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Abstraktum

Einleitung: Die Wirksamkeit einer lokalen Therapie mit Insulin-like growth
factor-l (IGF-I) zur Stimulation der kutanen Wundheilung scheint erheblich vom
verwendeten Tragersystem und der damit verbundenen Applikationskinetik
abhangig zu sein. Bisher konnte bei lokaler Anwendung nur fur die Kombination
aus IGF-l und einem seiner Bindungsproteine ein positiver Effekt nachgewiesen
werden, wahrend hingegen IGF-I alleine nur in einer unphysiologisch hohen
Dosierung eine beschleunigte Heilung induzieren konnte. Wurde IGF-I als
Monosubstanz jedoch kontinuierlich lokal appliziert, war wiederum ein
schnellerer Wundverschlu® zu beobachten. Eine wiederholte lokale
Verabreichung von IGF-| ist bisher jedoch noch nicht beforscht worden. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, im Tiermodell den Effekt von wiederholt lokal
appliziertem IGF-I auf die kutane Wundheilung unter dem Aspekt
unterschiedlicher Applikationsformen zu untersuchen.

Material und Methoden: Es wurden dabei zwei verschiedene Tragersysteme,
namlich ein Hydrogelverband und ein Methylzellulose-Gel, gewahlt. Bei 40
mannlichen Sprague-Dawley Ratten wurden 8 mm durchmessende Vollhaut-
defekte am Rulcken induziert. Diese Tiere wurden in zwei Gruppen eingeteilt:
die eine Gruppe erhielt zur Induktion einer verzégerten Heilung subkutan ein
Depot-Steroidpraparat (Depo-Medrate, Pharmacia Upjohn), wahrend die andere
Gruppe die ,gesunde” Kontrolle darstellte. Die Wunden wurden dann jeweils mit
einem Standard-Hydrogelverband (Hydrosorb, Hartmann), mit IGF-I geldst in
0,2% Methylzellulose-Gel (IGF-I Gel) oder mit einem IGF-lI haltigen
Hydrogelverband (IGF-1 Verband) behandelt. Bei allen Tieren wurden tagliche
Verbandswechsel durchgefihrt. Nach 7 Tagen erfolgte die Tétung der Tiere, die
fotoplanimetrische Vermessung und die anschlieRende histologische Auf-
arbeitung.

Ergebnisse: Bei gesunden Tieren, konnte der IGF-I Verband keine
Verbesserung der Wundheilung, gemessen als Verkleinerung der Wundgrolie,
erbringen (p=0,84). Bei ,Kortisontieren“ hingegen erbrachte die Applikation von
IGF-I eine signifikante Verbesserung der Wundheilung (p=0,0001). Sowohl der
IGF-I Verband als auch IGF-I Gel waren in der Lage, die Abheilung zu

beschleunigen, wobei der IGF-I Verband noch effektiver als IGF-I Gel war. Die
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Zellproliferation und die Bildung von neuen Gefallen waren jedoch nur durch

den IGF-I Verband gesteigert.

Zusammenfassung: Unsere Daten zeigen, dass die wiederholte lokale
Anwendung von IGF-I den heilungsverzogernden Effekt von Kortison auf die
kutane Wundheilung neutralisieren kann. Der Wirkmechanismus scheint dabei

jedoch wesentlich von der verwendeten Tragersubstanz abzuhangen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologische Wundheilung

Die Wundheilung beschreibt die Fahigkeit des Organismus Defekte, die an
einem oder mehreren Organen entstanden sind, durch Reparation und
Regeneration zu verschlieBen. Je nach Ausmall und Beschaffenheit des
Defektes kommt es zur Heilung per primam intentionem mit minimaler
Narbenbildung, bei z.B. primarer Hautnaht, oder zur Heilung per secundam
intentionem mit Ausbildung einer breiten fibrotischen Narbe, z.B. bei
Defektwunden.

Der physiologische Ablauf der kutanen Wundheilung kann in drei sich

gegenseitig Uberlappende Phasen eingeteilt werden:

1. Entzindungsphase (1. bis 3. Tag)
2. Proliferative Phase (4. bis 7. Tag)
3. Reparative Phase (8. bis 12 Tag)

1.1.1 Entzindungsphase

Die Entzindungsphase kann in einen frihen exsudativen und einen spaten
resorptiven Abschnitt unterteilt werden. Der Beginn der Wundheilung wird durch
die Verletzung der Haut eingeleitet. Dabei kommt es zur Zerstorung zellularer
Bestandteile der Kutis, der darunterliegenden Gewebeschichten und zur
Verletzung von BlutgefalBen. Durch den Kontakt von ausgetretenen Blut-
bestandteilen aus dem intravasalen Raum mit subendothelialem Kollagen, dem
von geschadigten Zellen freigesetzten tissue procoagulant factor, dem von
Willebrand Faktor, den von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen
exprimierten surface membrane coagulation factors und Phospholipiden wird

die Gerinnungskaskade angestoen.*® Die Thrombozytenaktivierung und
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-aggregation werden durch den Kontakt mit subendothelialem Kollagen und
dem von Willebrand Faktor initiiert.
Zusétzlich zur Gerinnungsaktivierung wird die Komplementkaskade ausgeldst,”

aullerdem wird Bradykinin aus den zerstorten Zellen der Wundumgebung

141,94

freigesetzt. C3a, C5a* und Bradykinin steigern die Permeabilitat

unverletzter Gefalke. Dadurch ist der Austritt von Plasmaproteinen ins
Interstitium moglich. Im Wundbereich bildet sich ein intra- und extravasaler
Thrombus. Dieser wird durch verschiedene Mechanismen auf das geschadigte

Wundgebiet begrenzt. So hemmt freigesetztes Prostacyclin die Thombozyten-

aggregation,® Thombin wird in seiner Funktion durch Antithrombin gehemmt, '

t’* und die

t.84

die Gerinnungsfaktoren V und VIII werden durch Protein C abgebau
Thrombolyse wird durch freigesetzten Plasminogenaktivator in Gang gesetz
Zum einen fuhrt der gebildete Thrombus zur Hadmostase, zum anderen dient er,
bestehend aus Fibrin, Fibronectin, Vitronectin, von Willebrand Faktor und
Thrombospondin als provisorische Matrix fur einwandernde Zellen wie

6273 und endotheliale

neutrophile Granulozyten, Monozyten,?*"® Fibroblasten
Zellen.”

Die aktivierten Thrombozyten setzen aus ihren Granula gerinnungsaktive
Substanzen wie ADP, Serotonin, Calciumionen und Pyrophosphate, sowie von
Willebrand Faktor, Thrombospondin, Fibrinogen und Fibronectin frei. Des
weiteren werden aus den Alpha-Granula Wachstumsfaktoren wie TGF- alpha,*®
TGF-beta,'® PDGF'"® und EGF ®*" freigesetzt.

Schliel3lich kommt es zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten aus dem peripheren Blut und dem umliegenden Gewebe. Beide
Zelltypen werden durch eine Vielzahl chemotaktischer Substanzen wie
Fibrinolyseprodukte, C5a, Leukotrien B4, bakterielle Formyl-Methionyl-Peptide
und thrombozytare Wachstumsfaktoren, PDGF und Platelet factor 4,
chemotaktisch in den Wundbereich geleitet.

In der frihen Entzindungsphase uberwiegt die Zahl der neutrophilen
Granulozyten. |hre Aufgabe ist die Elimination von Bakterien und anderer
Fremdkorper. Dazu phagozytieren die neutrophilen Granulozyten die

pathogenen Organismen zunachst, um sie dann durch die in den Granula
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enthaltenen Proteine und Enzyme zu zerstoren. Wahrend dieser aktiven Phase
werden Enzyme wie Myeloperoxidase, Lysozym, Kollagenase und Histaminase
und Sauerstoffradikale freigesetzt.

Bei Ausbleiben einer grofleren Wundkontamination beginnt die Zahl der
neutrophilen Granulozyten nach etwa 3-4 Tagen zu sinken. Nun Uberwiegt die
Zahl der im unverletzten Gewebe nur sparlich vorkommenden, sich aus
Monozyten entwickelten Gewebsmakrophagen im Wundgebiet. Dies stellt den
Beginn der spaten Entzindungsphase dar. Zusatzlich zu den oben genannten
chemotaktischen Substanzen werden Monozyten durch Thrombin-, Kollagen-,
Elastin- und Fibronektinfragmente in das Wundgebiet gezogen.?® Die im Blut
zirkulierenden Monozyten werden wie die neutrophilen Granulozyten stimuliert,
im Wundgebiet an das GefalRendothel zu binden und anschlieBend die
GefaBwand zu durchwandern.** Die aus eingewanderten Monozyten
entstandenen Makrophagen phagozytieren wie die neutrophilen Granulozyten
pathogene Organismen und saubern die Wundumgebung von nekrotischen
Gewebeteilen und Zelltrimmern. Hierzu setzen sie u.a. H,O,, Oz und NO frei.
Im Gegensatz zu neutrophilen Granulozyten besitzen Makrophagen die
Fahigkeit, bendtigte Enzyme kontinuierlich selbst zu produzieren und langer im
Wundgebiet zu verweilen.?

Makrophagen spielen durch weitere Funktionen eine SchlUsselrolle im
Ubergang von der Entziindungs- zur Proliferationsphase. So produzieren
Makrophagen Prostaglandine. Diese besitzen einen stark vasodilatatorischen
Effekt und beeinflussen die Permeabilitat der kleinen Gefalle. Aullerdem
produzieren Makrophagen fur die Bildung des Granulationsgewebes wichtige
Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF- und FGF. AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass die Angiogenese der friihen Heilungsphase mit der Anwesenheit

von Makrophagen korreliert.??
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1.1.2 Proliferationsphase

In dieser Phase wird das Granulationsgewebe gebildet. Wahrend der
Entzindungsphase wird eine Vielzahl von chemotaktischen und mitogenen
Faktoren freigesetzt, die Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen in das
Wundgebiet ziehen und zum Proliferieren anregen. Granulationsgewebe ist ein
Begriff aus der makroskopischen Pathologie und beschreibt das durch die
grolle Menge an Kapillarschlingen ,kornig“ wirkende Regenerationsgewebe.
Diese hohe Gefaldichte lasst gesundes Granulationsgewebe rot erscheinen.
Granulationsgewebe besteht aus einem lockeren bindegewebigen Gerust aus
Fibrin, Fibronektin, Kollagen und Hyaluronsaure, durchsetzt von dichten
Fibroblasten- und Makrophagenpopulationen und Kapillarschlingen.25

Die Formierung des Granulationsgewebes beginnt mit der Migration und
Proliferation von Fibroblasten aus der Wundumgebung.®* Die Proliferation
wird durch mitogene Faktoren wie z.B. FGF, IGF-I und PDGF gesteuert.®*"
Wahrend der Migration in den Wundraum werden der Golgi-Apparat und die
endoplasmatischen Retikula in den perinukledren Bereich zuriickgezogen. Im
zytoplasmatischen Rand bilden sich Aktinfilamente und formen Lamellopodien.
Sobald die Fibroblasten ihr Ziel in der Wunde erreicht haben durchlaufen sie
eine phanotypische Veranderung in spezifische Myofibroblasten. Nun
produzieren sie eine grolle Menge extrazellularer Matrix und richten sich
parallel zur Wundoberflache aus. Nach Ausbildung einer kollagenreichen Matrix
lasst die Kollagensynthese nach. Die Myofibroblasten haben nun dber
geblundelte Aktinflamente kontraktile Eigenschaften und erzeugen nun eine
Zytoskelett vermittelte Spannung auf das Granulationsgewebe. Somit werden
die Wundrander zusammengezogen. Wahrscheinlich werden diese Vorgange
moduliert durch Zytokine wie TGF-beta, PDGF sowie durch extrazellulare
Matrixsubstanzen.”® Nach dem WundschluR gehen die Myofibroblasten durch
Apoptose zu Grunde und die Wundspannung nimmt ab.*°

Zeitgleich zu den verschiedenen Fibroblastenaktivitaten beeinflusst die
Neovaskularisation die Proliferationsphase entscheidend. Die Bildung neuer

Gefale ist essentiell fur die Blutversorgung der heilenden, metabolisch aktiven
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Wunde. Die Proliferation und Migration der Endothelzellen scheinen von
Hypoxie, erhohten Laktatkonzentrationen, Heparin, dem Fibronektingehalt der
extrazelluldren Matrix?®® und Wachstumsfaktoren wie FGF®' und PDGF'*?
stimuliert zu werden. Nach ein bis zwei Tagen beobachtet man am Wundrand
von intakten Kapillaren aus migrierende Endothelzellen. Dazu werden die
Endothelzellen durch basic-FGF, TGF-beta1, IL-1 oder TNF-alfa aktiviert und
sezernieren daraufhin Proteasen, die es ihnen ermodglichen die extrazellulare
Matrix aufzuspalten und entlang eines chemotaktischen Gradienten, verursacht
durch erhdhte Konzentrationen von z.B. PDGF und basic-FGF, ins
Granulationsgewebe einzuwandern. Gleichzeitig wird eine gesteigerte
Proliferationsrate der am Ausgangsgefal® verbliebenen Endothelzellen
beobachtet. Aus diesen Endothelzellen bilden sich neue Kapillarschlingen, die
wiederum Schlingen in Richtung des Wundraumes aussenden, bis dieser
komplett durch den Kapillarplexus gefiillt ist.?°

Die Reepithelialisierung beginnt innerhalb weniger Stunden nach Verletzung mit
der Bewegung von Keratinozyten aus der Epidermis des Wundrandes Uber eine
provisorische Matrix, hauptsachlich bestehend aus Fibrin und Fibronectin, zum
Defekt hin. In diesem frihen Stadium der Epithelialisierung tragen die
Keratinozyten durch Sezernierung von GM-CSF, IL-1, TNF-alpha und TGF-beta
zum Entzundungsgeschehen bei. Sowohl das frischgebildete Epithel als auch
das Granulationsgewebe stellen eine neue Gewebsgeneration dar. #°

Besteht die Wunde aus einem primar nicht verschlossenen Vollhautdefekt ist
der Wundrand die einzige Quelle der einwandernden Keratinozyten. Bei
Wunden, die nicht bis in das subkutane Fettgewebe reichen, kann die Migration
von mit Haarfollikeln assoziierten Keratinozyten ausgehen. Dies flhrt
gegenuber Vollhautdefekten zu einer schnelleren Reepithelialisierung.

Wahrend der Migration durchlaufen die Epithelzellen ahnlich den Fibroblasten
eine Anderung ihres Phanotyps. Die intrazellularen Tonofilamente nehmen ab,
die interzellularen Desmosomen I6sen sich, und es formen sich Aktinfilamente
im peripheren Zytoplasma.** Die Epithelzellen am Wundrand verlieren ihre
baso-apikale Polaritat und dehnen Pseudopodien in Richtung des Wundraumes

aus. Durch diese Veranderungen ergeben sich Mobilitat und Motilitat der
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Zellen.?” Ein bis zwei Tage nach der Verletzung beginnen die Zellen des
ursprunglichen Wundrandes zu proliferieren. Ausloser hierfur kdnnte die lokale
Freisetzung von Zytokinen durch Thrombozyten, Makrophagen und durch
epidermale Zellen selbst sein. Eine Rolle scheinen dabei EGF,?' TGF-alpha,'®
basic-FGF®® und KGF*® zu spielen.

Bei der Luft ausgesetzten Wunde bildet sich Uber dem Granulationsgewebe
eine Schicht (Schorf) bestehend aus getrocknetem Wundexsudat und
abgestorbenen Zellen. Diese Schicht bedeutet zwar einen gewissen Schutz fur
die Wunde, gleichzeitig stellt sie aber auch eine Barriere fur die Migration der
Keratinozyten dar, so dass diese sich unter dem Schorf hindurch arbeiten
mussen, um die Neoepidermis zu bilden. Die Verhinderung dieser
Schorfbildung durch Aufrechterhaltung eines optimal feuchten Wundmilieus
beschleunigt daher die Epithelialisierung.”® Diese Beobachtung hat zur
Entwicklung der aktuellen Verbandsmaterialien gefuhrt, die durch einen
bestimmten Grad an Wasserdampfdurchlassigkeit einerseits ein Austrocknen
der Wunde und andererseits eine Ubersattigung der Wunde mit Feuchtigkeit

und anschlieRender Mazeration des Gewebes verhindern.

1.1.3 Die reparative Phase

Das Hauptmerkmal der reparativen Phase ist die Ablagerung von Kollagen in
die Wunde. Aus klinischer Sicht ist diese die wichtigste Heilungsphase, da die
Rate, Qualitat und absolute Menge der Matrixablagerung die Festigkeit der
Narbe bestimmen. Viele Wundheilungsdefizite werden erst sekundar klinisch
durch zu geringe Kollagenablagerung manifest, wobei unterschiedliche
Ursachen zu Grunde liegen konnen.

Die Veranderungen der Wundmatrixzusammensetzung verlaufen in einer
bestimmten Zeitabfolge. Anfangs besteht die Wundmatrix hauptsachlich aus
Fibrin und Fibronektin, die wahrend der Hamostasephase von Makrophagen
produziert werden.”” Ein weiteres friilh erscheinendes Protein ist auch das

Thrombospondin-1. Dann werden Glykosaminoglykane, Proteoglykane und
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weitere Proteine wie z.B. das SPARC (secreted proteine acid rich in cystem)
synthetisiert, die ihrerseits die weitere Matrixablagerung und Matrixumbau
fordern.>'®”  AnschlieBend wird Kollagen das vorherrschende Protein des
Matrixgewebes.*

Die intakte Haut besteht vorwiegend aus Kollagen Typ | (80-90%) und Typ |l
(10-20%). Im Granulationsgewebe ist das Vorkommen von Kollagen Typ Il

490 Zusatzlich liel

erhoht, wohingegen es in einer alteren Narbe erniedrigt is
sich nachweisen, dass sich vorubergehend auch Kollagen Typ IV in der
Wundmatrix finden lasst. Die Kollagensynthese ist Uber einen Zeitraum von
mindestens 4 bis 5 Wochen nach Verletzung erhéht, 64287118

Auch die Struktur der Wundmatrix verandert sich im Verlauf des
Heilungsprozesses. Normale Haut weist eine korbhenkelartige Kollagenstruktur
auf, wahrend in der Narbe die Kollagenfasern sich dinner darstellen und
parallel zur Haut ausgerichtet sind. Diese dunnen Fasern werden nach und
nach dicker und richten sich nach den Hautspannungslinien aus. Schlielich
filhren diese Verdnderungen zu einer héheren NarbenreiRfestigkeit.*> Trotz
einer langen reparativen Umwandlungsphase erreichen die Kollagenfasern in
Narbengewebe nie den Organisationsgrad wie in intakter Haut. Folglich erlangt
auch eine Narbe nie die Reil¥festigkeit von normaler Haut. Nach einer Woche
erreicht die Wunde gerade 3% und nach 3 Wochen 20 % der spater endgultig
erreichten ReiRfestigkeit.” Die maximale Zugfestigkeit einer Narbe wird nach
ca. 3 Monaten erreicht und betragt lediglich 70-80% der Reil¥festigkeit von

intakter Haut.'®®

1.2  Insulin-like Growth Factors | und Il (IGF-I und -Il)

Die IGFs nehmen an dem Wachstum und der Funktion von fast jedem Organ
des menschlichen Korpers teil. Auf Grund der Vielzahl Ihrer Beteiligungen an
biologischen Effekten und |hrer méglichen therapeutischen Potenz sind sie in

den Fokus einer immer grof3er werdenden Forschergruppe gelangt.

10
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Bereits 1957 entdeckten Salmon und Daughady, dass bestimmte Faktoren in
Rattenserum den Einbau von 35S-Sulfat in Knorpelgewebe induzieren.'™
Froesch et al beschrieben 1963 Faktoren aus Humanserum, welche insulin-
ahnliche Wirkungen auf Muskel- und Fettgewebe haben.*?> SchlieRlich wurde
1972 ein Faktor beschrieben, der Huhnerfibroblasten in der Zellkultur aktivieren
kann. Anfangs wurden alle diese Stoffe unter dem Namen Somatomedine
zusammengefasst. Erst nachdem man im Laufe der Zeit diese Substanzen
weiter reinigen, sequenzieren und immunologisch naher charakterisieren
konnte, ergab sich die heutige gultige Nomenklatur. So wurden aus den zwei
zwischenzeitlich gefundenen Peptiden, deren insulin-dhnliche Wirkung nicht
durch Insulinantagonisten unterdrickt werden konnten und die deshalb
nonsuppressible insulin-like activity | und Il (NSILA-I/Il) genannt wurden, spater
die insulin-like growth factors | und Il (IGF-I/Il). Ausserdem zeigte sich, dass
Somatomedin-A, Somatomedin-C und IGF-| identisch sind. Ein weiterer Faktor,
den man fand und der auf Grund seiner mitogenen Wirkung auf zahlreiche
verschiedene Zelltypen auch Multiplication-Stimulating Aktivity (MSA) genannt

wurde, stellte sich identisch zu IGF-II heraus.

1.2.1 Biologie und Physiologie von IGF-I und -II

IGF-l und —Il sind Polypeptide und weisen eine Sequenzhomologie mit
Proinsulin auf. Ungefahr 50% Ihrer Aminosauren stimmen mit Insulin Gberein.
IGF-I besteht aus 70 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 7,5 kD.
IGF-Il dagegen weil3t nur 67 Aminosauren auf und das Molekulargewicht
betragt 7,47 kD.""°

Die Hauptquelle fur zirkulierendes IGF-I postnatal ist die Leber. Es wird aber
auch in Nervengewebe, Pankreas, Herz, Spermien, Ovar, Muttermilch, Nieren,
in der Lunge und im Gastrointestinaltrakt nachgwiesen. In der Haut wird IGF-I
hauptséchlich von dermalen Fibroblasten und Makrophagen produziert.®
IGF-II wird vor allem in fetalem Lebergewebe gefunden und spielt eine wichtige

Rolle als embryonaler und fetaler Wachstumsfaktor. Bei der Geburt liegen die

11
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Blutspiegel von IGF-I bei etwa der Halfte der Werte von Erwachsenen. Vor der
Pubertat kommt es zu einem steilen Anstieg der IGF-I Spiegel im Blut, wobei
Madchen einen 2-3fach hoheren Anstieg aufweisen als Jungen. Ab einem Alter
von ca. 25 Jahren bleiben die IGF-I Spiegel relativ konstant bis zum Alter von
ca. 60 Jahren. Ab diesem Alter ist wieder ein leichter Abfall der Serumspiegel
zu verzeichenen.®® IGF-I und IGF-Il werden durch unterschiedliche Gene
codiert, die gewebe- und entwicklungsspezifisch exprimiert werden. IGF-| ist auf
dem langen Arm von Chromosom 12 (12923) lokalisiert. IGF-Il liegt auf dem
kurzen Arm von Chromosom 11 (11p5).

Transgene Mause, bei denen spezifische Komponenten des IGF-Systems
ausgeschalten wurden, bestatigen die Rolle der IGFs fur das somatische
Wachstum, fir die spezifische Organ-/ Gewebsentwicklung und zeigen, dass
jedes der Peptide jeweils eigene wachstumsfordernde Wirkungen zu
bestimmten Entwicklungsstadien ausubt. Die wachstumsférdernden Effekte
sind durch die mitogenen Wirkungsweisen der IGFs bedingt. Differenzierungs-
fordernde Effekte sind fur viele Zelltypen, wie z.B. fur Zellen des
hamatopoetischen Systems, fur Myoblasten, flr Adipozyten, flir Osteoblasten
sowie fiir Zellen des zentralen Nervensystems bekannt.®® AuRerdem wirken die
IGF's stark antiapoptotisch.343°41:103.108.109

Abnormale Expression von Komponenten des IGF-Systems wurden fur einige
maligne Tumoren und Zelllinien beschrieben und weisen auf eine Bedeutung in

der Tumorgenese hin 3*#1:70:103:108.109

1.2.2 Die IGF-Rezeptoren

IGF-Rezeptoren kommen ubiquitar in allen Geweben vor. Mindestens zwei
Klassen von IGF-Rezeptoren sind bekannt: der IGF-I Rezeptor und der IGF-II-
Mannose-6-Phosphat Rezeptor.

Der IGF-I Rezeptor ist ein 350 kD grosses Transmembran-Glykoprotein. Der
mature Rezeptor ist ein Heterotetramer und besteht aus je zwei alpha und beta
Untereinheiten. Die IGF-I Bindung erfolgt an den 135 kD grof3en alpha-Ketten,
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wobei die beta-Untereinheiten die Tyrosinkinase-Aktivitat entfalten. Das Gen flr
den IGF-I Rezeptor liegt bei dem Menschen auf Chromosom 15q25-26.
Klonierung und Sequenzierung des IGF-I Rezeptors ergab, dass dieser
Rezeptor eine grolle Homologie mit dem Insulinrezeptor aufweist. In der
cytoplasmatischen Domane der beta-Untereinheit in der Region der
Tyrosinkinase ist die Aminosauresequenz des IGF-I Rezeptors zu 85%
identisch mit der Sequenz des Insulinrezeptors.

Der IGF-lI-Mannose-6-Phosphat-Rezeptor unterscheidet sich strukturell von
den Insulin und IGF-I Rezeptoren. Seine intrazellularen Wirkungsweisen sind
derzeit noch nicht bekannt.

IGF-I bindet mit hoher Affinitat an den IGF-I Rezeptor, aber schwacher auch an
den Insulin- sowie den IGF-Il Rezeptor. Insulin selbst bindet mit hoher Affinitat
an den Insulin Rezeptor und schwacher auch an den IGF-I Rezeptor. IGF-II
bindet sowohl an den IGF-I als auch an den IGF-Il Rezeptor, mit héherer

Affinitat jedoch an den IGF-Il Rezeptor.

1.2.3 Insulin-like Growth Factor Bindungsproteine (IGFBPs)

Die IGFBPs sind I6sliche Proteine, die IGFs mit hoher aber variierender Affinitat
binden. Dabei sind bis zu 99% der IGFs im Blut an die spezifischen
Tragerproteine gebunden. Es sind derzeit sechs verschiedene IGFBP (IGFBP-1
bis IGFBP-6) bekannt mit unterschiedlichem Molekulargewicht und dem
gemeinsamen Merkmal von 18 Cysteinresten am Amino- und Carboxyende der
Molekule. Die Interaktion von hypophysarem Wachstumshormon und dem
entsprechenden Rezeptor stimuliert die Expression sowohl der mRNA von IGF-I
als auch von |IGF-Bindungsprotein-3, dem quantitativ  wichtigstem
Bindungsprotein.®® Es bindet mehr als 95% des IGFs im Serum.®’ Wichtige
Produzenten von IGFBPs sind Haut, Lungenfibroblasten, Keratinozyten,
Dezidualzellen, Granulosazellen, Hypophysenzellen, Osteoblasten,
Hepatozyten und Endometrialzellen sowie viele Tumorzellen und

Dauerzelllinien. Im Gegensatz zu den anderen IGFBPs besitzt IGFBP-3 die
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Eigenschaft, nach Assoziation von IGF-I oder IGF-Il ein weiteres Protein, die
sogenannte saure-labile Untereinheit (acid-labile subunit, ALS) zu binden.
Dadurch entsteht ein groBmolekularer Komplex mit einem Molekulargewicht
von etwa 125-150 kD, der im Blut retiniert wird und somit als Speicherform der
IGFs fungiert. In diesem Komplex haben die IGFs eine Halbwertszeit von
mehreren Stunden. Gebildet wird das IGFBP-3 von den Kupferzellen und den
Sinusoiden der Leber."* Die saurelabile Untereinheit wird in den Hepatozyten
synthetisiert. Wichtigster Regulationsfaktor fur das zirkulierende IGFBP-3 ist
ebenso wie fir das zirkulierende IGF-l ist das hypophysare Wachstums-
hormon.

Durch die weite Verbreitung im Serum, im Gewebe und im Extrazellularraum
uben die IGF-BPs verschiedene Funktionen im IGF-System aus: sie regulieren
die Verfugbarkeit und die Halbwertszeit der IGFs im Serum und im

Interstitium;'®'® sie modulieren die IGF/IGF-Rezeptor Interaktion; sie verstirken

oder inhibieren die IGF Wirkungen; *"%°
Aktivitat.®’

Zusatzlich werden durch die Bindungsproteine starke Schwankungen des

aullerdem zeigen sie IGF unabhangige

Blutzuckerspiegels und Hypoglykamien infolge der insulin-ahnlichen Wirkungen
an den Insulinrezeptoren vermieden.

Zu den IGF unabhangigen Wirkungen zahlen die Forderung der Zellmigration,
Stimulation oder Inhibition der Zellproliferation und eine proapoptotische

Aktivitat, 91119

1.2.4 Expression und Wirkungen in der Dermis

Alle Komponenten des IGF-Systems werden von dermalen Fibroblasten
produziert. So produzieren humane dermale Fibroblasten sowohl IGF-I und —lI
als auch die IGF-I und IGF-Il Rezeptoren.8128:97:130.30

Auch die Synthese von IGFBP 4 und 5 konnten fir adulte dermalen
Fibroblasten beschrieben werden.® In vitro Analysen geziichteter humaner

Fibroblasten wiesen zusatzlich ein Expression von IGFBP-3 und -6 nach.®13030
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Mehrer Effekte der IGFs auf Fibroblasten sind beschrieben worden. So sollen
die Proliferation,® das Uberleben,?® die Migration,'*? sowie die Produktion von
Wachtumsfaktoren wie z.B. TGF beta-1°° beeinflusst werden. AuRerdem
reguliert IGF-I die Produktion von extrazellularen Matrix-komponenten. So
stimuliert IGF-I z.B. die Kollagensynthese und verhindert die Kollagenase
Produktion.®”'2%% Es gibt Hinweise dafiir, dass auch die IGF-lI-Interaktion am
M-6-P-Rezeptor Uber die Aktivierung von TGF beta-1 die Proliferation der
Fibroblasten beeinflusst.*®

Es konnte gezeigt werden, dass die IGFBPs die IGF-I stimulierte Proliferation
sowohl abschwachen als auch verstarken kénnen. Durch Sequestration des
IGF-I vom IGF-I Rezeptor kann z.B. IGFBP-3 die IGF-I vermittelte Proliferation
abschwéchen.®” Im Gegensatz dazu verursacht eine Vorbehandlung von
Fibroblasten mit IGFBP-3 eine Zellmembranassoziation und Proteolyse von
IGF-BP3, und fihrt so zu einer verminderten Affinitat fir IGF-l. Die bewirkt
schliesslich eine Potenzierung der IGF-I stimulierten Proliferation. Auch die
extrazellulare Matrix, die die Fibroblasten umgibt, wird durch die IGFBP Aktivitat

beeinflusst.>”:?°

1.2.5 Expression und Wirkungen in der Epidermis

Die Expression der IGF-IR in der Epidermis korreliert generell mit dem
Proliferieren der Keratinozyten. Zur Zeit ist noch ungeklart ob die IGF-IR in allen
Zelllagen der Epidermis oder nur in der Basalmembran der normalen
menschlichen Haut und in undifferenzierten Zellen der Hautanhangsgebilde
vorkommen.®"1"

Auch die zellulare Herkunft der IGFs in der Epidermis ist noch nicht vollstandig
geklart. So gibt es Studien, die zeigen, dass humane Keratinozyten keine IGFs
produzieren.””’ In erster Linie wiirden die in der Haut freigesetzten IGFs aus
dermalen Fibroblasten stammen und parakrin die IGF-IR der Keratinozyten
stimulieren.’” Diese Beobachtung stimmt mit der generellen Uberlegung

uberein, dass IGFs normalerweise von Zellen mesenchymalen Ursprungs
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produziert werden.*” Andere Studien belegen jedoch, dass die IGFs von
dermalen Keratinozyten produziert werden. Rudmann et al."'* demonstrierten,
dass IGF-l mRNA und Protein in der Epidermis humaner Hautabschnitte
exprimiert werden. Bei genauer Betrachtung zeigte sich, dass IGF-I im Stratum
granulosum und in von der Haut abstammenden Zellen der Haarfollikel
lokalisiert sind. AuRBerdem lassen Wundheilungsstudien erkennen, dass die
MmRNAs von IGF-l und IGF-II wahrend der dermalen Heilungsphase von
Keratinozyten produziert werden.®”*>?° |Letztendlich lassen die zum Teil
unterschiedlichen Ergebnisse den Schluss vernlnftig erscheinen, dass
Keratinozyten in vivo die IGFs unter speziellen Bedingungen, wie z.B. fetales
Wachstum oder Wundheilung, produzieren. So ist es durchaus madglich, dass
IGF-I und vielleicht sogar IGF-IlI autokrin oder parakrin innerhalb der Epidermis
wirken. Parakrine Aktivitat in der Epidermis konnte daher mdglich sein, da
Melanozyten ebenso IGF-I produzieren.'” AuBerdem scheinen Melanozyten
ebenso IGF-IR zu exprimieren, da diese auf IGF-I reagieren.*®%®

Die Expressionsprofile der IGFBP in der Haut stellen sich in adulter und fetaler
Epidermis spezifisch dar. So konnte nachgewiesen werden, dass in adulter
Haut nur IGFBP-3 mRNA und Protein von einzelnen Basalzellen produziert
werden.®'® Im Gegensatz dazu wurden die mRNAs von IGFBP-1,-3,-4 und -6
in fetaler humaner Epidermis gefunden.®

Ein deutlicher Beweis fur die wichtige Bedeutung des IGF Systems flir die
epidermale Homoéostase, zumindest fur die fetale Entwicklung lieferten die IGF-
IR knockout Mause. Diese imponieren mit einer dinnen transparenten Haut, bei
der es neben einem Fehlen des Stratum spinosum zu einer Reduktion der Zahl
und GréRe der Haarfollikel kommt.??

Durch mehrere Studien konnte gezeigt werden, dass Insulin, IGF-I und IGF-II
die Proliferation von Keratinozyten stimulieren.'*% So wurde durch Ablation
der IGF-IR der Keratinozyten durch Einsetzen eines anti-IGF-IR Antikodrpers
diese Beobachtung bekraftigt.”® Dabei wirkt IGF-I starker proliferativ auf
Keratinozyten als IGF-Il, was sich durch eine héhere Affinitat von IGF-I auf die

IGF-IR erklaren lassen konnte.®®
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Das IGF System scheint eng mit anderen Wachtumsfaktorensystemen
verknlpft zu sein. So stimuliert die Kombination von IGF-l und EGF das
Keratinozyten Wachstum zu einem viel hoheren Grad als die beiden
Wachtumsfaktoren jeweils alleine.’"%3* \Wobei IGF-1 hierbei den EGF
Rezeptor aktiviert und die Liganden an diesem Rezeptor, wie z.B. TGF-alpha
und das heparin-binding EGF-like Protein hochreguliert.”>'*3#8 Es konnte auch
gezeigt werden, dass IGF-I synergistisch mit basic-FGF auf die Keratinozyten
Proliferation in vitro wirkt.""

Die unkomplette und dinne Haut der IGF-IR knockout Mause lasst eine
wichtige Rolle des IGF Systems auch fir die Keratinozyten Differenzierung
vermuten.®? Rudman et al.'™ postulieren, dass durch die Immunreaktivitit der
IGF-IRs in den suprabasalen Schichten der Epidermis auf eine
Regulierungsfunktion der IGFs fur die Differenzierung der Keratinozyten
geschlossen werden kann.

Die Motilitat der Keratinozyten ist essentiell fur die normale Zelldifferenzierung
und Wundheilung. Verschiedene Zellmodelle konnten nachweisen, dass
humane Keratinozyten als Antwort auf IGF-I migrieren.'?!114332

Zusatzlich scheint das IGF-System auch die Apoptose der Keratinozyten zu
beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass exogenes IGF-I die
Keratinozyten vor UVB induzierter Apoptose schiitzt.”® Und Di Giovanni et al.
zeigten, dass bei transgene Mause mit einer Uberexpression von IGF-I in der

Basalmembran der Epidermis die UVB induzierte Apoptose unterdriickt ist.**

1.2.6 Naturliche Effekte der IGFs wahrend der Wundheilung

Das IGF-System scheint essentiell fir die Wundheilung zu sein. So sind die
oben beschriebenen férdernden Effekte auf Proliferation, Uberlebensdauer,
Migration der Fibroblasten, sowie die Steigerung der Synthese extrazellularer
Matrixkomponenten und die proliferative und migrationsférdernde Wirkung auf

Keratinozyten elementare Bestandteile der Wundheilung.
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Die Menge des lokalen IGF-I und -Il wechselt wahrend der unterschiedlichen
Wundheilungsphasen. So gilt generell, dass die Konzentration der IGFs in der
Wundflussigkeit oder im umgebenden Gewebes wenige Stunden und/ oder
Tage nach Wundsetzung am hdchsten ist. Dies scheint besonders mit der
Zellproliferation und Zellmigration zu korrelieren.>>®®'*° Dabei ist die IGF-I
Konzentration 24 Stunden nach Wundsetzung am héchsten, um dann zu einer
Ausgangskonzentration bei Vollendung der Heilung zuriickzukehren.” In
einem Heilungsmodell am Schwein war eine Konzentrationserhdhung in der
Wundflussigkeit fur die ersten 6 Tage festgestellt worden und wurde dann
korrelierend mit der kompletten Reepithelialisierung der Wunde laborchemisch
nicht mehr nachweisbar.?® Die in der Wundflussigkeit vorkommenden IGFs
konnen von einwandernden Keratinozyten, Epithelzellen der Hautanhangs-
gebilde, Fibroblasten des Granulationsgewebes, Entziindungszellen und aus
dem Serum stammen.’*?° Beeintrachtigungen des IGF-Systems scheinen bei
der Verursachung von verzogert heilenden Wunden mitbeteiligt zu sein. So
konnte man bei diabetischen Ratten eine verminderte IGF-I und Il Expression
feststellen.?® Durch eine Studie am Menschen von Blakytny et al.’®* wurde
gezeigt, dass in der Epidermis und den dermalen Fibroblasten diabetischer
Haut mit verzogerter Wundheilung IGF-| reduziert ist oder sogar vollstandig
fehlt. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass es unter Kortisontherapie
sowohl im Serum als auch in der Wundflussigkeit zu einem Mangel an IGF-I

kommt 137,48,117

1.2.7 Therapeutische Effekte der IGFs wahrend der Wundheilung

Basierend auf der Beobachtung des IGF-Mangels bei verzogert heilenden
Wunden ergab sich der Therapieansatz der Substitution der Wachstums-
faktoren.

In einigen Fallen konnte durch systemische IGF-I Applikation eine verbesserte
Wundheilung erreicht werden. Dennoch konnen die hierbei entstehenden

Nebenwirkungen wie Hypoglykamie, Elektrolytverschiebungen und Odem-
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bildung nicht ignoriert werden.'® AuBerdem ist durch den Transfer des IGF-I
durch den Extrazellularraum mit einem Effektivitatsverlust der IGF-I Behandlung
zurechnen. So scheint es effektiver zu sein, eine lokale IGF-I Applikation
vorzunehmen. Unter einer lokalen IGF-I Therapie konnte durch Zunahme der
Reepithelialisierung,” der Angiogenese,’”? und der dermalen Kollagen-
neubildung®® verbesserte Wundheilungsraten beobachtet werden. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass durch eine lokale IGF-I Therapie die Heilung durch

Diabetes'” oder Kortisontherapie'®

verzogert heilender Wunden verbessert
werden konnte. Dennoch bestatigten weitere Studien die positiven Effekte der
lokalen IGF-I Applikation auf die Wundheilungsraten nicht.®*"® Ein Grund fiir
das Ausbleiben des Therapieerfolges, kann die Veranderung der biologischen
Aktivitat des auf eine Wunde applizierten IGF-I sein. So wird ungebundenes
IGF-1 im Wundmilieu schnell durch Proteasen abgebaut.?® Gleichzeitig fiihrt
eine hochdosierte lokale IGF-I Applikation zu einer Downregulation der IGF-IR
und wird so ineffektiv. 2%'4°

Puolakkainen et al. beschrieben die signifikanten Unterschiede von lokal
appliziertem TGF-beta1 auf die Wundheilung in Abhangigkeit von dem jeweils
benutzten Tragersystem.'

Um einen positiven Effekt auf die Wundheilung durch lokale IGF-I Applikation
zu erzielen, scheint das Applikationssystem folgende Bedingungen erfullen zu

mussen:

1.) Verhinderung der Downregulation der IGF-R

2.) Verhinderung des Abbaus des IGFs durch Proteasen

3.) Erhdhung der IGF-Verweildauer (Halbwertszeit) im Wundgebiet

4.) Erhéhung der IGF-I Konzentration in der Wunde

5.) Sicherstellung einer suffizienten und klinisch praktikablen
Applikation im Wundgebiet
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1.3 Wunden und Wundheilungsstorungen

Eine Wunde ist eine Unterbrechung der Gewebekontinuitat durch Einwirkung
einer Noxe auf eine Gewebestruktur. Dieser Vorgang kann innere oder aul3ere
Gewebestrukturen betreffen. Unter einer kutanen Wunde wird eine Verletzung
der Hautoberflache und der darunter liegenden Gewebeschichten verstanden.
Hier kann zwischen akuten und chronischen Wunden unterschieden werden.
Eine akute Wunde tritt als Folge eines akut erlittenen Traumas auf. In der Regel

dauert die physiologisch unkomplizierte Wundheilung 2 Wochen.

1.3.1 Chronische Wunden

Eine chronische Wunde wird definiert als Wunde, welche trotz ursachen-
bezogener Lokaltherapie keine Heilungstendenz innerhalb eines adaquaten
zeitlichen Rahmens aufweist. Eine Definition in Bezug auf die Heilungszeit
alleine ware nicht korrekt, da grof3e Wunden eine vergleichsweise langere
Abheilungszeit benétigen, zudem beeinflussen verschiedene Faktoren wie Alter
und Allgemeinzustand des Patienten die physiologische Heilungs-
geschwindigkeit.

Chronische Wunden wie z.B. chronische Ulzera an den unteren Extremitaten
sind durch Therapieresistenz und hohe Rezidivraten gekennnzeichnet. Die
teilweise viele Jahre bestehenden Wunden stellen fur den Patienten durch
Funktionsminderung und Schmerzen, als Eintrittspforte flir pathogene Keime
und als auch als kosmetisches Problem eine erhebliche Beeintrachtigung dar.
Ungeachtet ihrer Atiologie ist der Kostenaufwand fiir die langwierige
Behandlung der Wunden erheblich. Aus diesen Grinden wurde in den letzten
Jahren versucht, neue Therapiekonzepte fur chronische Wunden zu entwickeln.
Auf Grund der Beobachtung der lokalen Stérung der Wachtumsfaktoren-
systeme wurde der Therapieansatz der lokalen Wachtumsfaktorensubstitution
entwickelt. Derzeit ist PDGF als Therapeutikum chronisch vendser Ulcera und

des diabetischen Fulisyndroms zugelassen.
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1.3.2 Atiologie der Wundheilungsstérungen

Chronische Wunden durchlaufen den zeitlich geordneten Reparationsprozef}
nur unvollstandig und gelangen daher nicht zur anatomischen und funktionellen
Wiederherstellung. Chronische Wunden liegen erst dann vor, wenn das
Gleichgewicht der zellularen und humoralen Faktoren zugunsten heilungs-
hemmender Faktoren verschoben ist. Daher besteht das therapeutische Ziel
darin, z.T. durch einfache Korrekturmal3nahmen, wie z.B. Keimreduktion durch
Verbandstoffe, Debridement und Hauttransplantation, das Gleichgewicht
zugunsten der Heilung zu beeinflussen.

Allgemeine und auch lokale Faktoren wie Mangelernahrung, Anamien,
Diabetes, Gefalerkrankungen, Infektionen, Serome, Hamatome, Fremdkdrper
etc. haben einen negativen Einfluss auf die verschiedenen Phasen der
Wundheilung und unterbrechen oder verzégern somit den Heilungsprozeld.
Einen Uberblick bietet hier Tabelle I.
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Vaskulare Ursachen venos CVI, postthrombotisches
Syndrom, Perforansvenen-

insuffizienz

arteriell pAVK, Vaskulitiden

Mischtyp Kombination arterieller und
vendser Ursachen

Kapillar Vaskulitiden, Pyoderma
gangranosum,

art. Hypertonie

Infektionen Bakteriell Staphylokokken, Streptokok-
ken, Treponema pallidum,
Leishmanien, Clostridien,
Mischinfektionen

Mycobakteriell Tbc, Lepra, Mycobakterium
ulcerans
Protozoen Dracunculus medinensis
Physikalisch/ Chemisch Trauma Druck, Verletzungen, Ver-
brennungen,

Strahlenschaden

Systemerkrankungen metaboslich Diabetes mellitus, Gicht,
Amyloidose, medikamentds
Neoplasien Plattenepithelkarzinome,
Basallzellkarzinome, Mela-
nome, Sarkome, Lympho-
proliferative Erkrankungen,
kutane Filiae
Hamatologisch Sichelzellanamie, Thalas-
samie, Polycythamia vera,
Leukamien, Plasmozytom

Tabelle 1 nach Philips %
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1.4  Fragestellung

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, leitet sich aus der
pathophysiologischen Beobachtung des relativen Mangels an Wachstums-
faktoren bei chronischen Wunden das Therapiekonzept der lokalen
Wachstumsfaktorenapplikation ab. Die Ergebnisse Uber den Erfolg der lokalen
Gabe von Wachstumsfaktoren sind kontrovers. Dies scheint zum Teil durch die
unterschiedlichen zum Einsatz kommenden Tragersysteme und der damit
verbundenen unkontrollierten Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus dem
Vehikel in die offene Wunde begrindet zu sein. Deshalb entwickelte das
Deutsche Zentrum fur Biomaterialien und Organersatz (BMOZ) ein neuartiges
Verbandsystem, welches eine kontinuierliche und kontrollierte Abgabe des zum

Einsatz kommenden Wachstumsfaktors (IGF-1) ermdglicht.

Folgende Fragestellungen sollen in der vorliegenden Arbeit behandelt werden:

1. Welchen Effekt hat lokal durch den neuen Verband appliziertes
IGF-I auf die kutane Wundheilung.

2. Welchen Effekt hat lokal durch den neuen Verband appliziertes
IGF-I auf das Proliferationsverhalten und die Angioneogenese
wahrend der kutanen Wundheilung.

3. Welchen Effekt hat lokal durch den neuen Verband appliziertes
IGF-I auf die kutane Wundheilung im Verhaltnis zu einem anderen
Tragersystem zur lokalen IGF-I Applikation (IGF-I in
Methylzellulosegel gelost).

4. Hat lokal appliziertes IGF-I einen messbaren Effekt auf den

systemischen IGF-I Spiegel.
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2 Material und Methoden

2.1 Der IGF-I Verband

2.1.1 Aufbau des IGF-| Verbandes

Zur kontinuierlichen Applikation von IGF-I entwickelte das BMOZ ein
zweischichtiges Verbandsystem. Zunachst wurde Polyvinylalkohol PVA (Mowiol
56-98, Hoechst, 200kDa) bei 90°C in Wasser geldst, um eine 10%ige polymere
Ldsung zu erhalten. 1 mg IGF-I wurde in 1 ml PBS Puffer geldst und zu 10 ml
der polymeren PVA L6ésung hinzu gegeben. Diese wurde fur 30 Minuten erhitzt
und anschlielend auf eine definierte 100 cm? groRe Glasflache aufgetragen.
Nach einer 24stindigen Trocknungsperiode bei Raumtemperatur wurde der
Verbandsfilm von dem Glas entfernt und in 100mm? grof3e Folienabschnitte
geschnitten. Diese nun 100mm? groRen Einheiten enthalten jeweils 10ug IGF-I.
In diese Folienabschnitte wurden mit einer Stanzmaschine Abflusskanale von
einer Flache von insgesamt 10mm? eingearbeitet, um ein moglichst ungestortes
AbflieRen des Wundexsudates zu ermoglichen. Die praparierte PVA Folie
wurde auf einen Hydrogel-Verband (Hydrosorb comfort®, Hartmann AG,
Germany) so aufgebracht, dass der Hydrogel-Verband die Folie allseits um 5-
10 mm Uberlappte (Abb.1). Der Kontrollverband wurde in gleicher Art und

Weise, allerdings ohne Beladung mit IGF-I, hergestellt.
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Abbildung 1: Hydrogel-Verband mit aufgebrachter PVA-Folie im Schema.

Abbildung 2: Neues Verbandsystem mit Hydrogel-Verband und PVA-Folie.

2.1.2 Quantifizierung der IGF-I Freisetzung

Um die Freisetzungsrate des aufgebrachten IGF-I zu bestimmen, wurde der

Verband in 1 ml 0,1% Phosphat gepufferter BSA-Lésung (Bovine-Serum-
Albumin-L6ésung) inkubiert. Nach Zeitintervallen von 0, 10, 30, 60, 120 und 1440
Minuten wurden Proben enthommen und die IGF-I Konzentration wurde mit
dem IGF-I-ELISA-Testverfahren (IBL Hamburg) bestimmt.

Tabelle 2: Darstellung der in vitro IGF-I Freisetzung aus dem IGF-| Verband.

Minuten Konz. (ng/ml) Freisetzung IGF-I
0 0,00 0.00%
10 2676.75 45.40%
30 2098.00 87.60%

60 451.75 96.60%
120 159.25 99.60%
1440 20.50 100.00%
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Nach 60 min kam es zu einer
Freisetzung von ca. 50% des
aufgebrachten IGF-I (5,3ug/
10ug). Danach erfolgte keine
weitere  signifikante  Frei-
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2.1.3 IGF-l in Methylzellulose geldst

Eine Versuchstiergruppe (V-CMI) wurde mit unkontrolliert freigesetztem
humanem rekombinaten IGF-I (Tebu) behandelt. Hierzu wurden 5 pg IGF-I in
0,.2ml 0,2% Methylzellulose Gel gelést. Im Rahmen der taglichen
Verbandswechsel wurde dieses IGF-I-Methylzellulose Gel den entsprechenden
Tieren auf die Wunde pipettiert und diese anschlieRend mit dem Hydrogel-PVA

Kontrollverband abgedeckt.

2.2 Tiermaterial

Zur Verfigung standen mannliche Sprague-Dawley Ratten mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 399,48 Gramm am Operationstermin. Die Tiere
waren in Einzelkafigen und einem jeweils 12 Stunden dauernden Tag-Nacht-
Zyklus, bei einer konstanten Temperatur von 20-22°C und einer Luftfeuchtigkeit
von 60-70% untergebracht. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Futter,

bestehend aus handelsiUblichen Pellets.

2.2.1 Versuchstiergruppen

Die Tiere wurden in folgende Versuchstiergruppen eingeteilt:

Versuchstiergruppe V: Kontrollgruppe; gesunde Tiere behandelt mit dem
Kontrollverband.

Versuchstiergruppe V-I: Gesunde Tiere behandelt mit dem IGF-I Verband.

Versuchstiergruppe V-C: Kortisontiere behandelt mit dem Kontrollverband.

Versuchstiergruppe V-Cl:  Kortisontiere behandelt mit dem IGF-I Verband.

Versuchstiergruppe V-CMI: Kortisontiere behandelt mit IGF-1 in Methylzellulose

Gel geldst und dem Kontrollverband.
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2.3  Versuchsaufbau

2.3.1 Wundinduktion

Nach intraperitonealer Narkoseinduktion mit Ketamin (100 mg/kgKG,
Ketanest®) und Xylazin (15 mg/kgkG, Rompun®), Rasur und Desinfektion des
Ruckenbereiches erfolgte die Wundsetzung am Rucken der Tiere. Die
Vollhautdefekte wurden Uber der Wirbelsaule, 3 cm distal einer gedachten
Verbindungslinie zwischen beiden Schulterblattern mit einer 8 mm durch-

messenden sterilen Biopsie-Stanze (Flache:0,502 cm?) generiert.

2.3.2 Kortisonapplikation

Um die Wundheilungsstérung zu induzieren, wurde den betreffenden Tieren
unmittelbar nach Wundsetzung 18 mg/kgkG Methylprednisolon-21-acetat
(Depomedrate®), ein Depot-Praparat, subcutan appliziert. Dies erfolgte 6 cm
distal des Vollhautdefektes Uber der Wirbelsaule (Abb. 3: *, **).

2.3.3 Das Befestigungssystem

Um ein permanentes Aufliegen und einen zlgigen Wechsel des Verbandes zu
ermoglichen, wurde den Tieren der Boden eines 7x5 cm grolden
Klettverschlusses mit 3/0 Hautfaden und Einzelkopfnahten am Rucken
befestigt. Dieser Boden enthielt eine Uber der Wunde gelegene Aussparung, die
in etwa der Grole des Hydrosorb-Anteils des Verbandes entsprach. Durch
Auflegen des Deckels wurde der Verband dauerhaft Gber der Wunde fixiert und
gewahrleistete einen konstanten Kontakt des PVA-Flieses mit dem
Wundgewebe (Abb.4).
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Abbildung 3: * Vollhautdefekt, Abbildung 4: Hydrogel-PVA-
**Kortisonapplikationsort. Verband u. Bodenplatte des

Befestigungsmechanismus.

2.3.4 Verbandswechsel

Bei allen Tieren wurde taglich in Inhalationsnarkose mit Enfluran (Ethrane®) ein
Verbandswechsel durchgefihrt. Nach Offnen des Klettverschluss-Deckels
wurde der alte Verband entfernt, die Wunde gereinigt und ein neuer Verband,
mit oder ohne eingearbeitetem |IGF-I, jeweils den verschiedenen
Versuchsgruppen entsprechend, angebracht. Den betreffenden Tieren wurde

vor Auflegen des Verbandes 0,2 ml des IGF-I Methylzellulose Gels aufpipettiert.
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2.3.5 Probenentnahme

Am siebten postoperativen Tag wurden die Tiere durch eine Uberdosis
Inhalationsnarkotikum getotet, thorakotomiert um Blut aus dem rechten Vorhof
zur systemischen IGF-I Bestimmung zu entnehmen. Anschlielend wurden die
Wunden zur spateren Vermessung folienplanimetrisch dokumentiert und
fotografiert. Das Wundareal mit angrenzender gesunder Haut wurde schlie3lich

exzidiert und Uber einen Korkblock gespannt.

24 Histologische Aufarbeitung

Zur weiteren Verarbeitung wurden die exzidierten Wundareale in 4%iger
gepufferter Paraformaldehyd-Lésung 12-24 Stunden bei 4°C fixiert und
anschlieend in Paraffin eingebettet. Durch eine einstindige Inkubation in 70
%igen Ethanol wurde das Formalin ausgewaschen. Zur Ubertragung der
Praparate in das hydrophobe Einbettmedium Paraffin mussten diese zunachst
entwassert werden. Durch stufenweise Entwasserung mit Hilfe des
Einkammersystems eines Gewebeinfiltrationsautomaten (Leica) konnten

Zerreilungen und Schrumpfungen vermieden werden.

Mit dem Mikrotom (Leitz) wurden von den jeweiligen Paraffinblocken Schnitte
von 1 ym Schichtdicke gewonnen. Diese Schnitte wurden in ein Kaltwasserbad
(ca. 20°C) uberfuhrt um dann im Warmwasserbad (ca. 40°C) ausgespannt zu
werden. Dies ermoglichte ein glattes Aufziehen auf die entsprechend
vorbehandelten Objekttrager. AnschlieRend wurden die aufgezogenen Schnitte

bei 40°C auf der Warmeplatte Uber Nacht getrocknet.

29



Material und Methoden

2.4.1 Vorbehandlung der Objekttrager

Um eine optimale Haftung der Paraffinschnitte auf den Objekttragern zu
erreichen, wurden diese mit 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTEX) beschichtet.
Die Objekttrager wurden hierfir zunachst mit Aceton entfettet, anschlie3end in
2% APTEX fur 5 Minuten inkubiert, abgespult und dber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. Nach Anfertigung der Schnitte mit dem Mikrotom

wurden diese auf die APTEX beschichteten Objekttrager aufgezogen.

2.4.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Von allen Praparaten wurde eine HE-Farbung angefertigt.

Nach Entparaffinierung der Schnitte Uber eine absteigende Alkoholreihe (Xylol
3x10 Minuten, Ethanol 100% 2x5 Minuten, Ethanol 96% 5 Minuten, Ethanol
70% 5 Minuten) wurden die Kerne 5-10 Minuten in Hamatoxylin nach Mayer
(Merck), 1:5 mit Aqua dest. verdunnt, gefarbt. Dann wurden die Praparate 10
Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut, und schliellich erfolgte die
Zytoplasmafarbung 0,5-2 Minuten in Eosin (Merck) 1%, es wurde kurz in Aqua
dest. gespult, die aufsteigende Alkoholreihe angeschlossen und mit Roti-
Histokit (Roth) eingedeckt.

2.4.2 Immunhistochemie

Der Nachweis von Proliferating Cell Nuclear Antigen (Monoclonal Anti-PCNA,
DAKO) und Gefalken (Monoclonal Anti-a Smooth Muscle Actin, Clone 1A4,

Sigma) erfolgte an Paraffinschnitten.
Nach Anfertigung von 1 um dicken Schnitten, Aufziehen auf 2%ige APTEX (3-

aminopropyltriethoxysilane)  beschichtete  Objekttrager, Trocknung und

Entparaffinierung wurde Uber die indirekte Immunhistochemie mit der ABC-
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(Avidin-Biotin) Methode angefarbt, mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB) als
Chromogen (FLUCA).

Bei allen Praparaten wurde die endogene Oxidase mit 3% H20./Methanol
(Merck) durch eine Inkubationszeit von 15 Minuten geblockt, um eine falsch
positive Reaktion bei Substratentwicklung zu vermeiden. Nach Waschen in
TBS-Puffer (0,05M, pH 7,6) erfolgte die enzymatische Vorbehandlung tber 15
Minuten mit Pronase (0,1%, Camon), um die Antigenstellen zu demaskieren.
Nach drei Waschschritten in TBS-Puffer erfolgte die Blockung unspezifischer
Bindungsstellen mit Nonimmunserum (DAKO X902) 1:5 verdunnt in 5%igem
BSA-Verdinnungspuffer (Fraktion V, Serva) 20 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer. Diese Blockung verhindert unspezifische Adsorptionen
des Primarantikdrpers an stark polare Kollagen- und Bindegewebselemente.
AnschlieRend wurde mit dem Primarantikdrper Uber Nacht bei 4°C in der
feuchten Kammer inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBS-Puffer folgte die
Inkubation mit dem Sekundarantikdrper (Rabbit-anti-Mouse; biot.), 30 Minuten
bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Dieser wurde zur Vorbereitung
mit normalem Rattenserum auf Eis inkubiert, zentrifugiert und der Uberstand
1:400 mit 5% BSA/TBS-Puffer verdinnt. Der Sekundarantikbrper wurde mit
TBS-Puffer abgewaschen und im Anschluf® wurden die Schnitte fur 30 Minuten
mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (DAKO K377) in der
Feuchtkammer inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in TBS-Puffer
erfolgte schlieBlich die Detektion mit 3,3-Diaminobenzidin (DAB 0,05%, Fluka).
Die Schnitte wurden intermittierend unter dem Mikroskop bis zum Erreichen der
gewulnschten Farbintensitat kontrolliert. Dann wurden die Praparate in Aqua
dest. und Leitungswasser gespult und mit Hdmatoxylin nach Mayer (1:5; Merck)
gegengefarbt. Zuletzt wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe

entwassert und mit Roti -Histokitt (Roth) eingedeckt.
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2.5 Auswertung

2.5.1 Wundgrofien

Die Wundflache wurde mit Hilfe einer transparenten Polyurethanfolie (Opsite,
Smith Nephew) planimetriert. Die UlcusgréRen wurden verblindet, d.h. ohne
Kenntnis der Uber die jeweilige Gruppenzugehorigkeit fotoplanimetrisch
ausgemessen.

Die Flachen wurden in mm? angegeben.

2.5.2 Immunhistochemie

Die Quantifizierung der histologischen Schnitte erfolgte mit dem Quantimet
Mikroskop (Leica) unter 40x Vergrofderung.

Um systematische Fehler bei unterschiedlichen Wundgrofen zu vermeiden,
wurde bei den auszuwertenden Wunden die Wundrander aufgesucht und das
sich anschlieRende Granulationsgewebe in 4 Quadranten eingeteilt. In den sich
ergebenden 4 Quadranten erfolgte nun wundrandnah die Auszahlung von
jeweils einem Gesichtsfeld. Hiervon wurden dann die Mittelwerte gebildet und
auf die Gesamtzellzahl der PCNA positiven Zellen auf einen mm? Wundgewebe
hochgerechnet. Zur Wertung gelangten hier nur fluoreszenzmikroskopisch
sicher erfassbare dunkelbraune PCNA positive Zellen. Bei der SMA Farbung
wurden ebenso die vier Quadranten ausgezahlt und auf GefalRe pro mm?
hochgerechnet. Gewertet wurden nur Gefalde, die innerhalb des Farbebandes

ein eindeutiges Gefalllumen aufwiesen.

2.5.3 Systemischer IGF-I Spiegel

Am siebten postoperativen Tag wurden die Tiere nach der Totung

thorakotomiert, um anschlieend den rechten Vorhof zu punktieren und Blut zur
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Bestimmung des systemischen IGF-I Spiegels zu entnehmen. Aus diesen
Proben wurde vom Hormonlabor Prof. Ranke (Universitatskinderklinik

Tubingen) der IGF-I Plasmaspiegel bestimmit.

2.5.4 Statistik

Die ZielgroRen wurden als Mittelwert + Standardfehler erhoben. Zur Beurteilung
der Signifikanz wurden die DiskussiongroRen nicht-parametrisch durch den
Mann-Whitney-U-Test berechnet, wobei p<0,05 als Signifikanzniveau gewahlt
wurde. Die Mittelwerte der untersuchten Parameter wurden graphisch in den
jeweiligen Abbildungen dargestellt. Fur multiples Testen bei mehr als zwei

Gruppen, wurden die Werte nach Bonfferoni korrigiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Wundgrolen

Die Auswertung der fotoplanimetrisch gemessenen Wundgrof3en der flunf

Versuchsgruppen am siebten postoperativen Tag ist in Tabelle 3 dargestelit.

Tabelle 3: WundgroRen als Mittelwert mit min. /max. Wert und Standard-

abweichung. Einheit: [mm?].

Versuchstiergruppe Mittelwert SD Min. Max.
\Y 26,2 6 20 35
V-1 24,8 5 18 31
V-C 445 9 33 65
V-CI 23,7 7 12 33
V-CMI 31,3 3 27 37
mm?2
60 |
BV-C
50 1
OvVv-CMi
40 @V-ClI
T
30 = T av
10
0
Cortison Behandlung gesunde Tiere

Abbildung 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der WundgréfRen in

mm?.

34



Ergebnisse

Nach sieben Tagen Standardbehandlung mit dem Hydrogel-PVA Verband
lieRen sich bei den mit Kortison behandelten Tieren signifikant groRere
Wunden als bei den gesunden Tieren feststellen (V vs. V-C: p=0.001). Durch
die Behandlung von gesunden Tieren mit dem neuen IGF-I Verband konnte
keine weitere Wundheilungsbeschleunigung erreicht werden (V vs. V-l
p=0.84). Die Behandlung der Kortisontiere mit dem neuen IGF-| Verband flhrte
jedoch zu signifikant kleineren Wunden (V-C vs. V-CIl: p=0.0001). Die
WundgréfRen von mit dem neuen IGF-I Verband behandelten Cortisontieren
unterschieden sich nicht mehr von gesunden Tieren (V-CI vs. V: p=0,662),
somit konnte der wundheilungsverzogernde Effekt des Kortisons aufgehoben
werden. Auch durch die Therapie der Kortisontiere mit dem gelosten IGF-I
konnten signifikant kleinere Wunden erreicht werden (V-CMI vs. V-C:
p=0.0001). Allerdings erwies sich der die Therapie mit dem neuen IGF-|
Verband als signifikant effektiver als die Therapie mit gelostem IGF-1 (V-CI vs.
V-CMI: p=0,031).

Tabelle 4: Darstellung der Signifikanzen der Wundgrof3en. Mittelwerte in mm?.

Vergleichsgruppen Mittelwerte p-Werte
V-C Vs. \Y 44,5 vs. 26,2 0,001
V-l VS. \Y 24,8 vs. 26,2 0,84
V-Cl VS. V-C 23,7 vs. 44,5 0,0001
V-ClI VS. V.CMI 23,7 vs. 31,3 0,031
V-ClI VS. vV 23,7 vs. 26,2 0,662
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- 4
a

Abbildung 6: Tier Nr. 4 mit Kortisonapplikation, therapiert mit Hydrogel-PVA-
Verband ohne IGF-I, am 7. post-op Tag; WundgréfRe 41 mm?.

Abbildung 7: Tier Nr. 1 mit Kortisonapplikation, therapiert mit IGF-I Verband,
am 7.post-op Tag; Wundgrofde 20 mm?2.
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3.2 PCNA-Farbung

Zur Darstellung des Proliferationsverhaltens der Wunden der einzelnen
Versuchsgruppen wurden die PCNA positiven Zellen pro mm? ausgezahlt und

statistisch ausgewertet.

Tabelle 5: Mittelwerte, Standardabweichungen und min./max. Werte, der

PCNA-positiven Zellen pro mm?2.

Versuchstiergruppe Mittelwert SD Min. Max.
\Y 5763 690 4388 7964

V-l 4934 460 3360 5970

V-C 3403 459 2721 4053

V-ClI 5241 611 3360 5970

V-CMI 3474 653 2496 4889

PCNA pos. Zellen/mm?2

6000 T |
mv-C
5000
av-CMmI
4000 @V-Cl
ov
3000 - mv
2000 -
1000 -
0 -

Cortison Behandlung gesunde Tiere

Abbildung 8: Mittelwerte und SD der PCNA positiven Zellen/ mm?Z.
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Signifikanzen wurden aus den PCNA-positiven Zellen pro mm? errechnet. Es
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Methylprednisolon die Anzahl der
sich in Teilung befindenden Zellen signifikant gegenuber gesunden Tieren
reduziert (Gruppe V vs. V-C, p= 0,002). Durch die Behandlung gesunder Tiere
mit dem IGF-l Verband konnte keine wesentliche Anderung im
Proliferationsverhalten erzielt werden (V vs. V-I, p= 0,095). Allerdings wurde
durch die Behandlung mit dem IGF-I Verband die kortisonvermittelte
Reduzierung der Proliferation vermindert (V-C vs. V-CI, p= 0,0001), so dass ein
Proliferationsniveau gesunder Tiere erreicht werden konnte (V vs. V-CI, p=
0,254). IGF-I, geloést in Methylzellulose, konnte die proliferationshemmende
Wirkung des Kortisonpraparates nicht aufheben (V-C vs. V-CMI, p= 0,481). Die
kortisonvermittelte Reduzierung der Proliferation konnte durch den IGF-|

Verband aufgehoben werden, durch in Methylzellulose geldstes IGF-I nicht.

Tabelle 6: Signifikanzen der Mittelwerte der PCNA-positiven Zellen pro mm?.

Vergleichsgruppen Mittelwerte p-Werte
V-C Vs. vV 3403 vs. 5763 0,002
V-l VS. \Y 4934 vs. 5763 0,095
V-Cl VS. V-C 5241 vs. 3403 0,0001
V-C VS. V-CMI 3403 vs. 3474 0,481
V-ClI Vs. V-CMI 5241 vs. 3474 0,001
V-CI Vs. \ 5241 vs. 5763 0,254
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Y
-

Abbildung 9: PCNA-Farbung bei Tier 7 mit Kortisonapplikation, Therapie mit
Kontrollverband.

Abbildung 10: PCNA-Farbung bei Tier 2 mit Kortisonapplikation, Therapie mit
dem IGF-I Verband.
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3.3 SMA-Farbung

Die Darstellung der Angioneogenese erfolgte durch Auszahlung und
statistischer Auswertung der SMA-positiven Gefalle pro mm?.

Tabelle 7: Mittelwerte, Standardabeichungen, min. und max. Werte der SMA-

positiven Zellen pro mm?2.

Versuchstiergruppe Mittelwert SD Min. Max.
\ 284 38 233 324
V-l 298 65 218 390
V-C 228 43 177 296
V-CI 275 41 196 317
V-CMI 218 53 145 291

SMA pos. Zellen pro mm?2
400

350
300
250
200 A
150 A
100 A
50 4
0 -

Cortison Behandlung gesunde Tiere

Abbildung 11: Mittelwerte und Standardabweichungen der SMA pos. Zellen
pro mm?2.
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Signifikanzen wurden aus den SMA-positiven Zellen pro mm? errechnet. Die
Applikation von Methylprednisolon fiihrte zu einer signifikant geringeren Zahl an
SMA positiven Zellen als bei gesunden Tieren (V-C vs. V: p=0,03). Durch die
Behandlung von gesunden Tieren mit dem IGF-I Verband konnte keine
zusatzliche Steigerung der Angioneogenese erreicht werden (V- vs. V:
p=0,69). Allerdings liel} sich eine signifikante Erhdhung der SMA-positiven
Zellen pro mm? bei mit dem IGF-I Verband behandelten Tieren aus der
Kortison Gruppe nachweisen (V-Cl vs. V-C: p=0,02). Die mit dem IGF-I|
Verband behandelten Kortisontiere zeigten schlieRlich keinen Unterschied zu
gesunden Tieren mehr (V-Cl vs. V: p=0,7). Die Behandlung von Tieren aus der
Kortisongruppe mit dem in Methylzellulose geldstem IGF-I konnte im Gegensatz
dazu keine Steigerung der SMA-positiven Zellen pro mm? erbringen (V-C vs. V-
CMI: p=0,78).

Tabelle 8: Signifikanzen aus den Mittelwerten der SMA-positiven Zellen pro

mm?.

Vergleichsgruppen Mittelwerte p-Werte
V-C Vs. \ 228 vs. 284 0,03
V- VS. \Y 298 vs. 284 0,69
V-CI VS. V-C 275 vs. 228 0,02
V-C VS. V.CMI 228 vs. 218 0,78
V-Cl Vs. \ 275 vs. 284 0,7
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Kortisongruppe nach Behandlung mit dem Kontrollverband.

Abbildung 13: SMA-Farbung des Granulationsgewebes von Tier 8 aus der
Kortisongruppe nach Behandlung mit dem IGF-I Verband.
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3.4  Systemischer IGF-Spiegel

Zur Bestimmung des systemischen |IGF-I Plasmaspiegels wurden am

Versuchsende Blutproben aus dem rechten Vorhof entnommen.

Tabelle 9: Mittelwerte, Standardabweichungen, min./max. Werte des

systemischen Plasma IGF-I Spiegels bei Versuchsende. Einheit: ng/ml.

Versuchstiergruppe Mittelwert SD Min. Max.
\Y, 720,6 127,6 544 954
V-l 7741 87,5 650 887
V-C 749 88,8 636 891
V-CI 7931 125,27 601 1076
V-CMI 7419 108,4 618 914
[na/mll
1200 ]
1000 myv-C
OV-CMI
800 F T T
BvVv-Ci
600 1O V-I
400 I EV
200
O 1
Cortison Behandlung gesunde Tiere

Abbildung 14: Mittelwerte und Standardabweichungen des systemischen
Plasma IGF-I Spiegels bei Versuchsende.
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Signifikanzen wurden aus den Plasmaspiegeln des IGF-l in ng/ml bei
Versuchsende ermittelt. Bei keiner der Versuchsgruppen konnte zu Versuchs-
ende signifikante Unterschiede der systemischen IGF-I Plasmaspiegel
festgestellt werden. Einerseits lieBen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen gesunden und cortisonbehandelten Tieren nachweisen (V-C vs. V:
p=0,562). Andererseits wirkte sich auch die Applikation von IGF-I, sowohl durch
den neuen Verband als auch in Methylzellulose Gel gel6st, nicht systemisch
auf den IGF-I Plasmaspiegel aus (V-l vs. V: p=0,237; V-C vs. V-CMI: p=0,984).

Tabelle 10: Signifikanzen aus den systemischen IGF-I Plasmaspiegeln bei

Versuchsende. Einheit: ng/ml.

Vergleichsgruppen Mittelwerte p-Werte
V-C Vs. \ 749 vs. 720,6 0,562
V-l VS. \Y 774,1 vs. 720,6 0,237
V-Cl VS. V-C 793,1 vs. 749 0,748
V-C VS. V-CMI 749 vs. 741,9 0,984
V-ClI VS. \ 793,1 vs. 720,6 0,145
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4 Diskussion

4.1  Wundgrélen

Die Wundheilung ist ein komplexes biologisches Phanomen. Eine Vielzahl
physiologischer Vorgange tragt zu einem ungestorten Heilungsprozess bei. So
sind die Proteinsynthese, die Ablagerung von Matrixproteinen, die Ein-
wanderung und Replikation von Zellen sowie die Gefallneubildung elementare
Bestandteile einer physiologischen Wundheilung. Noxen unterschiedlichster
Atiologie kénnen nun durch Stérung eines oder mehrer Heilungsvorgange in
den einzelnen Heilungsstadien zu Entwicklung verzdgert heilender und
letztendlich chronischer Wunden flhren.

Im klinischen Alltag gut bekannt sind die verzogert heilenden Wunden chronisch
kranker Patienten unter permanenter Therapie mit Kortisonpraparaten.
Physiologisch besteht die Hauptaufgabe der Glukokortikoide in der
Bereitstellung von Energietragern (Glukose und Fettsduren) zur Bewaltigung
von Stresssituationen. Vor allem aber die antiinflammatorischen und
immunsuppressiven Wirkungen werden pharmakologisch genutzt und haben
groften Einfluss auf die Wundheilung.

So konnten tierexperimentelle Untersuchungen eine dosisabhangige Hemmung
der Heilung nach perioperativer Glukokortikoidgabe wahrend der frihen
Entzindungsphase des Heilungsverlaufs zeigen.48 Pathophysiologisch lief3 sich
ein Mangel an Wachstumsfaktoren unter Cortisontherapie feststellen.*¢'"1:130
Dies fluhrte zum Therapiekonzept der Substitution von Wachstumsfaktoren.
Exemplarisch ist hier die Arbeit von Brown?' zu nennen, bei der erstmals eine
echte Verkurzung der Heilungszeit durch die Applikation von rekombinantem
EGF erreicht werden konnte. Andere Forschungsgruppen konnten in vitro und
im Tierversuch sowohl eine Stimulation der Zellproliferation als auch eine
Beschleunigung der Narbenbildung beobachten. Ebenso wurde die gesteigerte
Synthese von Matrixproteinen postuliert.®':98:100.101.105.121,79

Auch fur IGF-I konnte unter Cortisonbehandlung ein Mangel sowohl im Blut als

auch in der Wundfliissigkeit nachgewiesen werden.*®"""'3” Dennoch ergaben
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Therapieansatze mit lokaler IGF-I Therapie sehr unterschiedliche Ergebnisse.
Einerseits wurde eine verbesserte Wundheilung diabetischer oder kortison-
induzierter Wunden unter lokaler IGF-I Therapie beobachtet.'®'?® Andererseits
konnten diese positiven Effekte der lokalen |IGF-I Applikation auf die
Wundheilung in weiteren Studien nicht bestatigt werden. "%

In diesem Zusammenhang wurde zur Effektivitatssteigerung der lokalen IGF-I
Therapie die kombinierte Gabe mit verschiedenen insulin-like growth factor
binding proteins (IGF-BP) untersucht. Hierbei wurde sowohl eine Steigerung®
als auch Verschlechterung®® der Wirksamkeit der lokalen IGF-I Therapie
festgestellt. Conover beschreibt, dass durch eine Bindung des IGF-I an seine
IGF-BP die Downregulation der IGF-I Rezeptoren (IGF-IR) gehemmt werden
kann. Hieraus leitet er die Forderung eines FlieRgleichgewichtes der IGF-I|
Besetzung am IGF-IR ab.®' Allerdings scheint hier das molare Verhaltnis von
appliziertem IGF-l zu IGF-BP entscheidend zu sein. So konnte nur ein molares
Verhaltnis von 11:1 und 5:1 signifikant die Wundheilungsparameter der Wunden
steigern, wohingegen ein Verhaltnis von 1:1 nicht zu einem positiven Effekt
fihrte.%® In einem Verhaltnis von 1:1 scheint das IGF-I am IGF-BP weitgehend
komplett gebunden zu sein und erst ab einem molaren Verhaltnis von 5:1 IGF-
BP:IGF-I kdnnen die IGF-BPs durch eine konstante Abgabe von IGF-I, dessen
Verfugbarkeit am Rezeptor erhdhen und so zu einem positiven Effekt auf die
Wundheilung beitragen.®® ® Dieser positive Effekt der IGF-BPs in bestimmten
molaren Konzentrationen scheint auf der kontinuierlichen Freisetzung von
ungebundenem IGF-| in das Wundmilieu zu basieren. Dies steht im Einklang
mit den Beobachtungen, dass ungebundenes IGF-I im Wundmilieu schnell
durch Proteasen abgebaut wird,”® und dass eine hochdosierte lokale IGF-I
Applikation zu einer Downregulation der IGF-I Rezeptoren fiihrt.?®
Puolakkainen et al. beschrieben signifikante Unterschiede von lokal applizierten
TGF-beta auf die Wundheilung in Abhangigkeit von dem jeweils benutzten
Tragersystem.”™ So muss von dem verwendeten Tragersystem gefordert
werden, die Bioaktivitat des verwendeten Wachstumsfaktors im Wundbereich
zu erhOhen, ohne dass es zu einer Downregulation der IGF-I Rezeptoren, zu

einem schnellen proteolytischen Abbau des freien IGF-I, sowie zu einem
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unnoétigen Verlust des Wachstumsfaktors in die Umgebung (z.B. Auslaufen aus
den Wundgebiet, Aufsaugen durch Kompressen) kommt .

Auf diesem Hintergrund entwickelte das Deutsche Zentrum fur Biomaterialien
und Organersatz (BMOZ) einen Verband bestehend aus zwei Komponenten,
der eine kontinuierliche und gezielte Abgabe des Wachstumsfaktors IGF-I
ermdglicht. Auf einen Hydrogel Wundverband (Hydrosorb comfort®, Hartmann
AG) wurde eine 100 mm? grof3e PVA-Folie aufgebracht. In diese PVA-Folie
wurde zuvor das IGF-l gleichmalig so eingearbeitet, dass sich in den
verwendeten 100 mm? groRen PVA Folienabschnitten jeweils 10ug IGF-I
befanden. Zudem wurde die Textur der PVA Folie so gestaltet, dass ein
Kanalsystem ein moglichst ungestortes AbflieRen des Wundexsudates
ermdglichte. In vitro Analysen konnten eine kontinuierliche Freisetzung von
96,6% des eingearbeiteten IGF-I innerhalb der ersten 60 Minuten nachweisen.
Danach erfolgte keine weitere signifikante Freisetzung mehr.

In dieser Studie sollte nun untersucht werden, welchen Effekt kontinuierlich und
lokal appliziertes IGF-I auf die Wundheilung im Tiermodell hat. Dazu wurden
insgesamt 5 Versuchstiergruppen gebildet. Allen Tieren wurden am OP Tag
0,502cm? messende Vollhautdefekte im RUlckenbereich gesetzt. Zwei der
Versuchstiergruppen bestanden aus gesunden Tieren (V und V-I), wobei die
Gruppe V mit dem Kontrollverband und die Gruppe V-l mit dem neuen IGF-I
Verband behandelt wurde. Man konnte hier zeigen, dass bei gesunden Tieren
keine Verbesserung der Wundheilung durch den IGF-I Verband erreicht werden
kann. Da es unter Bedingungen der ungestorten physiologischen Wundheilung
nicht zu einem Mangel an lokalem IGF-I kommt, entspricht dieses Resultat den
zu Grunde liegenden pathophysiologischen Beobachtungen. Bei den drei
weiteren Versuchstiergruppen wurden durch die Applikation eines Depot-
Kortison-Praparates Wundheilungsstorungen induziert.

Im Einklang mit vielen Studien und klinischen Beobachtungen konnte die
Wirksamkeit des Kortisons zur Induktion von Wundheilungsstérungen bestatigt
werden. Die Tiere mit Kortisonapplikation und Behandlung durch den
Kontrollverband zeigten signifikant grof3erer Wunden als gesunde Tiere. Der

nachsten Gruppe wurde ebenso Kortison appliziert. Hier lie} sich zeigen, dass
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durch die lokale Therapie mit kontrolliert abgegebenen IGF-I signifikant kleinere
Wunden als im Vergleich zur Therapie mit dem Kontrollverband erreicht werden
konnten. Die Verbesserung des Wundheilungsniveaus fuhrte zu einer
Aufhebung der Wundheilungsverzogerung. Die Wundheilung von mit dem
neuen IGF-1 Verband behandelter Kortisontiere unterschied sich statistisch nicht
mehr von der Wundheilung gesunder Tiere. Dies bestatigt die Ergebnisse von
Suh et. al., der durch lokale Infiltration von Hunt-Schilling Wundkammern mit
IGF-I eine deutliche Verbesserung verschiedener Wundheilungsparameter der

125 Eine weitere

durch Kortison verzdgert heilenden Wunden zeigen konnte.
Versuchstiergruppe aus der Kortisonreihe wurde mit in Methylzellulose-Gel
geléstem IGF-I und Kontrollverband behandelt (V-CMI). Auch hier liel3 sich eine
signifikante Verbesserung der Wundheilung gegenuber Tieren aus der
Kortisonreihe, behandelt mit dem Kontrollverband, nachweisen. Allerdings
konnte durch den neuen IGF-I Verband mit einer kontinuierlichen IGF-I Abgabe
eine signifikant effektivere Verbesserung der Wundheilung erreicht werden.
Dies bestatigt die Ergebnisse von Puolakkainen, der Vollhautwunden bei Ratten
mit TGF-R1, geldst in verschiedenen Tragersystemen, behandelte. Dabei
konnte die umfangreichste Steigerung der Wundheilungsparameter mit Hilfe der
Tragersubstanz erzielt werden, die konstant den hochsten Prozentsatz des

b."*  Jyung® und Hamon® konnten eine signifikante

gelosten TGF-31 abga
Verbesserung der Wundheilung nur durch Applikation von IGF-I gebunden in
bestimmten molaren Verhaltnissen an [GF-binding proteins (IGF-BP)
feststellen. Dies fuhrten die Autoren darauf zurlck, dass vermittelt durch die
IGF-BPs ein proteolytischer Abbau des IGF-I sowie eine Downregulation der
IGF-I Rezeptoren verhindert werden kann. Zusatzlich dienen die IGF-BPs als
Speicher fur das IGF-l, aus denen der Wachstumsfaktor zur konstanten
Belegung am Rezeptor kontinuierlich abgegeben wird. Die in dieser Studie
gewonnen Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch den neuen Verband mit
kontinuierlicher lokaler IGF-I Applikation, ahnlich der Therapie mit IGF-l im
Komplex mit den IGF-BPs, die kompromittierende Wirkung von Cortison auf die
kutane Wundheilung deutlich verringert werden kann. Die Applikationsform ist

hierbei entscheidend fir die Wirksamkeit des verwendeten Wachstumsfaktors.
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4.2 Proliferationsverhalten

Auf histologischer Ebene kommt es nach Glukokortikoidgabe zu einer
verminderten Entzindungsreaktion aller Immunzellen. So konnte gezeigt

912 und die Gesamtanzahl der

werden, dass die Differenzierung, die Funktion
Makrophagen/ Monozyten®" in Wunden durch Glukokortikoidgabe vermindert
werden. Barbul et al. konnte nach 75%iger Depletion aller T-Lymphozyten
durch Antikorper eine deutliche Hemmung der Heilung zeigen. Durch Gabe von
Methylprednisolon konnte im Tiermodell eine signifikante Reduktion der
Lymphozyten-Zahl im Granulationsgewebe nachgewiesen werden.''® Folglich
kommt es zu einer Suppression der Matrix-, Kollagen- und Epithelbildung sowie
der Angioneogenese.*®'?® Mit ein wesentlicher Grund dafiir scheint der durch
Glukokortikoide vermittelte Mangel an IGF-1 darzustellen.’®%'3 Durch
immunhistochemische Anfarbung des Proliferating Cell Nuclear Antigens kann
das Proliferationsverhalten in Wunden dargestellt werden. In dieser Studie
konnte der proliferationshemmende Effekt von Kortison auf die kutane
Wundheilung bestatigt werden. Es liel3 sich eine signifikant reduzierte Zahl
PCNA positiver Zellen unter Kortisonbehandlung gegeniiber gesunden Tieren
nachweil’en. Korrelierend zu den oben beschriebenen WundgréfRen konnte der
proliferationshemmende Effekt von Kortison durch den neuen IGF-I Verband
deutlich abgeschwacht werden. Das Proliferationsverhalten der Kortison-
Wunden, die mit dem IGF-I Verband behandelt wurden, unterschied sich
statistisch nicht mehr von dem Proliferationsniveau der Wunden gesunder
Tiere. Durch die Behandlung gesunder Tiere mit dem IGF-I Verband konnte
allerdings keine wesentliche Anderung des Proliferationsverhaltens erzielt
werden. Das Heilungsverhalten der einzelnen Gruppen bezogen auf die
WundgrofRen spiegelt sich also in dem durch die PCNA-Farbung dargestellten
Proliferationsverhalten in den Wundrandern wieder. Eine Ausnahme bilden hier
allerdings die Tiere aus der Cortisongruppe, die mit dem in Methylzellulose Gel
geldsten IGF-I behandelt wurden. Die Wunden dieser Tiere stellten sich zwar
am Ende des Versuches signifikant kleiner gegenuber der Kontrollgruppe dar,

das Proliferationsniveau entsprach aber dem der mit den Kontrollverband
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behandelten Tieren aus der Kortisongruppe. Durch die Therapie mit dem IGF-I
Verband konnte ein signifikant hoheres Proliferationsverhalten in den
Wundrandern der Kortisontiere erreicht werden als durch die Behandlung mit
dem in Methylzellulose Gel gelostem IGF-l. Die glukokortikoidvermittelte
Reduzierung der Proliferation konnte durch den IGF- | Verband aufgehoben
werden, durch in Methylzellulose Gel geléstes IGF-I nicht. Es ist also als
wahrscheinlich anzusehen, dass ein Grund fur die signifikant bessere Heilung
unter der Therapie mit dem |IGF-I Verband das signifikant hohere
Proliferationsniveau der Wunden ist. Die Ursachen flr das Ausbleiben der
Steigerung Proliferation durch die Therapie des in Methylzellulose Gel geldsten
IGF-1 bei zugleich signifikant kleineren Wunden gegenuber Cortisontieren,
behandelt mit dem Kontrollverband, bleibt ungeklart. Wahrscheinlich handelt es
sich hierbei um eine gesteigerte Wundkontraktion. Dieses Ergebnis bestatigt die
Beobachtung, dass die biologische Aktivitat eines lokal abgegebenen
Wachstumsfaktors von dem verwendeten Applikationssystem abhangig ist. So
ist es durchaus mdglich, dass in dem komplexen Ablauf der Wundheilung
einzelne Komponenten in Abhangigkeit des verwendeten Applikationssystems

in unterschiedlichem Ausmal} geférdert werden.

4.3  Angioneogenese

Far eine ungestorte Wundheilung ist eine suffiziente Angioneogenese
essentiell. Bereits in den frihen Wundheilungsphasen erweitern aktivierte
Endothelzellen durch Proliferation und Migration das Gefallnetz. Nach der
Bildung eines den Wundraum ausflllenden Kapillarplexus ist die Ausbildung
stabiler GefalRlumina sowie der Umbau bzw. Erhalt der neu gebildeten Gefalie
eine wichtige Komponente. Dem IGF-I kommt in diesen Prozessen
entscheidende Bedeutung zu.®*

Hashimoto et al. zeigten nun, dass vor allem durch lokale Glukokortikoidgabe
die Neovaskularisation zum Teil drastisch reduziert ist. Diese Ergebnisse

konnten durch unsere Studie bestatigt werden. Durch immunhistologische
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Farbung des Aktins der glatten Muskelzellen im Granulationsgewebe wurde die
Angioneogenese dargestellt und ausgewertet. Die Applikation von
Methylprednisolon fuhrte zu einer signifikant geringeren Zahl SMA positiver
Gefalllumina verglichen mit gesunden Tieren. Ein Grund fur die reduzierte
Gefallneubildung scheint in dem durch Cortison supprimierten IGF-I System
liegen zu kdnnen. Dies bestatigend liel3 sich bei gesunden Tieren mit intaktem
IGF-I System durch Therapie mit dem neuen IGF-I Verband keine
Verbesserung der Angiogenese erreichen. Die Therapie allerdings von
Kortison-Wunden mit dem neuen IGF-I Verband erbrachte eine signifikante
Steigerung der GefalRneubildung. Dies liegt im Einklang mit den Ergebnissen
von Chen et al., der durch Therapie mit IGF-I, dessen mitogene Potenz auf die
glatten GefalBmuskelzellen bestatigen und eine signifikante Steigerung der
glatten GefaRmuskelzellen nachweisen konnte.?? Aber auch der positive Effekt
von lokal appliziertem IGF-I auf die Gefallneubildung scheint von dem
verwendeten Tragersystem abhangig zu sein. Denn nur durch die Therapie mit
kontrollierter IGF-1 Freisetzung konnte die Angiogenese verbessert werden. Die
Therapie mit in Methylzellulose Gel geldstem IGF-I und somit unkontrollierter
Freisetzung des Wachstumsfaktors konnte die kortisoninduzierte Supprimierung

der Angiogenese nicht aufheben.

4.4  Systemischer IGF-I Spiegel

Bei chronischen Wunden konnte ein lokaler IGF-I Mangel festgestellt werden.
Daraus entwickelte sich der Therapieansatz der gezielten IGF-I Substitution.
Einige Studien mit systemischer IGF-l Therapie konnten eine Verbesserung der
Wundheilung bewirken. Allerdings sind Nebenwirkung wie Hypoglykamie,
Elektrolytverschiebungen und Odembildung zu bedenken.’® Eine gezielte
topische IGF-I Therapie soll zum einen die Effektivitat des eingesetzten IGF-I

erhohen als auch die systemischen Nebenwirkungen reduzieren. Zur
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Bestimmung des systemischen IGF-I Plasmaspiegels wurde den Tieren bei
Versuchsende Blut aus dem rechten Vorhof entnommen.

Es lieRen sich bei allen 5 Gruppen keine signifikanten Unterschiede der IGF-I
Plasmaspiegel bei Versuchsende feststellen. Einerseits konnte man keine
signifikanten Unterschiede zwischen gesunden und cortisonbehandelten Tieren
nachweisen. Andererseits wirkte sich auch die Applikation von IGF-I, sowohl
durch den neuen Verband als auch in Methylcellulose Gel gelost, nicht
systemisch auf den IGF-I Plasmaspiegel aus. Die ausbleibende Reduzierung
des systemischen IGF-I Spiegels unter Kortisontherapie kann bedeuten, dass
die in diesem Versuch gewahlte Dosierung des Kortisondepot-Praparates nicht
ausreichte den systemischen IGF-I Spiegel zu supprimieren. Da aber die
Kortisontherapie signifikant grolRere Wunden gegentber gesunden Tieren
ergab scheint es wahrscheinlicher zu sein, dass am 7. postoperativen Tag
bereits wieder eine Normalisierung des systemischen [GF-l Spiegels
eingetreten und eine Veranderung des Spiegels nicht mehr messbar war. Eine
Veranderung des systemischen IGF-I Spiegels am Versuchsende durch

topische IGF-I Therapie konnte nicht nachgewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Wachstumsfaktoren sind fur den ungestorten Ablauf der Wundheilung von
entscheidender Bedeutung. Folglich entwickelte sich aus der Beobachtung des
lokalen und systemischen Mangels an Wachstumsfaktoren bei chronischen
Wunden der Therapieansatz der gezielten Substitution einzelner Faktoren. Die
experimentelle lokale Therapie mit IGF-I ergab jedoch recht widerspruchliche
Ergebnisse. So scheinen die verwendeten Tragersysteme und die jeweils damit
verbundene Applikationskinetik von entscheidender Bedeutung fur die
Wirksamkeit einer lokalen IGF-I Therapie zu sein.

Hierzu entwickelte das Deutsche Zentrum fur Biomaterialien und Organersatz
ein Verbandsystem, bestehend aus zwei Komponenten, das eine
kontinuierliche und gezielte Abgabe des Wachstumsfaktors IGF-I ermdglicht.
Durch die kontinuierliche Freisetzung soll eine Downregulation des IGF-I|
Rezeptors sowie ein proteolytischer Abbau von ungebundenen IGF-| verhindert
werden. Aullerdem ermdglicht das Verbandsystem eine gezielte lokale
Therapie mit IGF-I. Ein Auslaufen aus dem Wundgebiet und ein Aufsaugen
durch Verbandsmaterialien werden so verhindert.

40 mannlichen Sprague-Dawley Ratten wurden 0,502 cm? grol3e
Vollhautdefekte am Rucken induziert. Diese Tiere wurden in funf Gruppen
eingeteilt. Die ersten beiden Gruppen bestanden aus gesunden Tieren, die mit
dem neuen Verband ohne IGF-I (Kontrollverband) (V, n=5) und mit dem neuen
Verband mit IGF-I (V-I, n=5) behandelt wurden. Den anderen 30 Tieren
applizierte man zur Induktion von Wundheilungsstorungen ein Depot-Kortison
Praparat subkutan. Es wurden drei Gruppen bestehend aus jeweils 10 Tieren
gebildet. Dabei behandelte man eine Gruppe mit dem Kontrollverband (V-C,
n=10), eine mit dem neuen IGF-I Verband (V-Cl, n=10) und eine mit in
Methylzellulose Gel geléstem IGF-I und Kontrollverband (V-CMI, n=10). Bei
allen Tieren wurden taglich Verbandswechsel durchgefuhrt. Nach 7 Tagen
erfolgte das Versuchsende, das Ausmessen der Wunden, die Tétung der Tiere

und die anschlieRende histologische Aufarbeitung.
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Die Behandlung gesunder Tiere mit dem neuen IGF-I Verband erbrachte
sowohl bezogen auf die Wundgroflie (V-1 vs. V; p=0,84), als auch bezogen auf
die PCNA- (V vs. V-, p=0,095) und die SMA-Expression (V-l vs. V: p=0,69)
keine Verbesserung der Wundheilung. Das Modell zur Induktion von
Wundheilungsstérungen durch praoperative Kortisonapplikation konnte
bestatigt werden. Auf histologischer Ebene erklart eine verminderte
Proliferations- (V vs. V-C, p=0,002) und GefalRneubildungsrate (V-C vs. V:
p=0,03) einen Aspekt der cortisoninduzierten Wundheilungsstérung. Die
Behandlung der durch Cortisonapplikation verzégert heilenden Defekte mit dem
neuen IGF-1 Verband erbrachte signifikant kleinere Wunden als die Behandlung
mit dem Kontrollverband (V-ClI vs. V-C, 23,7 vs. 44,5; p=0,0001). Sowohl die
WundgrofRen (V-CI vs. V: p=0,662) als auch die Zellproliferationsrate (V vs. V-
Cl, p= 0,254) und die Angiogenese (V-Cl vs. V: p= 0,7) von gesunden und von
mit dem neuen IGF-I Verband behandelten Kortisontieren unterschieden sich
statistisch nicht mehr von einander. Auch durch die Behandlung von
Kortisontieren mit dem in Methylzellulose geléstem IGF-1 und Kontrollverband
konnte eine signifikante Wundheilungsverbesserung erreicht werden (V-CMI
vs. V-C: p=0,0001). Allerdings erwies sich die Behandlung mit dem neuen IGF-I
Verband als signifikant effektiver gegenuber der Behandlung mit in
Methylzellulose geldstem IGF-I (V-CI vs. V-CMI: p=0,031). Dies kann dadurch
begriindet sein, dass die Applikation von IGF-I durch ein Methylzellulose Gel
die Proliferation (V-C vs. V-CMI, p= 0,481) und die Angioneogenese nicht
signifikant verbessern konnte (V-C vs. V-CMI: p= 0,78).

Die kontinuierliche lokale Applikation des IGF-I durch ein neues Verbandsystem
erwies sich gegenuber einer lokalen Therapie mit unkontrollierter IGF-I
Freisetzung signifikant Uberlegen. Die Beurteilung der Wirksamkeit einer
lokalen IGF-I Therapie kann nur unter Berucksichtigung der jeweiligen

Applikationsform erfolgen.
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Abkurzungsverzeichnis

7 Abklrzungsverzeichnis

Mg M Gramm IGF-IR Insulin-like Growth
% Prozent Factor —I Rezeptor
°C Grad Celsius KD Kilo-Dalton
ADP Adenosindiphosphat M-CSF Macrophage Colony
APTEX Aminopropyltriethoxy- Stimulating Factor
silane max. maximal
BMOzZ Deutsches Zentrum fiir Bio- mg Milligramm
materialien u. Organersatz min Minute
BSA Bovine-Serum-Albumin, min. minimal
Rinderalbumin mi Milliliter
C5 Komponente des mm Millimeter
Komplement-Systems mMRNA messenger Ribo-
cm? Quadratzentimeter nucleinsaure
DAB Diaminobenzidin MSA Multiplication-
EGF Epidermal Growth Factor Stimulating Activity
ELISA enzyme-linked immuno- n nano
sorbent assay p p-Wert
FGF Fibroblast Growth Factor PBS phosphate buffered
FNf Fragments of fibronectin saline
g Gramm
GH Wachstumshormon ; PCNA Proliferating Cell
Somatotropin Nuclear Antigen
GM-CSF Granulozyten-Macrophagen PDGF Plateled Derived
Colony Stimulating Factor Growth factor
H,0; Wasserstoffperoxid PVA Polyvinylalkohol
ICAM Intercellular Adhesion Molcule SD Standard-Deviation
IFN Interferon TGF Transforming Growth
IGF-1/-11 Insulin-like Growth Factor | u. Il Factor
IGFBP Insulin-like Growth Factor TNF Tumor Nekrose
Bindungsproteine Factor
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Abkurzungsverzeichnis

Vvs.
VCAM

VEGF

Units

versus

Vascular Cell Adhesion
Molecule

Vascular Endothelial

Growth Factor
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Anhang

8 Anhang

Tabelle 11: Einzelwerte bei Versuchsende; WundgréRen in mm?, PCNA
positive Zellen pro mm?, SMA positive Gefalllumina pro mm?, systemischer

Plasma IGF-I Spiegel in ng/ml.

Versuchstier WundgréRen PCNA pos. SMA pos. sys. Plasma
in mm? Zellen/mm? Gefale/mm? IGF-I Spiegel
V1 23 7469 265 801
V2 25 4388 233 954
V3 20 5388 282 708
V4 28 4421 324 634
V5 35 6655 292 544
V-C 1 46 2721 215 636
V-C 2 48 3611 296 711
V-C 3 65 3711 226 779
V-C 4 41 3198 262 891
V-C5 51 3609 177 814
V-C 6 33 2837 264 811
V-C7 50 3687 193 645
V-C 8 38 3179 187 860
V-C9 36 4053 208 692
V-C 10 37 3421 253 653
V-1 18 5970 390 784
V-l 2 22 5681 329 887
V-1 3 28 4642 265 857
V-14 31 5015 288 693
V-1 5 25 3360 218 650
V-Cl 1 12 9889 222 835
V-Cl 2 20 4678 292 683
V-CI 3 31 2949 311 872
V-Cl 4 31 4510 317 798
V-CI 5 25 4922 273 601
V-CIl 6 23 4405 303 670
V-Cl 7 33 4259 196 1076
V-CI 8 14 5378 266 962
V-CI 9 15 4352 305 814
V-CI 10 22 7065 264 620
V-CMI 1 36 3363 242 845
V-CMI 2 28 3475 250 817
V-CMI 3 30 2496 149 618
V-CMI 4 29 2943 225 786
V-CMI 5 27 3750 145 733
V-CMI 6 37 3216 226 914
V-CMI 7 30 3576 291 620
V-CMI 8 35 3555 227 697
V-CMI 9 31 4889 186 684
V-CMI 10 29 3485 241 705
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