie entwickelt. Bei Ratten wurde dafir die Kombination aus a2-
Agonisten (Medetomidin), Benzodiazeptin (Midazolam), Opioid (Fentanyl) und deren
Antagonisten Atipamezol, Flumazenil und Naloxon etabliert [Mantel 1999].

Dennoch ist der Einsatz der Inhalationsanasthesie bei Ratten der Injektionsanasthesie in
vielerlei Hinsicht tGberlegen und wird von vielen Autoren praferiert [Hall et al. 2001; Sedgwick et al.
1992; Thurmon et al. 1996]. Die Einleitung erfolgt angesichts des schnellen An- und Abflutens
vom Inhalationsgas wesentlich stressdrmer und die Narkosetiefe lasst sich sehr viel
besser steuern. Daher entschieden wir uns bei unserer Studie fur diese Narkoseform. Die
alleinige Inhalationsanasthesie hat jedoch auch den Nachteil, dass sie kreislauf-
belastender ist und zu einer Atemdepression fluihren kann. Die Auswirkung dieser
Anéasthesieform auf die Mikrozirkulation und den Blutdruck ist in mehreren Studien
untersucht worden [Baez et al. 1964; Morisaki et al. 1997]: so fuhrt Isofluran (1,0 Vol%) beim
Goldhamster zu einem signifikanten Abfall des mittleren arteriellen Druckes und einer
nicht signifikanten Konstriktion der kleinen Arteriolen (Durchmesser <25 pm) [Bohrer et al.

1987] und beim Menschen zu einem Abfall des dermalen GefalRwiderstandes [Longnecker
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1984]. In unseren Untersuchungen traten Narkosekomplikationen hingegen insbesondere
bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage auf. Bei etwa 15% der Tiere mit induziertem
Diabetes mellitus kam es bei Ausleitung der Narkose ein aussergew6hnlichen
Bronchospasmus, der bei 2/3 der Tiere auch zum Tod flhrte. Die allgemeine
Komplikationsrate der Isofluran-Gasnarkose liegt in unserer Studie deutlich Gber der in der
Fachliteratur angegebenen Haufigkeiten von =1/10.000 und <1/1.000 (Bundesamt fur
Sicherheit im Gesundheitswesen, 28.03.2013, Fachinformation Isofluranhaltiger Arznei-
spezialitédten). Diese deutlich abweichende Inzidenz liegt am ehesten an dem Allgemein-
zustand der Tiere, das durch den Diabetes mellitus deutlich schlechter war als bei Tieren
mit normaler Stoffwechsellage. Des weiteren ware auch eine nicht optimal auf die
Bedurfnisse der Ratten abgestimmte Narkosefuhrung als Ursache zu denken.
Abschliel3end kann jedoch konstatiert werden, dass die verwendete Narkoseart fur diese
Studie eine geeignete und einfach durchzufihrende Methode war, die eine noch

akzeptable Ausfallrate aufwies.

4.5 Einfluss der bakteriellen Kontamination auf die Wundheilung

Die Rolle von Bakterien bei der Wundheilung ist seit Jahren ein Diskussionsthema. Einige
Untersuchungen deuten auf eine positive Beeinflussung der Wundheilung durch Bakterien:
Edwards et al. (2004) konnten zeigen, dass trotz dichter Kolonisation mit Mikroorganismen
keine negative Auswirkungen auf die Wunde zu verzeichnen sind. Gleichwohl sind die
nachteiligen Auswirkungen von invasiv pathogenen Keimen wie Clostidium perfringens
und Streptococcus pyogenes anerkannt [Kujath et al. 2007]. Einzelne Untersuchungen konnten
indes auch beweisen, dass Keime des physiologischen Biofilms des Menschen (wie
beispielsweise Staphylococcus aureus) gleichermalR3en Infektionen verursachen kénnen
[Ethunandan et al. 2004]. In der Wundmikrobiologie gilt es daher generell zu unterscheiden, ob
die vorhandenen Keime als Biofilm, Kontamination oder Infektion zu bezeichnen sind. Von
Biofilm wird beim Wachstum einer grol3en Anzahl von fest an einer Grenzflache haftenden
Bakterien innerhalb einer dreidimensionalen Matrix gesprochen. Unter geeigneten
Bedingungen konnen alle Bakterien einen Biofilm aufbauen. Sie sind dynamische
heterogene Lebensgemeinschaften, die sich kontinuierlich verandern. Sie kdnnen aus
einer einzigen Bakterien- oder Pilzart bestehen oder, was haufiger vorkommt,
polymikrobiell sein. Die meisten Bakterienarten, die Infektionen verursachen, gehéren zur

normalen Mikroflora des Menschen [Steven et al. 2004].
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Nach Broughton et al. (2006) stellen PVE-Implantate ein Reservoir fur Bakterien dar und
verlangern demzufolge die Inflammationsphase uber zusatzlich interagierende bakterielle
Proteinasen [MccCarty et al. 2012]. Da in unserem Experiment der PVE-Ring unter semisterilen
Bedingungen implantiert wurde, ist zweifelsohne von einer bakteriellen Kontamination
auszugehen. Daher wurden stichprobenartig Spulflissigkeiten unterschiedlicher
Versuchsgruppen und das Wundgewebe auf eine bakterielle Besiedelung hin untersucht
und eine starke Besiedelung der Wunden mit Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Corynebakterium species und ha&molysierende Streptokokken der
Gruppe G verzeichnet. Die Bakterienpopulationen waren nahezu bei jedem Tier identisch.
Da die Wundheilung jedoch bei Tieren der Kontrollgruppe trotz Kontamination die
Inflammationsphase tUberwinden konnte, konnte dieser Aspekt als nicht relevant eingestuft
werden. Trotz steriler OP-Konditionen findet die Heilung bei einer Wunde am Patienten
gleichermalRen nicht unter sterilen Kautelen statt. Bei der Wundversorgung kommt es
zumeist zu einer ungewollten Kontamination, die jedoch in den meisten Féallen die
Wundheilung nicht beeintrachtigt, so auch bei den Tieren der Kontrollgruppe. Dieses
Faktum ist hingegen bei Tiergruppen mit diabetischer Stoffwechsellage etwas kritischer zu
beurteilen. Es ist durchaus denkbar, dass das ohnehin bestehende Ungleichgewicht
zwischen Proteinasen und deren Inhibitoren durch zusétzliche Bakterien-Proteinasen (vgl.
hierzu auch Abb. 1) noch weiter unterstttzt wurde.

Die Wirksamkeit einer Hautantiseptik mit PVP-Jod durch eine Jod-impragnierte Folie mit
und ohne vorherige Hautantiseptik wurden bereits von verschiedenen Gruppen untersucht.
Die Folie entfaltete eine eindeutige antiseptische Wirksamkeit, auch konnte die
Wundkontamination postoperativ bei Anwendung dieser Folien von 15% auf 1,6%
reduziert werden [Fairclough et al. 1986; Dewan et al. 1987]. An experimentellen Wunden bei Ratten
wurde beispielsweise 2% Povidon-Jod ohne negativen Einfluss auf die Wundheilung
angewandt, wahrend die Wundheilung durch eine 5%ige Jodkonzentration dagegen
bereits gehemmt wurde [Kallenberger et al. 1991]. Der Ersatz der Opsite-Folie durch eine 2%ige
Jod-impragnierte Folie direkt nach OP bzw. bei Verbandswechsel kann eine etwaige
exzessive bakterielle Kolonisation und folglich die zusatzliche Degradation des
Granulationsgewebes und der Epithelschicht durch bakterielle Proteasen dezimieren und

stellt moglicherweise einen vielversprechenden Losungsansatz dar.
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4.6 Wundplanimetrie

Zur quantitativen Erfassung der Wundflache gehért neben Vermessungen von
histologischen Schnitten der Wunden [Chvapil et al. 1988] die Auswertung von manuell
nachgezeichneten Wunden auf Folien. Dabei wird auf dem Computerbildschirm, der die
Aufnahme der Wunde zeigt, eine Klarsichtfolie gehalten und der Wundrand kann mit
einem Stift nachgezeichnet werden [Gowland Hopkins et al. 1983]. Wir haben den Zustand der
Wunde an den jeweiligen Verbandswechsel-Tagen nach dem ausfiihrlichen Débridement
optisch mittels Digitalfotografie dokumentiert und mit Hilfe eines computerassistierten
Planimetrie-Programms quantitativ ausgewertet. Wichtig fur die exakte Auswertung der
Bilder war vor allem eine gute Qualitat der Aufnahmen. Fehlerquellen wie Unscharfe des
Fotos durch fehlende Fokussierung und nicht genau orthotope Aufnahmen wurden
dadurch eliminiert, dass jede Wunde mittels Verwendung eines Stativs mehrfach
abfotografiert und das beste Bild verwendet wurde (vgl. Kap. 2.5, 3.1.2, 3.3.2 und 3.3.4).
Die Bewertung von Granulation und Epithelialisierung des Wundgewebes auf den Fotos
erfolgte subjektiv. Intraindividuelle Fehlbeurteilungen kdnnen hier grundsatzlich nicht
absolut eliminiert werden, in der Literatur ist eine Varianz von etwa 10% beschrieben.
Diese Disparitat liegt interindividuell noch deutlich héher [Plassmann et al. 1994]. Daher wurden
die Fotos durch zwei Beobachter gemeinsam und in Absprache mit erfahrenen Kollegen
ausgewertet. Um die Varianz der Auswertung und Fehlbeurteilungen zu minimieren und
eine grolltmogliche Objektivitdt zu gewdahrleisten wurden alle Wunddokumentationen
durch die gleichen Beobachter evaluiert.

4.7  Einfluss der Tragersubstanz auf die Wundheilung

Die lokale Verabreichung von Wirksubstanzen erfordert die Verwendung von
Tagersystemen, die am Wirkort die adaquate Versorgung der Wunde mit der applizierten
Substanz gewahrleisten. Hierzu wurden in den letzten Jahrzenten unterschiedliche
Arzneistoff-Tragersysteme entwickelt und untersucht, wie z.B. Solid Lipid Nanoparticles
(SLN) oder Core MultiShell nanotransporters (CMS) [wolf et al. 2009; Hontzke et al. 2014]. Die
spezielle Bauweise der Transporter mit lipophiler Innenschale und einer hydrophilen
AulRenhtlle ermdglicht den Einschluss und die Einkapselung einer breiten Vielfalt von
Gastmolekulen, die so in unterschiedliche Gewebearten transportiert werden konnen.

Mihlen et al. 1998 konnte die Abgabe von Prednisolon durch Beladung auf SLN Uber
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einen Zeitraum von 5 Wochen beobachten, wahrend andere Gruppen eine kontinuierliche
Verteilung der geladenen Wirksubstanzen tber mindestens 24 Stunden sowie Uber einige
Tage belegen konnten [Hu et al. 2002, Jenning et al. 2000a]. Beide Systeme (SLN und CMS)
ermdglichen eine fortwahrende Abgabe der geladenen Partikel tber unterschiedliche
Zeitraume und beeinflussen den Effekt des Wirkstoffes nicht nachteilig, sondern
verstarken diese sogar [wolf et al. 2009, Haag et al. 2011, Hontzke et al. 2014]. Viele diese
Untersuchungen wurden jedoch in vitro durchgefiihrt und die Aussagen somit nicht direkt
auf unsere Studienergebnisse zu Ubertragen. Die Reaktionen der Substanzen kdnnen in
vivo deutlich unterschiedlich ausfallen. Einige Untersuchungen konnten zeigen, dass eine
Hemmung der Zellmigration in Wunden durch SLN wie auch CMS sehr unwahrscheinlich
ist [wolf 2009]. Andere Gruppen konnten allerdings direkt oder indirekt durch Nanopartikel
vermittelte inflammatorische Reaktionen wie auch Hinweise auf Wechselwirkungen mit
Wund-Proteinen konstatieren [Dong et al. 2008; Schneider et al. 2009]. Ahnliche Tendenzen
hinsichtlich Beeinflussung der Wundheilung konnten wir in unserer Studie beobachten: Die
Granulation wie auch die Epithelialisierung der Wunden diabetischer Tiere mit Behandlung
von Tragersubstanz (Placebo) zeigten tendenziell eine etwas schlechtere Wundheilung an
als bei Tieren ohne Behandlung. Dieser Trend ist am ehesten auf die Interaktion von
Nanopartikeln in der Tragersubstanz mit den unterschiedlichen Immunzell-Linien im
Wundgeschehen und der dadurch verédnderten Immunantwort zu erklaren [Dobrovolskaia et al.
2008]. Es ist anzunehmen, dass die veréanderte mechanische Belastung der Wunde bei
Trager-Applikation im Vergleich zu Tieren ohne Therapie zu einer erhéhten Immunantwort
fuhrt und dadurch die Wundheilung vergleichsweise negativ beeinflusst. Da sich die
Ergebnisse von Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage mit und ohne Placebo-
Behandlung jedoch statistisch nicht signifikant unterscheiden, wurde der Effekt in dieser

Studie nicht weiter berucksichtigt.

4.8 Einfluss des Inhibitors Ro 28-2653 auf die Wundheilung

Experimentelle Therapieansatze zur Verbesserung der Wundheilung beruhten bisher meist
auf der lokalen Substitution von Wachstumsfaktoren und/oder Matrixproteinen [Chen et al.
1999, Robson 1991]. Neuere Studien haben auch die Stimulation der in der Wunde befindlichen
Zellpopulationen wie z.B. Fibroblasten mittels Gentransfer untersucht [Petrie et al. 2003; Wei et
al. 1999; Rosenthal et al. 1997, Jeschke et al. 1999]. Obwohl beide Ansatze durchaus

vielversprechende Ergebnisse aufweisen, stellen sie keinen kausalen Therapieansatz dar.
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Die proteolytische Degradation der extrazellularen Matrix ist essentiell fur die
Wundreparatur und das Remodeling der kutanen Verletzung [Yager et al. 1999]. Einige Studien
haben Einblicke in die komplexe Aktion der MMPs in der Wundheilung gegeben: MMP-2
und MMP-9 sind entscheidende Mediatoren beim physiologischen Verlauf der
Wundheilung, wobei MT-MMP1 (=MMP-14) als Aktivator beider Enzyme fungiert (Abb. 3)
und insbesondere am 5. postoperativen Tag vermehrt detektiert werden konnte (Abb. 39)
[Pei et al. 2000; Okada et al. 1997]. MMP-2 und MMP-9 spielen in den ersten 3 Tagen nach
Wundsetzung eine essentielle Rolle und kénnen anfangs in sehr hohen Konzentrationen
detektiert werden [Hu et al. 2012, Nissinen et al. 2015]. MMP-1 hingegen ist bedeutend fir die
Proliferationsphase von Granulation und Epithelialisierung und ermoglicht u.a. die
Verbreitung und Bewegung der Keratinozyten im kollagenreichen Wundbett [Hu et al. 2001].
Die Hochregulierung beginnt am 3. postoperativen Tag [Petri et al. 1997] und dauert bis zum
14. Tag, wobei am 7. Tag ein Maximum zu verzeichnen ist [Nwomeh et al. 1998]. MMP-2 findet
sich zudem auch in der Phase des Remodelings. Maximale Werte dieser Proteinase
werden am 5. postoperativen Tag detektiert und fallen bis zum 14. Tag wieder etwas ab
[Inkinen et al. 2000; Okada et al. 1997]. Mirastschijski (2002) wie auch Osborne et al. (2002)
konnten aul3erdem feststellen, dass die Aktivitdt von MMP-2 zusammen mit MMP-9 eine
entscheidende Rolle bei der Keratinozytenmigration spielt. MMP-8 wird vor allem in
heilenden Wunden gefunden [Ammstrong et al. 2002], wobei ihr Maximum an Tag 4 beobachtet
wird und TIMP-1 gleichzeitig kaum nachzuweisen ist. Ihre Konzentrationen liegen zu allen
Phasen der Wundheilung 100- bis 200-fach hoher als die von MMP-1 [Nwomeh et al. 1998]
(Abb. 39).

Ein weitere beachtliche Rolle kommt der MMP-10 in der Remodelingphase zu, wahrend
sie bei der Entstehung von chronischen Wunden kaum Bedeutung hat [Rechardt et al. 2000;
Elomaa et al. 2000]. Untersuchungen in chronischen wie in akuten Wunden zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten konnten bei der Expression von MMP-1, MMP-3 und MMP-10
keine signifikanten Unterschiede feststellen [Saarialho-Kere 1998]. Zwei Arbeitsgruppen
konnten belegen, dass MMP-9 insbesondere in der frihen Wundheilungsphase einen
beachtlichen Beitrag zur Entstehung und Reifung des Granulationsgewebes leistet [David et
al. 2001; Inkinen et al. 2000]. Auf3erdem konnte an MMP-9-defekten Mausen gezeigt werden,
dass die Proteinase auch essentiell fir die Epithelialisierung ist, da an Gelatinase-
defizienten M&usen erhebliche Defekte bei Entstehung der epithelialen Basalmembran
erkannt werden konnten [Mohan et al. 2002]. Als Fazit dieser Untersuchungen kann

demzufolge festgehalten werden, dass insbesondere die Proteinasen MMP-1, MMP-2,
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MMP-8, MMP-9 und MT-MMP1 (MMP-14) eine entscheidende Rolle bei dem Wund-
heilungsprozess spielen.

MMP-9 MMP-8
MMP-2 MMP-1
MMP-14  MMP-14

A

MMP-8
MMP-1
MMP-2
MMP-9

MMP-1
MMP-8
MMP-2

3 6

Exsudative Phase

Reinigung

12 15

Proliferative Phase

Fibroblasteneinwanderung
Granulationsgewebe

18

Ausreifung

21

Epithelialisierung
Wundkontraktion

Zeit(d)

Abb. 39: Wundheilungsphasen mit relevanten MMPSs [modifiziert und zusammengestellt nach Schéffer 1999;
Broughton et al. 2006; Hu et al. 2012; Inkinen et al. 2000; Okada et al. 1997; Petri et al. 1997; Armstrong et al. 2002;

Nissinen et al. 2015].

Bei der Konzeption der Studie erschien uns eine gezielte Modulation dieser Schlissel-

enzyme (Abb. 39) als ein vielversprechender kausaler Ansatz fur die Behandlung von

Wundheilungsstoérungen. Der Inhibitor Ro 28-2653 mit einer

spezifischen Wirksamkeit

gegen MMP-2, MMP-8, MMP-9 und MMP-14 wurde gewahlt, um gezielt diese fur die
Wundheilung bedeutenden MMPs zu modulieren (Tab. 4).

MMP MMP-1

MMP-2

MMP-3

MMP-8

MMP-9

MMP-14

MMP-16

Ro 28-2653 | 16000

10

1800

15

12

10

23

Tab. 4: 1ICsoc — Werte (mittlere inhibitorische Konzentration) von Ro 28-2653 [Grams et al. 2001].

Wertangaben in nM.

Die Anwendung des Inhibitors Ro 28-2653 fuhrt in unserer Studie zu einer verbesserten

Granulation und Epithelialisierung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage im
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Vergleich zu Tieren ohne Behandlung (Abb. 34 und 36). Im exemplarischen
makroskopischen Vergleich der Tiere aus der Kontrollgruppe und Tieren mit diabetischer
Stoffwechsellage und Inhibitor-Anwendung ist jedoch die unterschiedliche Wund-
morphologie deutlich erkennbar. Wundgewebe von Kontrolltieren erscheinen stabiler und
insgesamt dicker als das Wundgewebe diabetischer Tiere mit und ohne Inhibitor-
Behandlung. Die Ursache dafur kann einerseits die katabole Stoffwechsellage und die
fehlenden korperlichen Ressourcen bei Ratten mit diabetischer Stoffwechsellage,
andererseits jedoch auch die applizierte Menge des Inhibitors sein. Lein et al. (2002)
konnten auch einen Zusammenhang der Dosis von Ro 28-2653 und dem erzielten
tumorhemmenden Effekt in Untersuchungen an Ratten mit Prostatakarzinom aufzeigen.
Auch ware der Zeitpunkt der Applikation des Inhibitors eine wichtiger Ansatzpunkt.
Insbesondere die unterschiedlichen Vorkommen und Konzentrationen der MMPs in den
jeweiligen Wundheilungsphasen gilt es weiter zu bertcksichtigen: die immense Bedeutung
der beiden MMPs 2 und 9 zu Beginn der Wundheilung [Hu et al. 2012, Nissinen et al. 2015] kann
dazu fuhren, Inhibitoren zu entwickeln, die gerade zu Beginn zu einer weniger starken
Inhibition dieser Enzyme fihren. Die Hemmung der MMP-1, welche fur die
Proliferationsphase der Granulation und der Epithelialisierung sehr wichtig ist [Hu et al. 2001],
scheint zu Beginn gut mit Ro 28-2653 (vgl. Tab. 4) eingestellt zu sein. Hier ware zu
erkunden, ob eine spatere Veranderung der mittleren inhibitorischen Konzentration
passender erscheint und somit auch die Festigkeit beider Gewebearten positiv beeinflusst.
Schliesslich gehért MMP-8 als Leit-MMP von heilenden Wunden gewiss zu den Enzymen,
dessen Unterdriackung eine weitere wesentliche Rolle auf die Wundheilung bei
diabetischer Stoffwechsellage hat. lhre Konzentration wird von Nwomeh et al. 1998 zu
jeder Phase der Wundheilung um ein mehrfaches starker detektiert als MMP-1. Der
Vergleich der mitleren inhibitorischen Konzentrationen des Inhibitors in Bezug auf die
beiden genannten Enzyme zeigt hier jedoch ein reziprokes Verhaltnis. Die geringer
ausgepragte Hemmung von MMP-8 und die damit eher rekonstruierte in-vivo-Situation von
heilenden Wunden ware hier ein weiterer wichtiger Punkt.

Durch die Entwicklung und phasengerechte Applikation angepasster Mengen von
unterschiedlichen MMP-Inhibitoren zu verschiedenen postoperativen Zeitpunkten kdnnte
eine gezieltere Hemmung der MMPs erreicht werden. Dies wirde einer ungewollten
Miterfassung der phasengerecht wichtigen MMPs vorbeugen und gleichzeitig der
nachteiligen vermehrten Aktivitat von anderen MMPs gezielt entgegenwirken.

Fur die Entwicklung eines optimalen Therapie-Regimes bei chronischen Wunden zur



Diskussion 81

Wiederherstellung von geregelten Konzentrationsverhaltnissen von MMPs und MMPIs
wird noch weitere Forschung und Untersuchung notwendig sein, welches insbesondere
das Verstandnis von Zusammenhangen und Wirkungen der MMPs mit- und untereinander

erfordert.
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5 Zusammenfassung

Ein geregelter Ablauf von komplexen zellularen und biochemischen Reaktionen ist
eine Voraussetzung fur eine komplikationslos ablaufende Wundheilung. Proteasen,
insbesondere die Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), sind entscheidend
bei den Gewebeumbauprozessen beteiligt. Eine Stérung des physiologischen
Konzentrationsverhaltnisses der MMPs und deren physiologischen Inhibitoren
(TIMPs), fuhrt zu einer dramatischen Erhéhung der Proteasenaktivitat in der Wunde.
Die Folge ist eine vermehrte Degradation von Extrazellularmatrix, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren. In der Wunde entsteht eine Entztindungsreaktion, die persistiert
und sich in der Ausbildung einer chronischen Wundheilungsstérung zeigt.

Ziel unserer Untersuchungen war es, die Veranderung von Wunden bei Tieren nach
iatrogen induzierter diabetischer Stoffwechsellage mit bzw. ohne topische Applikation
eines synthetischen MMP-Inhibitors makroskopisch und planimetrisch zu evaluieren.
Als Modell wurde das von Koschnik et al. (1997) beschriebene Defektwundmodell an
der Ratte etabliert und modifiziert. Die makroskopische und quantitative Erfassung
von Wunden der Tieren mit regelrechter und diabetischer Stoffwechsellage zeigte
deutliche Unterschiede hinsichtlich der Wundflache und der Wundmorphologie. Die
Evaluierung der Wundqualitat erfolgte mittels getrennter quantitativer Erfassung von
Granulation und Epithelialisierung. Wunden von diabetischen Tieren heilten im
Vergleich zu Tieren der Kontrollgruppe langsamer, unvollstandiger und zeigten ein
gualitativ minderwertiger und dinner erscheinendes Wundgewebe. Orientierende
histologische Untersuchungen konnten diese These unterstiitzen. Die Applikation des
synthetischen Inhibitors Ro 28-2653 in weiteren Untersuchungen fihrte zu einer
signifikant besseren Wundheilung bei Tieren mit diabetischer Stoffwechsellage,
wahrend Tiere mit Placebo-Behandlung tendenziell eher schlechtere Wund-
heilungsergebnisse lieferten. Durch die lokale Anwendung des MMP-Inhibitors
wurden messbare Plasmaspiegel vermieden und somit systemische Nebenwirkungen
weitgehend ausgeschlossen.

Unsere Ergebnisse stitzen somit die Annahme, dass die vermehrte MMP-Aktivitat
aufgrund gestorter Konzentrationsverhéltnisse von MMP zu TIMPs zu einem
gestorten Wundmilieu beitragen und die lokale Inhibition der MMP-Aktivitdt durch
Verwendung von MMPI die Wundheilung positiv beeinflussen kann.

Weitere Untersuchungen mit individuell weiter adaptierten MMP-Inhibitoren, eventuell

in Kombination mit Applikation weiterer fur die Wundheilung bedeutender Agenzien
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(z.B. Wachstumsfaktoren) stellt damit einen kausalen und vielversprechenden

Therapieansatz zur Behandlung chronischer Wundheilungsstorungen dar.
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6 Summary

A regulated flow of complex cellular and biochemical reactions is a prerequisite for a
complication-free wound healing. Proteases, particularly the group of matrix
metalloproteinases, are involved decisively in the tissue remodeling processes. A
disturbance of the physiological concentration ratio of the MMPs and their
physiological inhibitors, the TIMPSs, can leads to a dramatic increase in the protease
activity in the wound. The result is an increased degradation of extracellular matrix,
cytokines and growth factors. In the wound persists an inflammatory response, which
manifests itself in the formation of a chronic wound healing disorder.

The aim of our study was to evaluate the macroscopic and planimetric changes of
wounds in animals after iatrogenic induced diabetic metabolic condition after topical
application of a synthetic MMP inhibitor. The defect wound model of Koschnik et al.
(1997) in the rat was modified and established for this study. The macroscopic and
guantitative detection of wounds in the animals with regular and diabetic metabolic
condition showed significant differences in the wound surface and the wound
morphology. The evaluation of wound quality was carried out by separate quantitative
detection of granulation and epithelialization. Compared to the control group, wounds
of diabetic animals healed slowly and showed a lower quality and thinner appearing
wound tissue. Orientating histological studies could support this thesis. The
application of synthetic inhibitor Ro 28-2653 in further investigations resulted in a
significantly better wound healing in animals with diabetic metabolic condition, while
animals with placebo treatment tended to show poorer wound healing results. By the
local application of the MMPI measurable plasma levels were avoided and therefore
systemic side effects largely excluded.

Therefore our results support the hypothesis that the increased MMP activity due to
impaired concentration ratios of MMP to TIMP contribute to impaired wound
environment and that the local inhibition of MMP activity can be influence wound
healing positively by using MMPI. Thus, further investigations with individually
adapted MMPI concentrations, possibly in combination with further application of
important wound healing agents (for example, growth factors) represents a causal
and promising therapeutic approach for the treatment of chronic wound healing

disorders.
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