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1. Zusammenfassung

Fragestellung und Ziele:

Das autologe Transplantat ist die Therapie der Wahl zur Regeneration dermaler
Vollhautdefekte. Limitierte Verfugbarkeit und Morbiditat der Spenderregion
motivieren die Entwicklung Kollagen-basierter dermaler Substitute. Kritische
Parameter beim Kklinischen Einsatz derartiger artifizieller Konstrukte sind
Epithelisierung, Vaskularisation und narbige Schrumpfung.

Das Ziel des vorliegenden Dissertationsprojektes bestand in der
experimentellen Evaluation einer biodegradierbaren, porkinen Kollagen-I/Ill-
Matrix bezuglich der Eigenschaften Epithelisierung, Vaskularisation und Matrix-
remodeling im  Vergleich zur  Standardtherapie @ des  autologen
Spalthauttransplantates als Substitut dermaler Defekte.

Methodik:

An 21 adulten Hausschweinen wurden auf der Ohrrickseite jeweils 3
standardisierte dermale Vollhautdefekte generiert. Je Tier wurde ein Defekt mit
Spalthaut-Transplantat, einer mit der porkinen Kollagen I/lll-Membran und einer
durch freie Granulation zur Ausheilung gebracht. An den postoperativen Tagen
1, 3, 5 7, 14 und 28 wurden jeweils 3 Tiere befriedet und Proben der
Defektmodaltaten der histologischen (HE, Sirius-Rot), immunhistochemischen
(TGFBR-1II, Zytokeratin 5/6) und der immunchemischen (TGFB1, TGFB3, Smad
2/3) Analyse zugefuhrt. Untersuchte Zielparameter waren die mittlere
Epitheldicke, die TGFBR-Ill-assozierte Neovaskularisation, die Matrixintegration
und die TGFB1-stimulierte Fibroproliferation zu jedem Untersuchungszeitpunkt.
Ergebnisse und Diskussion:

Epithelisierung und Neovaskularisation unterschieden sich nicht signifikant
zwischen Spalthaut-gedecktem und Membran-gedecktem Defekt. Demgenuber
zeigte der Defekt der freien Granulation eine signifikant verzogerte
Epithelisierung und Vaskularisation. Die TGFBi/ Smad 2/3-assoziierte
Fibroproliferation war in den Defekten der freien Granulation gegentber den
Spalthaut- und Membran-gedeckten Defekten gesteigert, die Expression des
antifibrotischen TGFB3 supprimiert. Das eingebrachte Kollagen der Membran
konnte bis zum 7. postoperativen Tag vom ortsstéandigen Gewebe ohne Anhalt
fur Inflammation differenziert werden.

In der Zusammenschau zeigte die porkine Kollagen-1/l1ll-Membran ein beztglich

Keratinozyten-, Endothelzell- und Fibroblastenmigration, Proliferation und
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Differenzierung gunstiges Microenvironment. Die dermale Regeneration von
Vollhautdefekten kann durch Einsatz der Membran im Vergleich zur freien
Granulation beschleunigt und durch Vermeidung eines Spalthauttransplantates
die Morbiditat der Spenderregion vermindert werden.

Ausblick:

Die untersuchte Membran ist insbesondere wegen ihrer Basalmembran-
ahnlichen Oberflachenmikrostruktur und ihrer geringen Fibrosestimulation als
Matrix fur tissue-engineering Projekte mit Kultivation autologer Keratinozyten
unter Erhalt der Differenzierungsmerkmale geeignet. Es sollten zuséatzlich
Untersuchungen und gegebenenfalls Modifikationen der Membran beztiglich
ihrer mechanischen Festigkeit, beispielsweise durch Integration von Hyaluronat,
durchgeflihrt werden, da eine langere Persistenz der Kollagenmatrix in-vivo bei

der Regeneration ausgedehter Defekte sinnvoll ware.



2. Einleitung
2.1. Klinischer Hintergrund

Fur die Rekonstruktion dermaler Defekte stellt die primare Rekonstruktion die
chirurgische Methode der Wahl dar. In Abhéngigkeit von der DefektgrofRe sind
jedoch der Einsatz von Spalthaut-transplantaten, lokale Lappenplastiken und
gegebenenfalls der mikrochirurgische Gewebetransfer zur Herstellung der
Gewebeintegritat notwendig (Boyce et al. 1995,Brown et al. 1990,Hoffmann et
al. 1998,Sanders and McKelvy 1976). Da der autologe Gewebetransfer mit
einer Morbiditat in der Donorregion behaftet ist, sind zahlreiche experimentelle
und klinische Ansatze zur Generierung eines dermalen, biokompatiblen
Substitutes  entwickelt worden. Diese umfassen kultivierte, autologe
Keratinozytensuspensionen, biodegradierbare =~ Matrices und  in-vitro
konfektionierte mehrschichtige, dermale Hautdquivalente (Boyce et al.
2002,Boyce and Hansbrough 1988,Coulomb and Dubertret 2002,Rennekampff
et al. 1996, Tsai et al. 1997). Die Kollagentypen | und Ill, quantitativ bedeutsame
Bestandteile der humanen, dermalen Matrix, stellen etablierte Materalien fur
derartige tissue-engineering-Konzepte dar (Boyce 2001,Boyce and Hansbrough
1988,Friess et al. 1999). Kollagenmatrices zeigten im klinischen Einsatz eine
lokale Stimulation der Fibroblastenproliferation und trugen zu einer
verminderten Wundspannung mit konsekutiv reduzierter Narbenbildung bei
(Lamme et al. 1996).

2.2. Kenntnisstand

2.2.1. Kollagenmatrices und Biomechanik

Modifikationen der mechanischen Beschaffenheit von Kollagenmatrices,
insbesondere Optimierung der Mikroporositdt und Integration weiterer
Matrixbestandteile wie Hyaluronat, fihrten zu einer verbesserten Infiltration fur
Fibroblasten in-vitro und einer erhéhten mechanischen Belastbarkeit (Cooper et
al. 1991,Cooper and Hansbrough 1991,de Vries et al. 1995). Obwohl
biodegradierbare Kollagenmatrices die Narbenbildung reduzieren und zu einer
verbesserten Architektur des induzierten Regeneratgewebes beitrugen, erzielte
keine azellulare Matrix bisher dermale Regeneration im Sinne einer restitutio ad

integrum. Die Reepithelisierung zeigte sich hier als besonders kritisch beziglich
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einer moglichen Induktion durch biodegradierbare Membranen (Auger et al.
1995,Bell et al. 1991,Bohnert et al. 1986,Boyce et al. 1995).

2.2.2. Epithelisierung, Vaskularisation und Zell-Ma trix-Interaktion

Die Reepithelisierung ist von Bedeutung fiir die Defektregeneration, well
Keratinozyten das angiogene Zytokin VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) sezernieren (Szpaderska et al. 2005,Szpaderska and DiPietro 2003).
Da das autologe Vollhauttransplantat weiterhin den Goldstandard der dermalen
Defektregeneration darstellt, zielten die experimentellen und klinischen Ansatze
auf eine in-vitro-Konfektion mehrschichtiger, differenzierter Konstrukte,
bestehend aus biodegradierbarer Matrix, Fibroblasten und Keratinozyten
(Gustafson and Kratz 1999,Kangesu et al. 1993). Unter Beriicksichtigung der
klinischen Erfahrung, das sich der Erfolg solcher, in-vitro in organotypischer
Kultur generierter, differenzierter, mehrschichtiger, dermaler Konstrukte nicht
signifikant vom Einsatz simpler Keratinozyten-beschichteter Membranen
unterschied, fokussierte sich die Entwicklung und der Einsatz von Zell-Matrix-
Konstrukten auf die Transplantation von pré- oder postkonfluent mit
Keratinozyten oder Fibroblasten besiedelten biodegradierbaren Membranen
(Gustafson and Kratz 1999,Kangesu et al. 1993). Klinische Studien zeigten eine
verminderte  Vaskularisation mit erhdhter Transplantatverlustrate als
vordringliches Problem bei der Anwendung von in-vitro generierten dermalen
Substituten selbst bei ersatzstarkem, nicht durch Entziindung, Malnutrition oder
Fibrose geschadigtem Tranplantatlager (Sahota et al. 2003,Sahota et al.
2004,Schultz et al. 2003). Weiterhin ist die Adhérenz von Keratinozyten, bzw.
die Epithelisierung der Membran abhangig von der Mikrotextur der
Membranoberflache und bisher nicht optimiert (Downing et al. 2005). Daher
sollten vor in-vivo-Einsatz die Epithel- und Vaskularisations-permissiven

Eigenschaften einer biodegradierbaren Membran Gberprft werden.

2.2.3. TGFB-Expression und Regulation der Wundheilung

Fur die Regulation von Vaskularisation und Reepithelisierung sind die
fibroproliferativ und angiogen wirsamen Zytokine TGFB (Transforming Growth
factor beta) und VEGF und deren Rezeptoren, insbesondere TGFBR-II und
TGFBR-11l von Bedeutung.
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TGF-B soll in geringen Konzentrationen angiogeneseférdernd, in hoéheren
Dosen dagegen hemmend wirken (Fajardo et al. 1996,Yang and Moses 1990).
Andere Autoren gehen von einer Hemmung der Angiogenese und der
Vaskularisation durch TGF-B aus. Experimentelle Untersuchungen ergaben
einen unterschiedlichen Einflul3 von TGF-B in vivo und in vitro. Wahrend ein
angiogenesefordernder Effekt in vitro gezeigt werden konnte (Sankar et al.
1996,Yang and Moses 1990), lehnen verschiedene Autoren eine
Angiogenesepromotion durch TGF-3 in vivo ab (Roberts et al. 1986). TGFBR-II
vermittelt die kontrollierte Keratinozytenmigration im Wundgebiet und und ist so
malf3geblich an der primaren Wiederherstellung der Oberflachenintegritat
beteiligt (Gold et al. 1997). Matures, funktionales dermales Epithel ist durch
Zytokeratin 5/6-Expression der Keratinozyten gekennzeichnet (Auger et al.
1995,Bhora et al. 1995 ,Fleischmajer et al. 1993,Mackenzie and Hill 1984).
TGFBR-III stellt einen sensitiven Marker neugebildeter Kapillaren vom 0.-14.
Tag dar (Koleva et al. 2006,Wehrhan et al. 2004a,Wipff et al. 2006). TGF(3
induziert in der Reepithelisierungsphase die Expression von Integrinen, welche
die Migration von Keratinozyten zur Wundoberflache koordinieren (Gailit et al.
1994). Die Fibroblastenproliferation und Fibroblastenmigration in das
Wundgebiet sowie die Kollagensynthese werden durch TGF(B in der
Proliferationsphase vermittelt (Kishi et al. 1999,Reed et al. 1994,Wang et al.
2000). Insbesondere wird die Expression der Kollagene | und Il geférdert
(Pablos et al. 1995). In der Remodelingphase hat TGFB durch Steuerung des
Integrin-Expressionsmusters auf Fibroblasten Einfluf3 auf die
Zusammensetzung und Vernetzung der definitiven Kollagene (Frank et al.
1996,Heino et al. 1989,Kagami et al. 1993). Somit bestimmt die TGF[3-
Expression die Zusammensetzung und Qualitdt des Regeneratgewebes im
Wundheilungsgebiet mit (Kishi et al. 1999,Lorenz and Adzick 1993). Die
Rezeptorkinase des aktivierten TGFBR-I phosphoryliert spezifisch Smad 2/3-
Proteine als intrazellulare signal-downstream-Effektoren (Liu et al. 1997).

In der Literatur wurde ein biologisch antagonistischer Effekt der TGF-[3-
Isoformen, insbesondere von TGF(B; und TGFB; beschrieben (O'Kane and
Ferguson 1997). Es wurde bei der Heilung experimenteller Hautwunden an der
Ratte eine verbesserte Hautarchitektur der Neodermis unter Gabe von

neutralisierenden Antikorpern gegen TGFp:.+, bei gleichzeitiger exogener



11

Applikation von TGF3; gesehen (Shah M 1995). In Keloiden wurde eine erhdhte
Expression fur TGFBi+, bei gegenuber regelrechtem Hautgewebe nicht
erhohtem TGF(s-Expressionsgrad gefunden (Lee et al. 1999). Es zeigte sich
vermehrte m-RNA flr TGFB1+2 in entzindlich und fibrotisch verdnderter Haut
bei gleichem m-RNA-Gehalt fur TGFps; fibrotischer und gesunder Haut.
Gesichert ist die Induktion von Fibrose durch TGFf3; (Lin et al. 1995,Rodemann
et al. 1996,Shihab et al. 1995,Shinozaki et al. 1997,Yamamoto et al. 1994).
Hingegen gilt TGF3 als fibroprotektiv (Lee et al. 1999).

3. Ziele der Arbeit und Fragestellungen

Das Ziel des vorliegenden Dissertationsprojektes war die Evaluation einer
biodegradierbaren, porkinen Kollagen-I/lll-Membran als Vollhaut-Substitut auf
experimentellen, dermalen Wunden im Vergleich zur Standardtherapie, der
Anwendung eines Spalthaut-Transplantates, und im Vergleich zur freien,
offenen Granulation. Ein wunschenswerter klinischer Einsatz der Membran
waren dermale Defekte, die alternativ mit Spalthaut gedeckt wirden und mit
dem Risiko der Morbiditat in der Donorregion verknipft sind bzw. die Reduktion
narbiger Schrumpfung in Defekten, die gewdhnlich der freien Granulation
uberlassen werden (palatinale Schleimhauttransplant-Entnahmeregionen). Die
Neovaskularisation wahrend der Membran- und Transplantateinheilung wurde
spezifisch durch TGFBR-IlI-labeling adressiert, um eine mogliche, verzogerte
Membran-/ Transplantatvaskularisation vom Lager aus zu erfassen. TGFBR-III
zeigt gefalBbezogen eine strikte Assoziation zu neugebildeten Kapillaren
(Torsney et al. 2002,Wehrhan et al. 2004a). Weiterhin sollte die Integration und
Degradation der Membran wahrend der Einheilung und deren Einflu3 auf die
Gewebearchitektur untersucht werden. Dazu bietet die Untersuchung von
Sirirus-Rot- gefarbten histologischen Praparaten im gekreuzt polarisierten Licht
auf Grund der Doppelbrechung von Kollagenstrukturen eine Mdoglichkeit zur
Strukturbeurteilung (Dayan et al. 1989). Bei Anwendung diser Methode ist eine
Differenzierung von Membran- und Gewebekollagen (Struktur, Orientierung,
Blundeldicke) moglich. Die Ziele des vorliegenden Dissertationsprojektes lassen

sich in folgenden Fragestellungen zusammenfassen:
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1. Beschleunigt die porkine Kollagen-I/lll-Membran die Reepithelisierung im

Vergleich zur freien Granulation ?

2. Findet eine verzogerte Vaskularisation des Wundgebietes bei Einsatz der

Membran im Vergleich zu Spalthaut-Tranplantat und freier Granulation

statt?

3. Welchen Einflul hat die Kollagenmembran auf die Struktur des
Regeneratgewebes?

4. Stimuliert die Kollagenmembran Fibroproliferation und Narbenbildung

starker als freie Granulation und Spalthaut-Transplantat?

4, Material und Methoden

4.1. Tiermodell und Versuchsdesign

Als Versuchstier wurde das adulte Hausschwein gewéhlt, da es sich fur Studien
der Wundheilung und Geweberegeneration besonders eignet. Seine
morphologischen und anatomischen Gegebenheiten bilden die Voraussetzung
fur die Ubertragung der gewonnen Ergebnisse auf den Menschen. Das
gewahlte Versuchstier ist als Grol3tier, ebenso wie das Schaf und der Hund, fur
die experimentelle Transplantationschirurgie geeignet (Honig et al. 1997).
Gewebedurchblutung, zirkulatorische Vorgange und Wundheilung sind mit den
Verhéltnissen beim Menschen zu vergleichen. 21 Tiere (Alter: 6 Monate,
Korpergewicht 80-110 kg) kamen im Rahmen der Studie zum Einsatz
(Tierversuchsgenehmigung bei der Bezirksregierung von Mittelfranken liegt vor,
Kennung 621-2531.31-06/02).

An jedem Schwein wurden auf der Ohrriickseite jeweils 2 Vollhautdefekte (2 x 3
cm) geschaffen (Abb. 1).
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Experimentelles Modell am Schweineohr zum Regenerat  ionsvergleich der
3 Defektmodalitaten

L

Freie Spalthaut-
Granulation Donor

Spalthaut- Kollagen-
ransplantat membran

Rickseite des Rickseite des
Linken Ohres rechten Ohres

Abb.1: Das Schema zeigt die Lokalisation der 3 Defektmodalitaten (je 2x3 cm) an der
Ohrrickseite; Tierversuchsnr. 621-2531.31-06/02 Regierung von Mittelfranken

Je Tier wurde ein Defekt mit Spalthaut-Transplantat, einer mit der Kollagen I/111-
Membran (collagen I/l membrane, Nr. 10826, Geistlich Pharma AG,
Wohlhousen, Schweiz). Die Adaptation der Membran und des Spalthaut-
Transplantates wurde mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 3-0, Ethicon,
Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt. An den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 7,
14, 21 und 28 wurden jeweils 3 Tiere befriedet und die Defektregionen

asserviert.

4.2. Narkoseverfahren und perioperatives Management

Alle Eingriffe erfolgten in Intubationsnarkose. Die Tiere erfuhren eine
perioperative Antibiose 1h praoperativ bis 2 Tage postoperativ zur Verringerung
von Infektionsrisiken (Streptomycin, 0,5g/d, Grinenthal, Stollberg, Germany).
Die Narkoseeinleitung erfolgte durch Inhalation von Isofluran (Forene®, Abbott,
Wiesbaden Deutschland). An das Kreislaufsystem des Narkoseapparates
(Tiberius 19, Draeger, Bremen, Deutschland) war ein handelsublicher Tubus
angeschlossen, tber den das Schwein Isofluran in einer Dosierung von 3,5 —
4,5 Vol % Uuber einen Gasverdampfer (Draeger, Bremen Deutschland)

inhalierte. Als Tragergas wurde reiner Sauerstoff verwendet.
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4.3. Probengewinnung zur Gewebeanalyse

Die Proben wurden jeweils als 3-5 mm breite Streifen in Vollhautstarke so
genommen, dass der Ubergangsbereich zwischen Membran bzw. Spalthaut-
Transplantat im Bereich des Wundgrundes und der lateralen Rander vollstandig
erfasst wurde. Unmittelbar im Anschlu3 an die Probenentnahme wurden die

Praparate in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80C asserviert.

4.4. Analysemethoden

4.4.1. Probenaufbereitung fur Immunhistochemie und Immunoblot

Die geplanten proteinchemischen Nachweisreaktionen setzen nicht
denaturiertes Protein voraus, daher wurden die diesbeziiglich vorgesehenen
Proben bis unmittelbar vor die Lyse strikt bei -80°C ohne Unterbrechung der
Kihlkette asserviert. Bezuglich der Aufbereitung und Fixation fur die
Paraffinimmunhistochemie konnte auf die Erfahrungen der eigenen
Arbeitsgruppe bei der Optimierung des Fixationsverfahrens zur spéateren
immunhistochemischen Zytokindetektion und dem Nachweis intrazellularer,
phosphorylierter Proteine zurlckgegriffen werden (Schultze-Mosgau et al.
2002,Schultze-Mosgau et al. 2003a,Schultze-Mosgau et al. 2003b,Schultze-
Mosgau et al. 2004a,Schultze-Mosgau et al. 2006,Wehrhan et al.
2004a,Wehrhan et al. 2004b). Als Optimum erwies sich bei der Fixation eine
4%-ige Formaldehydlésung (phosphatgepuffert, pH 7,6, 4 C) bei einer
Fixationsdauer von 6 Stunden. Die formalinfixierten Proben wurden dehydriert
und in Paraffin eingebettet. Die Gewebeschnitte wurden als Langsschnitte (3
pum Schichtdicke, Schlittenmikrotom Jung HN 40, Leica, Nussloch, Deutschland)
senkrecht zum Verlauf des Ubergangsbereiches zwischen Membran/ Spalthaut-

Transplantat und Wundgrund und senkrecht zur Hautoberflache angefertigt.

4.4.2. Immunhistochemische Farbung

ABC-Methode

Zur Lokalisation einer Expression von Zytokeratin 5/6 und TGFB-RIIl erfolgte
der spezifische Nachweis mit Hilfe der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-(ABC-
POX)-Methode (Lloyd et al. 1985). Hierbei wird die Affinitdt von Biotin zu Avidin
genutzt. Nach spezifischer Bindung eines Primarantikbrpers an das
nachzuweisende Epitop wird ein biotin-markierter Sekundarantikérper
eingesetzt, der spezifisch fur die Bindung an den Primarantikbrper ist.
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Anschliel3end erfolgt die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex.
Der Komplex ist so konstruiert, dal3 ein Molekul Avidin drei Moleklle Biotin
binden kann und somit zur Bindung sowohl der biotinmarkierten
Sekundarantikorper als auch der biotinmarkierten
Meerrettichperoxidasemolekule zur Verfigung steht Es kommt es zu einer
Komplexbildung mit Konzentration mehrerer Peroxidasemolekile am
Sekundarantikdrper. In der chromogenen Nachweisreaktion wird an der durch
den Sekundarantikdrper bestimmten Stelle ein Farbsubstrat enzymatisch
(Meeretichperoxidase) umgesetzt. Die Lokalisation der Farbreaktion
reprasentiert das mit dem Primarantikorper gesuchte Antigen. In der
vorliegenden Arbeit kamen alle gesuchten Epitope von Zytokeratin 5/6 und
TGFBR-III durch diese Methode zur farblichen Darstellung.

Farbeprotokoll

In Vorbereitung auf die immunhistochemische Farbung wurden die Schnitte in
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (Xylol 100% 2 x 15 min.;
Propanol 100 %, 95 %, 90 %, 70 % je 2 x 5 min). Nach Hydrierung in
Phosphatpuffer (TBS) (0,05 M Tris/ HCI; 0,15 M NaCl; ph 7,6) (5 min., 22 C)
wurde, um falsch positive Farberesultate zu vermeiden, zur Unterdrickung der
endogenen Peroxidaseaktivitdt H,O, (3 %, 20 min., 20 ) verwendet. Die
Demaskierung der fur die Primarantikdrperbindung relevanten Epitope von
Zytokeratin 5/6 und TGFBR-IIl wurde mit einem enzymatisches Verfahren unter
Verwendung von Proteaselosung durchgefiihrt. Als Protease diente 0,1%-ige
Trypsin-CaCl,-L6sung (0,2 g Schweinepankreas-Trypsin (ICN Biomedicals Inc,
Eschwege, Deutschland), 0,2 g CaCl,, 200 ml TBS, pH > 7,8; im Wasserbad bei
37 ). Einer unspezifischen Bindung des Sekundaran tikorpers an den
Gewebeschnitt aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen beugte eine
elektrische Neutralisierung des Gewebeschnittes vor. Der Ansatz bestand aus
dem unspezifischen Blockiermedium Blotto (Ansatz: 500 pg Magermilchpulver +
50 pl TBS + 50 pl Tween 20°; Magermilchpulver und Tween 20®, Merck,
Darmstadt, Deutschland) und Normalserum der Spezies, in welcher der
Sekundarantikorper gewonnen wurde (Blotto und Normalserum im Verhaltnis
5:1, 22 C, 30 min). Die Epitopmarkierung auf dem G ewebeschnitt erfolgte
wahrend der Inkubation der Praparate mit einem polyklonalen Primarantikérper

fur alle Farbungen einheitlich in einer feuchten, dunklen Kammer (4C, 12 h)
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unter Verwendung der in Tab. 1 angegebenen Antikérperverdiinnungen. Als
Verdiunnungsmedium diente TBS mit einem BSA-Anteil von 2,5 % (bovines
Serumalbumin 2,5 %, Dako, Glostrup, Danemark).

Verwendete Primarantikorper (Immunhistochemie )
gesuchtes Bindungs Antikdrper Verdinnung Hersteller
Protein lokalisation
TGFBR-III Carboxy-terminales | Ziege anti- 1:100 Santa Cruz
Ende human/ Biotechnology,
Schwein Santa Cruz, USA
TGFBRR-III-
19G
Zytokeratin 5/6 Interne Region, nicht | Ziege anti 1:100 Santa Cruz
naher angegeben human/ Biotechnology,
Schwein Santa Cruz, USA
Zytokeratin
5/6-1gG

Tab. 1: Tabelle 1 zeigt die verwendeten Primarantikorper. Es wurden fir die
immunhistochemische Nachweisreaktion die angegebenen polyklonalen,
affinitatsgereinigten Primarantikérper in den angegebenen Konzentrationen und der
angegebenen Spezifitat eingesetzt.

Verwendete Sekundarantikérper (Immunhistochemie)

gesuchtes Spezies Antikorper erdinnung Hersteller

Protein

TGFBR-III Ziege Anti-Ziegen- | 1:300 Dako, Glostrup,
IgG, biotinyl. Déanemark

Zytokeratin 5/6 Ziege Anti-Ziegen- | 1:300 Dako, Glostrup,
IgG, biotinyl. Déanemark

Tab. 2: Die Tabelle 2 zeigt die verwendeten Sekundarantikorper. Es wurden die
angegebenen Sekundarantikdrper aus den aufgefihrten Spezies eingesetzt.

Als Sekundarantikérper wurde jeweils ein biotinylierter, polyklonaler Antikérper
eingesetzt (30 min, RT). Verdunnt wurde mit TBS. Antikdrperspezies,
Antikdrperspezifitdt und die benutzte Verdinnung sind aus Tab. 2 ersichtlich.
Anschlieend wurde mit dem Avidin-Biotin/Meerettich-Peroxidasekomplex
(ABC/HRP-Komplex, DAKO, Glostrup, Da&nemark, 30 min, RT) inkubiert.
Samtliche Inkubationsschritte erfolgten bei den jeweils angegebenen
Temperaturen in einer feuchten Kammer. Als Substrat flr die chromogene
Nachweisreaktion wurde AEC (0,02% 3-Amino-9-Ethylcarbazol in 50 mM
Acetatpuffer pH 5; 5,5 % Dimethylforamid, Dako, Glostrup, Dadnemark) benutzt.

Zur Kontrastverstarkung und verbesserten Auswertbarkeit wurden die Zellkerne
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auf dem Gewebeschnitt mit Hamatoxylin (DAKO, Glostrup, Danemark)
gegengefarbt.

Von jeder Gewebeprobe wurden drei konsekutiv gewonnene Schnitte auf einem
Objekttrager prozessiert. Dabei diente jeweils einer als Negativkontrolle Dieser
wurde identisch behandelt, jedoch der Inkubationsschritt mit dem
Primarantikdrper durch Inkubation mit BSA (bovines Serumalbumin) ersetzt. In
jeder Farbeserie wurde als Positivkontrolle ein bekannt positives Praparat
mitgefuhrt.

4.4.3. Histochemische Sirius-Rot-Farbung
Ein histologisches Praparat jeder Probe wurde der Sirius-Rot-Farbung

unterzogen.

Farbeprotokoll

Die Objekttrager wurden bei Raumtemperatur eine Stunde in 0,1% Sirius-Rot
Lésung (Sigma-Aldrich, Mianchen) in gesattigter Pikrinsaure (Merck, Darmstadt,
Deutschland) inkubiert und danach in 70% HCI-Ethanol differenziert (Merck,
Darmstadt, Deutschland).

4.4.4. Histochemische Hematoxylin-Farbung
Ein histologisches Préaparat jeder Probe wurde der konventionellen HE-Féarbung

gemal Standardprotokoll unterzogen.

4.4.5. Immunoblot-Analyse

Zum semiquantitativen Expressionsvergleich der Zytokine TGFB; und TGFB3
sowie zur Evaluation von Smad 2/3 wurde die Methode des konventionellen
Immuno-Blots (Western-Blot) angewendet (Burnette 1981, Towbin et al. 1979).
Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des lysierten Proteingemisches
erfolgte die Nachweisreaktion Uber spezifische Primarantikérperbindung,
Bruckenantikbrper und Kopplung mit einem Chemoluminiszenzfarbstoff.
Detektiert wurde mit einem digitalen Chemoluminiszenz-Nachweissystem. Zur
quantitativen Vergleichbarkeit der Zytokin-Expression wurde von jeder Probe
die gleiche Proteinmenge eingesetzt und dieses durch [B-Aktin-
Expressionsnachweis bei jedem Blot (houskeeping-gene) verifiziert als
normalisierte Proteinratio (Gibbs et al. 2003,Schultze-Mosgau et al. 2006).
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Immunoblot-Protokoll

Die gefrorenen Proben wurden mechanisch mit einem Disperser in RIPA-Puffer
lysiert (Ultra Turax, IKA, Staufen, Deutschland; 50 mM Tris, ph 7,4, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% 1mM
Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 pg/ml Pepstatin, 10 pg/ml Aprotinin, 5 pg/ml

Deoxycholat, Proteoaseinhibitoren:
Leupeptin). Die Protein-Konzentrationen wurden anschliel3ed im Protein-Assay
bestimmt (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). Das lysierte Protein wurde
jeweils zu 15 pg je Kammer in der Gelelektrophorese eingesetzt (4-12%
Polyacrylamid-Gel, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und aufgetrennt. Nach
Elektroblot auf eine Transfermembran (Nitrozellulose-Membran, Invitrogen) mit
einem Protean-System (Biorad, Minchen, Deutschland). Die Membran wurde
anschlieend in Blockierlosung 30 min inkubiert (PBS: 5% Magermilchpulver,
0,1 % Tween 20, Merck). Es folgte die Inkubation mit den spezifischen,
Primarantikorpern (Tab. 3) 12 h bei 4C unter konti nuierlicher Bewegung.

Verwendete Primarantikdrper (Immunoblot)
gesuchtes Bindungs- Antikdrper Verdinnung Hersteller
Protein lokalisation
TGFB; Carboxy-terminales | Huhn anti- 1:500 R&D Systems,
Ende Schwein- Wiesbaden,Deutschl
TGFB;-1gG and)
TGFB3 Carboxy-terminales | Kaninchen 1:500 Santa Cruz
Ende anti Schwein Biotechnology,
TGFBs-1gG Santa Cruz, USA
Smad 2/3 Interne Region, nicht | Maus anti- 1:100 BD Bioscience,
naher angegeben hum./Schwein Heidelberg,
-lg G Deutschland
B-Aktin Interne Region, nicht | Kaninchen 1:100 Sigma-Aldrich,
naher angegeben anti Minchen,
hum./Schwein Deutschland
-1gG

Tab. 3: Tabelle 3 zeigt die im Immunoblot eingesetzten priméaren Antikdrper. Dabei wird
Smad 2/3 in der phosphorylierten, biologisch aktiven Form detektiert. Auf Grund der
Komplexbildung Smad2 + Smad3 wird im Immunoblot eine entsprechende
Doppelbande gefunden (Abb. 5c).
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Verwendete Sekundarantikorper (Immunoblot)

gesuchtes Spezies Antikorper erdinnung Hersteller

Protein

TGFB; Ziege Anti-Huhn- 1:1000 Vector Laboratories,
IgG, biotinyl. Burlingame, USA

TGFRs, Ziege Anti- 1:1000 Dako, Glostrup,

B-Aktin Kaninchen- Déanemark
IgG, biotinyl.

Smad 2/3 Kaninchen Anti-Maus- 1:1000 Dako, Glostrup,
IgG, biotinyl. Déanemark

Tab. 4 Tabelle 4 zeigt die bei den Immunoblot-analysen verwendeten sekundéaren,
biotinmarkierten Antikorper. In vergleichenden Vorversuchen wurde die Stabilitat und
Spezies-Spezifitat der sekundéren Antikérper gepruft und optimiert, um Fehlbanden zu
eliminieren.

Es folgte die Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikdrpern gemal der in Tab. 4 angegebenen Konzentrationen fir 30
min. Die Farbreaktion wurde mit dem Chemoluminiszenzsystem ECL entwickelt
(ECL, Amersham Pharmarcia, Freiburg, Deutschland). Als Ladekontrolle zur
Bestatigung gleicher Proteinkonzentrationen in jedem Blot, um die quantitative
Vergleichbarkeit der Resultate zu gewahrleisten, wurde [B-Actin jeweils

bestimmt und detektiert.

4.5. Qualitative und quantitative Analyseverfahren

4.5.1. Qualitative und semiquantitative Expressions  bestimmung

Im Hellfeldmikroskop (Axioskop, Zeiss, Jena, Deutschland) wurden bei 50-400
facher VergroRerung Lokalisation und Verteilung der Keratinozyten (Zytokeratin
5/6) und neugebildeter Kapillaren (TGFBR-III) im Ubergangsbereich zwischen
Transplantat (Kollagen-Membran bzw. Spalthaut) oder Granulationsgewebe
und dem ortsstandigen Gewebe in den verschiedenen experimentellen
Wundheilunsmodalitdten untersucht. Drei Gesichtsfelder bei 400-facher
VergroR3erung je Gewebeschnitt, Probenlokalisation, Tier, Tag und Gruppe
wurden mit einer CCD- Kamera digitalisiert (Kappa, Gleichen, Germany).
Verwendet wurde dazu das Softwaresystem Optimas 6.5 (Stemmer, Puchheim,
Germany). Zur quantitativen Erfassung der Vaskularisation und zum Vergleich
der Therapiemodalitdten bezlglich der Rekapillarisierung wurde die relative
Kapillarflache je Gesichtsfeld aus dem Verhatnis TGFBR-III-positiver

Kapillarflache zur Gesamtflache bestimmt. Die Reeepithelisierung wurde
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quantitativ durch die Bestimmung der mittleren Epitheldicke zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt erfasst. Dazu erfolgte an der kalibrierten,
standardisierten, mikroskopischen 200-fachen VergroRerung das Ausmessen
der Epitheldicken (Zytokeratin 5/6-positive Epithelien an beiden Randern und in
der Mitte des Defektes zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt und die Bildung
eines Mittelwertes. Die Sirius-Rot gefarbten Schnitte wurden im gekreuzt
polarisierten Licht analysiert (Junqueira et al. 1978,Junqueira et al. 1979).
Faserorientierung und Packungsdichte wurden so visualisiert. Die dargestellten
Farben im polarisierten Licht korrespondieren mit der Faserdicke, Grintone in
der Darstellung entsprechen einer Faserdicke < 0,8 um, Gelb-Rot-Tdne einer
Dicke von ca 1,6- 2,4 um (Dayan et al. 1989,Dayan et al. 1993).

4.5.2. Statistische Analyse

Die Daten aus mehreren Schnitten je Probe und Tier sowie aus gleichartigen
Proben je Tier wurden aggregiert. Zur Darstellung der quantitativen Daten
kamen ohne Annahme einer Normalverteilung der Mittelwert und die
Standardabweichung. Die Uberprifung auf Unterschiede zwischen den
Gruppen wurde mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test und dem
Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Zweiseitige p-Werte < 0,05 wurden als
signifikant angesehen. Alle Berechnungen erfolgten mit dem Programm SPSS
V.12 fur Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).

5. Ergebnisse

5.1. Tierexperimentelle Ergebnisse

Alle Tiere Uberlebten regelhaft im Untersuchungszeitraum, es trat kein drop out
auf. Zu allen postoperativen Untersuchungszeitpunkten lagen keine
Wundheilungsstorungen in den experimentellen Defekten vor. Keine klinischen
Zeichen von Infektion oder Verlust-/ Teilverlust der Membran waren zu

beobachten.

5.2. Qualitative Ergebnisse

5.2.1. Expression von Zytokeratin 5/6

Die immunhistochemische Farbung von Zytokeratin 5/6 zeigte ein intaktes,
maturiertes Epithel im Bereich der Membran-versorgten Defekte ab dem 5.
postoperativen Tag (Abb. 2a, b).
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Abb. 2: Am 5. postoperativen Tag zeigte der Granulationsdefekt (2c) im Vergleich zu
Spalthaut- und Membran-gedecktem defekt (2a,b) kein geschlossenes Epithel. Am 28.
postoperativen Tag wurde kein klinischer und histologischer Unterschied zwischen den
Defektmodalitaten bezlglich der Epithelisierung gesehen (2d,e,f).
(OriginalvergrofRerung x 200).

Der freie Granulationsdefekt zeigte am 5. Tag einen inkompletten
Epithelschluss mit Fibrinbelag und Detritus (Abb. 2c). Ein intaktes Epithel wurde
am 7. postoperativen Tag bei der freien Granulation erreicht. Am Ende der
Untersuchungsperiode, dem 28. postoperativen Tag, zeigten sich keine klinisch
evidenten Unterschiede bezuglich der drei Unterschiedlichen
Behandlungsmodalitaten. Eine komplette Epithelisierung lag am 28.

postoperativen Tag bei allen Defektmodalitaten vor (Fig. 2d, e, f).

5.2.2. Expression von TGF BR-III

Die TGFBR-lll-assoziierte immunhistochemische Markierung neugebildeter
Kapillaren wurde ab dem 1. postoperativen Tag nur in der Gruppe der
Spalthaut-Transplantat-verschlossenen Defekte gesehen (Abb. 3a, b, ¢). Am 7.
postoperativen Tag wurden TGFBR-Ill-positive Kapillaren in  den
Ubergangszonen aller Defektmodalitaten gesehen (Abb. 3d, e, f). Am 28.
postoperativen Tag, dem Zeitpunkt der Klinisch in allen Defektarten
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abgeschlossenen Heilung, wurden TGFBR-IlIl exprimierende Kapillaren

ausschliel3lich in der Gruppe der freien Granulation gefunden.

Abb. 3: Eine TGFBR-Ill-assoziierte Neovaskularisation wurde am 1. postoperativen Tag
ausschlieBlich in den Spalthaut-bedeckten Defekten (3a) gesehen. Am 7.
postoperativen Tag wurden TGFBR-III-positive Kapillaren in allen Defektmodalitéaten
Spalthaut-Transplantat (3d), Membran-Deckung (3e) und freier Granulation (3f) mit
maximaler  Ausprdgung im  Membran-gedeckten  Defekt (3e) gesehen.
(OriginalvergréfRerung x 200).

5.2.3. Sirius-Rot-Féarbung und Polarisationsmikrosko pie

Die Analyse der Sirius-Rot-Farbung im gekreuzt polarisierten Licht zeigte im
Bereich der Membraneinheilung eine vom Wundgrund unterscheidbare
Kollagenstruktur bis zum 7. postoperativen Tag (Abb. 4a, b). Am ersten
postoperativen Tag zeigte sich im Bereich der Membran ihre originare Struktur,
bestehend aus kompakten, dichten, geschichteten auf3eren Kollagenpaketen
und der inneren, porésen Struktur (Abb. 4a). Homogen grine
Polarisationsfarben zeigten die homogene Verteilung des Kollagen | und Il der
artifiziellen Membran. Am 7. postoperativen Tag wurde ein Verlust der
Membranstratifizierung gesehen (Abb. 4b), entsprechend rétlichen und
gelblichen Polarisations-Farbténen in der Membranzone. Diese wiesen auf
nunmehr dickere Kollagenbindel im Membranbereich hin. Am 14.
postoperativen Tag wurde kein Unterschied in Struktur, Orientierung, Faser-
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und Bindeldicke und Kollagenarchitektur zwischen Membranseite und Lager

gesehen.

Abb. 4: Die Untersuchung im Lichtmikroskop zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern
der Sirius-Rot gefarbten Praparate zeigte am ersten postoperativen Tag in der
UbersichtsvergroRererung (x200) rétlich- gelbliche Polarisationsfarben im Bereich des
ortsstandigen Gewebes (4a) mit klarer Abgrenzbarkeit der Membran (4a Pfeil), die sich
in der VergroRerung (x400) grinlich-gelblich mit stratifizierter Struktur darstellte. Ein
Verlust der Membranstratifikation wurde am 7. postoperativen Tag (4b + 4b
DetailvergroRerung) mit Zeichen der Membrandegradation gesehen. Das Neuauftreten
rotlicher und gelblicher Polarisation im Bereich der Membran (4b Pfeil) weist auf eine
Neusynthese dickerer Kollagenfasern (1.6-2.4 pm) hin.

5.2.4. Immunoblot-Analysen

Die Immunoblot-Analyse der untersuchten Proben zeigte eine Expression von
TGFB; wahrend der Wundheilung in allen Defektmodalitaten bis zum 14.
postoperativen Tag. Die hochste Expression wurde in der Zone der freien
Granulation gefunden (Abb. 5a). Der Expressionsgrad fur TGFB; im Spalthaut-
und im Membran-bedeckten Defekt war vergleichbar, jedoch geringer als im
Defekt der freien Granulation. Die normalisierte Proteinratio, bezogen auf -

Aktin, zeigte gleiche Proteinbeladungen aller durchgefihrten Messungen.
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Abb. 5a: Der Immunoblot fir TGFB, zeigte am 14. postoperativen Tag die hdchste
Expression im Defekt der freien Granulation. Die normalisierte Proteinratio zeigte

gleiche Expression fur [-Aktin und damit gleiche Gesamtproteinmengen. Eine
guantitative Vergleichbarkeit der Resultate ist so gewahrleistet

Der TGFBs-Immunoblot zeigte am 14. postoperativen Tag den gleichen
Expressionsgrad fur TGFB3 in der Spalthaut- und der Membrangruppe (Abb.
5b). Die TGFBs-Expression im Defekt der freien Granulation war jedoch
demgegentber vermindert.
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Abb. 5b: Der Immunoblot fir TGFp; zeigte am 14. postoperativen Tag die geringste
Expression im Defekt der freien Granulation. Die normalisierte Proteinratio zeigte
gleiche Expression fur [-Aktin und damit gleiche Gesamtproteinmengen. Eine
guantitative Vergleichbarkeit der Resultate ist so gewahrleistet
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Die Smad 2/3-Expression, induziert durch TGF[3;, zeigte am 14. postoperativen
Tag ebenfalls im Defekt der freien Granulation (Abb. 5c) ein gréReres Ausmal}
als in den Defekten, die mit Spalthaut bzw. porkiner Kollagen I/l1ll-Mebran

versorgt wurden.
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Abb. 5c: Der Immunoblot fir Smad 2/3 zeigte am 14. postoperativen Tag die hochste
Expression im Defekt der freien Granulation. Die normalisierte Proteinratio zeigte
gleiche Expression fur [-Aktin und damit gleiche Gesamtproteinmengen. Eine
guantitative Vergleichbarkeit der Resultate ist so gewahrleistet

5.3. Quantitative Resultate

5.3.1. Epitheldickenmessung

Die mittlere Epitheldicke wahrend der Wundheilung aller Defektmodalitdten vom
1. bis zum 28. postoperativen Tag ist in Abb.6 angegeben. Die mittlere
Epitheldicke der Spalthaut-gedeckten Defekte zeigte nur geringgradige
Schwankungen im zeitlichen Verlauf mit einer mittleren Epitheldicke von 100
pm vom 1. postoperativen Tag an. Die Membran-gedeckten Defekte erreichten
eine Epithel-Integritat am 5. postoperativen Tag mit einer mittleren Epitheldicke
von 255 um wahrend des Untersuchungszeitraums. Die mittlere Epitheldicke
am 5. postoperativen Tag (257 um) war signifikant groRer als die Epitheldicke
der Spalthaut-gedeckten Defekte zum gleichen Untersuchungszeitpunkt (75
um, p< 0,03) und signifikant groRer als in der Defektmodalitat der freien
Granulation (152 um, p< 0,05). Am 7. postoperativen Tag, dem Zeitpunkt, an
dem alle Defekmodalitaten die Gewebeintegritat erreichten, war die mittlere
Epitheldicke (257 um) der Membran-gedeckten Defekte ebenfalls grof3er als die
der Spalthaut-gedeckten Defekte (104 um; p < 0,05). Am 28. postoperativen
Tag zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der Epitheldicke
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aller Defektmodalitaten. Die mittlere Epitheldicke aller Defektarten betrug dann
103 pm.
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Abb. 6: Abbildung 6 zeigt die mittlere Epitheldicke im zeitlichen Verlauf.

Am 5. postoperativen Tag wurde die Epithelintegritat Gber der Kollagen-1/11l-Membran
erreicht, im Bereich der freien Granulation am 7. postoperativen Tag. Die mittlere
Epitheldicke im Membran- und Spalthaut-gedeckten Defekt war bis zum 14.
postoperativen Tag signifikant groBer als im Defekt der freien Granulation. Am 28.
postoperativen Tag, dem Ende des Untersuchungszeitraums bestanden klinisch und
beziglich der Epitheldicke keine signifikanten Unterschiede zwischen den 3
Defektmodalitaten.

5.3.2. TGFBR-lll-assoziierte Neovaskularisation

Die relative, TGFBR-lll-positive Kapillarquerschnittsflache neugebildeter
Kapillaren im Vergleich der Heilung der Defektmodalitadten freie Granulation,
Spalthaut-Transplantat und porkine Kollagen-I/lll-Membran ist in Abb. 7
dargestellt. TGFBR-III-markierte Kapillaren und dementsprechend die TGFBR-
lll-positive  Kapillarquerschnittsflache wurde am 1. postoperativen Tag
auschlie3lich in der Spalthautgruppe nachgewiesen. Am 3. postoperativen Tag
wurde eine mittlere, relative TGFBR-IlI-positive Kapillarflache von 2,21 % in der
Spalthautgruppe gemessen, nicht signifikant verschieden von der mittleren
TGFBR-Ill-positiven, relativen Kapillarflache in der Membran-Gruppe (1,92 %).
Die TGFBR-lll-assoziierte Kapillarflache in der Defektzone der freien

Granulation war am 3. postoperativen Tag signifikant geringer im Vergleich zu
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den anderen Modalitaten (0,91%, p< 0,05). Am 7. postoperativen Tag wurde ein
signifikanter Unterschied fir die relative, TGFBR-IlI-positive Kapillarflache
zwischen den Spalthaut-gedeckten Defekten (1,78 %) und den
Kollagenmembran-gedeckten Defekten (2,84 %, p< 0,03 %). Beide
Behandlungsmodalitaten unterschieden sich signifikant von der freien
Granulation (1,24 %, p< 0,05). Am 14. postoperativen Tag war die mittlere
TGFBR-IlI-positive Kapillarflache in den Membran-bedeckten Defekten (2,43 %)
signifikant groRer als in den Spalthaut-bedeckten Defekten (1,13 %, p< 0,05),
jedoch nicht signifikant unterschieden von der freien Granulation (1,32 %, p<
0,05). Am 21. postoperativen Tag und am 28. postoperativen Tag zeigte sich
kein  signifikanter  Unterschied Dbezuglich der TGFBR-Ill-assoziierten

Neovaskularisation in allen Behandlungsmodalitaten.

3’5 * %
—
*
3 *
-~
* *
25 — PN

———

2 I — @ open granulation

m split-thickness skin

1,5 O collagen membrane

relative TGFbR-III positive capillary area in %

1 3 7 14 21 28 *p<0.05

*%
postoperative day p <0.03

Abb. 7: Abbildung 7 zeigt die quantitative Auswertung der relativen TGFBR-III-positiven
Kapillarflache im zeitlichen Verlauf. Am 3. und 7. postoperativen Tag war die TGFBR-
lll-assoziierte Neovaskularisation in den Membran-gedeckten Defekten signifikant
groBer (p< 0,05; p< 0,003) als in den der freien Granulation Uberlassenen Defekten.
Das Maximum der TGFBR-lll-assoziierten Neovaskularisation wurde am 3.
postoperativen Tag in den Spalthaut-Defekten, am 7. Tag in den Membran-gedeckten
Defekten und am 14. Tag in den Defekten der freien Granulation erreicht.
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6. Diskussion

Das Ziel des Dissertationsprojektes war die Evaluation der porkinen Kollagen-
I/llI-Membran als dermales Substitut zur Regeneration von Vollhaut-Defekten
unter der Perspektive der Vermeidung autologer Transplantate (Ophof et al.
2002,0phof et al. 2004). Die experimentelle Studie fokussierte die epitheliale
und vaskulédre Integration der Membran in das ortsstandige Gewebe, da
Epithelisierung und Vaskularisation artifizieller Membranen die kritischen
Aspekte darstellen (Sahota et al. 2003,Sahota et al. 2004).

Die Ergebnisse zeigten eine signifikant (p< 0,05) beschleunigte Epithelisierung
von Vollhautdefekten (5. postoperativer Tag), wenn sie mit der Membran
gedeckt wurden, im Vergleich zur freien Granulation. Diese Tatasache und die
Beobachtung einer gleichzeitig dickeren Epithelschicht weisen auf einen
permissiven Effekt dieser porkinen Kollagen I/lll-Membran bezlglich des
attachements und der Proliferation von Keratinozyten des stratum basale hin
(Dale et al. 1990). Die Nachweisbarkeit von Zytokeratin 5/6-positiven
Keratinozyten der Basalschicht zu allen Untersuchungszeitpunkten belegt die
Persistenz der Differenzierungsmerkmale basaler Keratinozyten und weist auf
eine basalmembranartige Struktur der Kollagen-Membran-Oberflache hin
(Lavker and Sun 1982). Dies ist insbesondere unter dem Aspekt einer moglichst
geringen Narbenbildung von Wichtigkeit, da die Generierung einer
Basalmembran in-vitro kritisch ist und die Zerstorung/ das Fehlen der
Bsalmembran bei Wundheilungsvorganegn zu einer epithelial-mesenchymalen
Transition der Keratinozyten mit Umdifferenzierung in Myofibroblasten fiihrt
(Kapoun et al. 2006,Smith et al. 2006,Torday and Rehan 2006,Willis et al.
2006,Zweers et al. 2006). Diese sind mafigeblich an der Synthese von
kontraktilen Narbenkomponenten beteiligt und somit ursachlich fur die narbige
Schrumpfung (Schultze-Mosgau et al. 2004b,Schultze-Mosgau et al.
2006,Wehrhan et al. 2004a,Wehrhan et al. 2004b).

Unter Berucksichtigung der eigenen experimentellen Resultate und der Berichte
anderer Autoren zum Zusammenhang zwischen Mikrostruktur der
Kollagenmembran-Oberflache und Ausbildung des dermal-epidermalen
Interface erscheint die porkine Kollagen-l/lll-Membran fir das bioengineering
dermaler Analoga geeignet (Auger et al. 1995,Auger et al. 1998,Bagot et al.



29

1988,Bell et al. 1991). Die histologische Untersuchung im Rahmen dieser
Studie zeigte eine vergleichbare Epitheltopografie am 5. postoperativen Tag
zwischen Spalthaut-Epithel und epithelisierter Membran. Die frihzeitige
Epithelisierung ist Voraussetzung flur eine Vaskularisation, da Keratinozyten
VEGF sezernieren und Neoangiogenese mit initiieren (Nissen et al.
1998,Szpaderska et al. 2005,Szpaderska and DiPietro 2003). Der experimentell
erfolgreiche Einsatz der Membran bezuglich der Epithelisierung wird durch die
Beobachtung einer kongruenten Epithelformation bei Defektdeckung mit
Membran im Vergleich zur Spalthaut-Deckung ohne Klinisch evidente
Unterschiede am 28. postoperativen Tag unterstitzt.

Die Vaskularisation der Membran erreichte das Niveau der Spalthaut-bedeckten
Defekte am 7. postoperativen Tag. Dies ist von Bedeutung, da friiher klinischer
MiBerfolg artifizieller, dermaler Substitute haufig in einer insuffizienten
Vaskularisation begrindet ist (Sahota et al. 2003,Sahota et al. 2004). Im
Spalthaut-Transplantat bilden sich Anastomosen zwischen praexistenten
Kapillaren im Transplantat und dem Wundbett nach 48-72 h aus, eine Klinisch
suffiziente Vaskularisation vom nicht kompromittierten Lager aus findet ab dem
7. postoperativen Tag statt (Heiner et al. 1984,Karl et al. 1980,Tilgner et al.
1989). Die TGFBR-llI-positive Neovaskularisation der Kollagenmembran
erreichte ein absolut hoheres Niveau als im Spalthaut-transplantat (3.
postoperativer Tag), jedoch zeitlich verzogert (7. postoperativer Tag). Wahrend
das Spalthaut-Transplantat durch Neoangiogenese und Anastomosierung mit
praexistenten Kapillaren vaskular erschlossen wird, findet in der Kollagen-
Membran ausschliel3lich Neoangiogenese statt. Unter Berlcksichtigung der
Spezifitat von TGFBR-1II fir Neokapillaren zeigen die Resultate der
vorliegenden Studie eine dem Spalthauttransplantat entsprechende
Vaskularisation am 7. postoperativen Tag und somit eine der
Standardbehandlung von  Vollhautdefekten  vergleichbare, frihzeitige
Vaskularisation der Membran (Torsney et al. 2002,Wehrhan et al. 2004a).

Die erhohte Expression von TGFB; und geringere Expression von TGFB3; am
14. postoperativen Tag in den Defekten der freien Granulation sind erklarbar mit
einer prolongierten Proliferationsphase im Vergleich zur Einheilung des
Spalthaut-Transplantates oder der Kollagenmembran. Diese Expressionsprofile
sind konsistent zur klinischen Beobachtung vermehrter Nrbenbildung und
narbiger Schrumpfung nach freier Granulation, da TGF@; profibrotisch und
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TGFB3 diesbeziiglich antagonistisch wirkt .(Adzick and Lorenz 1994) (Lee et al.
1999) (Wehrhan et al. 2004a,Wehrhan et al. 2004b) Die Dynamik und das
Ausmal3 des Matrix-remodelling bei der Membranintegration scheinen der
Spalthaut-Tranplantat-Einheilung  vergleichbar zu sein, wie quantitativ
vergleichbare Expressionsraten fur TGFB; und TGFB3 am 14. postoperativen
Tag in beiden Defektmodalitaten belegen. Diese Interpretation lasst sich durch
Analyse der Smad 2/3-Expression stitzen. Die TGFB;-stimulierte und
assozierte Smad 2/3-Expression war am 14. postoperativen Tag in den
Defekten der freien Granulation gegeniber den Membran-/Spalthaut-gedeckten
Defekten erhoht. Die Smad 2/3-Expression unterschied sich wenig zwischen
Membran- und Spalthaut-gedecktem Defekt. Diese Beobachtunegn weisen auf
einen moglichen, klinisch vergleichbaren Einsatz der Membran wie autologe
Spalthauttransplantate bei der Versorgung dermaler Defekte bezlglich der
Fibroproliferation und narbigen Schrumpfung hin.

Die Nachweisbarkeit des Membrankollagens bis zum 7. postoperativen Tag im
polarisierten Licht ist konsistent zu Erfahrungen anderer Autoren, die ebenfalls
eine Persistenz eingebrachten Kollagens von 5-21 Tagen angeben.(Dayan et
al. 1989,Junqueira et al. 1979). Experimentell zeigten humane Fibroblasten in
artifiziellen Kollagen-I-Matrices die Dichte humaner Dermis am 28. Tag nach
Inokkulation (Coulomb and Dubertret 2002,Helary et al. 2005).

7. Schluf3folgerung

Die vorliegende experimentelle Studie zeigt die Einsetzbarkeit der porkinen
Kollagen I/lll-Membran als Substitut zur Regeneration von Vollhautdefekten.
Die Membran weist eine permissive Mikrostruktur der Oberflache zur
frihzeitigen Migration von Keratinozyten unter Erhalt der
Differenzierungsmerkmale auf und ermoglicht eine gegeniber der freien
Granulation beschleunigte Regeneration funktionalen, dermalen Epithels. Die
Neovaskularisation der Kollagenmembran entspricht in ihrer Kinetik der
vaskularen Erschliefung bei der Standardtherapie, dem autologen Spaltaut-
Tranplantat. Die gezeigten Eigenschaften qualifizieren die porkine Kollagen-I/1ll-
Membran neben dem Einsatz als Vollhaut-Substitut als Matrix fir tissue-
engineering-Projekte, da aufgrund des nachgewiesenen permissiven
Microenvironmentes Keratinozyten, mikrovaskulare, dermale Endothelzellen

und Fibroblasten in der Membranmatrix proliferieren und differenzieren.
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