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Ubersicht

In diesem Artikel geht es hauptsachlich um die mittlere Phase der Wundheilung mit der
Epithelisierung und um eine neue Technologie auf Polymerbasis, die die endogene Aktivitat
von Wachstumsfaktoren anregen und die Epithelisierung beschleunigen kann.

Bei der Wundheilung werden die Zellfunktionen durch Wachstumsfaktoren, Zytokine
und |6sliche Mediatoren reguliert und koordiniert. In der Entzindungsphase Uberwiegen
entzindungsfordernde Zytokine. Spater, wahrend der Bildung von Granulationsgewebe
und Epithelisierung, wechselt das Wundmilieu von Entzindung zu Angiogenese,
Bildung von Bindegewebe sowie Vermehrung und Migration von Epithelzellen!™.

Daher produzieren Zellen in der Granulationsphase andere Wachstumsfaktoren

als in der friihen Entziindungsphase.

Mit dem ersten Ereignis der Wundheilung, der Akti-
vierung von Gerinnung und Thrombozyten werden
von den Thrombozyten am Ort der Verletzung hohe
Konzentrationen von vorgefertigten Wachstumsfak-
toren abgegeben®. Wahrend der anschliessenden
Entzindungsphase synthetisieren Neutrophile und
Makrophagen entziindungsfordernde Zytokine

wie Interleukine und Tumornekrosefaktor a und
setzen diese frei. Gleichzeitig wird die Entziindung
durch die Freisetzung von entziindungshemmenden
Zytokinen wie Interleukin-1-Rezeptorantagonist und
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Abbildung 1

Zellulére und molekulare Interaktionen wahrend der Entziindung und Bildung von
Granulationsgewebe bei der Wundheilung

Die frihe Entzindungsphase (A) ist durch den Zustrom von Entzindungszellen wie Neutro-
phile und Makrophagen gekennzeichnet. Das Zytokin-Mikromilieu wird von Interleukin 1 (IL-
1a, -1P), Tumornekrosefaktor (TNF) a, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und der beginnen-
den Produktion von entziindungshemmenden Faktoren wie Interleukin-1-Rezeptorantagonist
(IL-TRA) beherrscht. Spater, nach Bildung von Granulationsgewebe (B), wird das Mikromilieu
durch Wachstumsfaktoren wie den transformierenden Wachstumsfaktor (TGF) B, die
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)-Familie, den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF), den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) und den Granulozyten-Makrophagen-ko-
loniestimulierenden-Faktor (GM-CSF) beherrscht. In beiden Stadien liegt ein zellspezifisches
Expressionsmuster vor.

Interleukin 10 durch einen Teil der einwandernden
Makrophagen eingeddammt®. Entzindungshem-
mende Zytokine sind erforderlich, um die Entziindung
einzudammen und die Granulation einzuleiten. Diese
Phase wird von Wachstumsfaktoren dominiert, die

die Produktion von Bindegewebe (Mitglieder der
Familie des transformierenden Wachstumsfaktors

B, Bindegewebs-Wachstumsfaktor), die Angioge-
nese (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor)
anregen und Wachstumsfaktoren, die die Prolife-
ration und Migration von Keratinozyten férdern
(Fibroblasten-Wachstumsfaktor-2, 7, 10, transformie-
render Wachstumsfaktor a, Hepatozyten-Wachstums-
faktor). Schliesslich erfolgt der epitheliale Wundver-
schluss, die epidermale Barriere wird wiederhergestellt
und die Wundheilung abgeschlossen. In den nachsten
Wochen bis Monaten wird die frische Narbe umge-
bildet, bis eine reife Narbe mit veranderter Gewe-
betextur und reduzierter Kapillardichte entstanden
ist™. Abbildung 1 zeigt vereinfacht den Ablauf der
Wachstumsfaktor-Expression bei der normalen
Wundheilung.

Wachstumsfaktoren und ihre
Rezeptoren

Wachstumsfaktoren und Zytokine sind Proteine, die
von Zellen synthetisiert werden. Die Wirkungen von
Wachstumsfaktoren werden Uber zahlreiche Mecha-
nismen gesteuert, um auch in einem komplexen
Mikromilieu gewebe- oder zellspezifische Reaktionen
abzurufen.

Die De-novo-Synthese von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen wird strikt reguliert, nachdem die Zelle

die entsprechenden Reize erhalten hat. Ein anderer
Mechanismus ist die kontrollierte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren aus den intrazelluldren Orga-
nellen. In diesem Fall werden Wachstumsfaktoren

im Voraus produziert, in der Zelle in intrazellularen
Granula gespeichert und bei Aktivierung innerhalb von
Minuten freigesetzt. Thrombozyten sind ein hervor-
ragendes Beispiel. Wenn sie aktiviert werden (z. B. bei
der Blutstillung) wird eine komplexe Mischung aus
gespeicherten Wachstumsfaktoren in den Extrazel-
luldrraum abgegeben® (Tabelle 1). Im Allgemeinen

Tabelle 1.

Faktoren, die von aktivierten Thrombozyten freigesetzt
werden (angepasst von®)

Interleukin (IL)-1a

Interleukin (I-1p (Spuren)

Tumornekrosefaktor (TNF)-a

Interleukin (IL)-6 (Spuren)

Interleukin (IL)-7

Interleukin (IL)-8

Interleukin (I)-10 (Spuren)

Interferon (IFN)-y

Transformierender Wachstumsfaktor (TGF)-31

Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (bFGF)

Transformierender Wachstumsfaktor (TGF)-a

Thrombozytarer Wachstumsfaktor (PDGF)-AA

Thrombozytarer Wachstumsfaktor (PDGF-AB/BB)

Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)

Insulinahnlicher Wachstumsfaktor (IGF)1

Insulindhnlicher Wachstumsfaktor (IGF)2

Bindungsprotein des insulindhnlichen Wachstumsfaktors
(IGF-BP)3

Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-CSF)

CXCL1/2/3 (GRO)

CCL3/MIP-1a

CCL4/MIP-1B3

CCL5/RANTES

Loslicher CD40-Ligand (sCD40L)

Losliches endotheliales Adhdsionsprotein 1 (sVCAM-1)

Losliches interzellulares Adhasionsmolektl 1 (SICAM-1)

Plattchenfaktor 4 (PF4)

beta-Thromboglobulin (beta-TG)

ist die Konzentration der freigesetzten Wachstums-
faktoren im Extrazellularmilieu sehr gering. thre hohe
Wirkstarke ist durch ihre hohe Bindungsaffinitat fur
spezifische Wachstumsfaktor- oder Zytokinrezeptoren
bedingt. Die meisten dieser Rezeptoren befinden sich
auf der Zelloberflache. Mediatoren aktivieren ihre
entsprechenden Rezeptoren durch Veranderung der
dreidimensionalen Struktur und/oder Cluster-Bildung,
sodass das wachstumsfaktor- oder zytokinspezifische
Signal ins Zellinnere weitergegeben wird. Hier verar-
beitet das intrazellulare Signalsystem alle eingehenden
Signale und entscheidet Uber die spezifische Reaktion
der Zelle. Auf Rezeptorebene herrscht eine gewisse
Freizligigkeit. Einige Zytokine und Rezeptoren kénnen
mehrere unterschiedliche Rezeptoren aktivieren.
Andere Wachstumsfaktor- und Zytokinrezeptorpaare
sind hochspezifisch und einzigartig. In biologischen
Systemen kann die Expression von Rezeptoren regu-
liert werden. In einer Zellpopulation gibt es mogli-
cherweise Zellen, die einen bestimmten Rezeptor sehr
stark exprimieren, sodass diese Zellen extrem auf ihren
entsprechenden Wachstumsfaktor ansprechen. An-
dere Zellen exprimieren den Rezeptor nicht oder nur
sehr gering, sodass diese Zellen wenig oder Uberhaupt
nicht ansprechen. Darlber hinaus stossen einige

Zellen Rezeptoren ab. Dabei werden Rezeptoren
kontrolliert und proteaseabhangig von der Zellober-
flache entfernt, sodass die Zelle nicht mehr auf die
entsprechenden Wachstumsfaktoren oder Zytokine
reagiert. Eine vierte Ebene bei der Regulierung von Ef-
fekten von Wachstumsfaktoren bzw. Zytokinen betrifft
die Bindung an die Extrazelluldrmatrix. In diesem Fall
werden Wachstumsfaktoren produziert, freigesetzt
und mit hoher Affinitat an Molekule der Extrazellular-
matrix des Bindegewebes gebunden. Auf diese Weise
werden Wachstumsfaktoren und ihre Aktivitaten sehr
elegant auf bestimmte Bereiche in einem Organ oder
Gewebekompartiment beschrankt. Diese Wachstums-
faktoren konnen inaktiv sein und nur aktiv werden,
wenn sie durch Gewebeumbau oder Proteasen, die
MatrixmolekUle abbauen, aus ihren Matrixspeichern
freigesetzt werden®®. Bemerkenswert ist, dass einige
Aktivitaten der Wachstumsfaktoren durch Interaktion
mit den Matrixmolekulen oder ihren Abbauprodukten
potenziert werden kénnen (z. B. Vermittlung einer
besseren Bindung an ihre Zellrezeptoren, Co-Stimu-
lation”#). Thre Aktivitat kann auch vor dem Abbau
geschutzt werden (z. B. durch extrazellulare Pro-
teasen®)).

Insgesamt sind Wachstumsfaktoren und Zytokine ein

wesentlicher Teil der Kommunikation zwischen Zellen.

Die spezifische Kommunikation tUber Wachstumsfak-

toren und Zytokine kann auf mehreren Ebenen durch

folgende Prozesse gesteuert werden:

« Regulierung der De-novo-Synthese

« Sekretion von vorgeformten Wachstumsfaktoren
oder Zytokinen aus intrazellularen Speichern

« Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus Reservoirs
der extrazellularen Matrix

« Kontrolle der Zielzellempfindlichkeit Gber die Rezep-
torexpression und -reduktion

« Integration mehrerer intrazellularer Signalwege.

Raumliche Expression von Wachstumsfak-
toren — epitheliale-mesenchymale Interak-
tionen

Bei der Wundheilung organisiert die Kommunikation
zwischen Zellen die Wundheilung. In der Entzun-
dungsphase dominieren Entziindungszellen (neutro-
phile Granulozyten und Monozyten/Makrophagen) die
Kommunikation tber IL-1 und TNFa. Spater besiedeln
andere Monozyten/Makrophagen das primitive Granu-
lationsgewebel®. Die Expression von entzindung-
shemmendem IL-10, die Angiogenese, einschliesslich
vaskularem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF),
und Mitglieder der TGF3-Familie, férdern die Produk-
tion von neuer Extrazellularmatrix und die Angioge-
nese.

Bei Keratinozyten und Mesenchymzellen (Fibroblasten
und Endothelzellen) ist ein interessantes Muster fur
die Wechselwirkung von Zellen untereinander zu
beobachten; Keratinozyten und die zugrunde lie-
genden Fibroblasten interagieren eng Uber parakrine
Mediatorschleifen®. Keratinozyten geben Faktoren
wie IL-1a ab, die die Expression von Wachstumsfakto-
ren bei Fibroblasten fordern (z B. FGF7, HGF), die sich
wiederum auf die Proliferation und Migration von Ke-



ratinozyten auswirken!®!"l. Dieses Verstarkungssystem
ist sehr potent und ausserst effektiv. Beispielsweise
fuhrt die Blockierung der HGF-Funktion im gene-
tischen Tiermodell zu schweren Wundheilungsstérun-
gen?. In anderen Fallen wurde klar, dass ein Mangel
an bestimmten Wachstumsfaktoren oder Zytokinen
durch ahnliche oder Uberlappende Wachstumsfak-
toreffekte kompensiert werden kann (Redundanz)
(13151, Jbertragen auf den Menschen bedeutet eine
Wundheilungsstorung, dass mehrere Sicherheits- und
Sicherungsmechanismen den Verlust des normalen
physiologischen Gewebereparaturmechanismus nicht
kompensieren konnen.

Epithelisierung — Grundmechanismus

Der epitheliale Wundverschluss ist die wichtigste Kom-
ponente und letztendlich das Ziel bei der Wiederhers-
tellung der Hautbarriere. Die Epithelisierung erfordert
die Proliferation und Migration von Keratinozyten.
Beide Prozesse werden von Wachstumsfaktoren, Kom-
ponenten der Extrazellularmatrix und ausgewogener
Proteasenexpression angetrieben. Grob vereinfacht
stellen Molekule der Extrazellularmatrix Anreize dar,
die in Kombination mit der richtigen Wachstumsfak-
tormischung die Migration von Keratinozyten stimu-
lieren®'71. Die wichtige Rolle der Proteasen wurde in
genetischen Tiermodellen deutlich, bei denen einzelne
Proteasen fehlten und die epitheliale Wundheilung
verzogert war'®. Die Rolle der Wachstumsfaktoren
steht im Mittelpunkt intensiver Forschungen, deren
Ziel die Stimulation der Epithelisierung mit lokaler
Applikation von Wachstumsfaktoren ist. Bei der
normalen Heilung tragen zahlreiche verschiedene
Wachstumsfaktoren zur Epithelialisierung bei (Tabelle
2). Offensichtlich tragen verschiedene Wachstumsfak-
toren aus unterschiedlichen Zellquellen zur Migration
von Epithelzellen bei. Andererseits kann man durchaus
mutmassen, dass es einen Synergismus zwischen
einzelnen Faktoren gibt, der eine solide biologische
Reaktion in Richtung der komplexen Mischung in vivo
bewirkt!".

Morphologisch beginnt die Epithelialisierung von
den Wundrandern und von noch lebensfahigen
Hautanhangsgebilden in oberflachlichen Wunden/
Gewebedefekten. \Wenn Keratinozyten die geeigne-
ten Wachstumsfaktorreize erhalten, beginnen sie

zu wandern und verschliessen die Wunde. Bei einer
tiefen Wunde oder fehlenden Hautanhangsgebilden
mit Keratinozyten dauert die Epithelialisierung von den
Wundrandern bis zum Verschluss deutlich langer. Die
Migrationsdistanzen werden grosser, und der lange
Epithelialisierungsprozess ist anfallig fir Storungen
und eine verzégerte Heilung.

Konzepte zur Forderung der
Epithelisierung

Aus klinischer Sicht ist die Epithelisierung anscheinend
ein vernachlassigtes Thema wie eine aktuelle Umfrage
bei 236 klinischen Experten ergab. Uber 70 % der
Experten waren der Meinung, dass die Epithelisierung
in der klinischen Praxis nicht ausreichend beachtet
wird®??. Zur Beschleunigung der Epithelialisierung

konnen chirurgische Eingriffe wie Meshgraft-Spal-
thauttransplantationen, Lappenoperationen und
experimentelle Behandlungen wie die autologe/
allogene Keratozytentransplantation eingesetzt
werden. Angesichts der zahlreichen Patienten mit
komplexen Wunden ist es verstandlich, dass insbe-
sondere im ambulanten Sektor und in Pflegeheimen
nur ein geringer Teil dieser Operationen zur Verflgung
stehen. In praklinischen und einigen klinischen Studien
wurden neue Konzepte wie die lokale Applikation von
Wachstumsfaktoren mit teilweise vielversprechenden
Ergebnissen untersucht. Dennoch hat, abgesehen von
Becaplermin (PDGF-BB), kein Praparat den Weg in die
klinische Routine gefunden. Auch bei Becaplermin
gab es bei klinischen Studien Hinweise darauf, dass, je
nach applizierter Gesamtdosis, das Risiko fur syste-
mische Malignome signifikant steigt, sodass die FDA
Warnhinweise in der medizinischen Gebrauchsanlei-
tung veroffentlicht hat®!l,

Die Anwendung von autologen Keratinozyten

oder zweischichtigen Hautersatzpraparaten wurde
eingehend untersucht??. Wahrend in den USA einige
Produkte zugelassen wurden und erstattet werden,
ist die Zulassungs- und Erstattungsfrage in Europa
(Schweiz ausgenommen) negativ, sodass diese Thera-
pien routinemassig nicht verfugbar sind. Insgesamt
hangt die Forderung der Epithelisierung, abgesehen
von operativen Techniken, nur vom Mikromilieu des
gesunden Granulationsgewebes ab, das die richtigen
Anreize fur die Keratinozytenmigration bietet. Es gibt
keine speziellen nichtoperativen Therapiemdglich-
keiten flr die Beschleunigung des epithelialen Wund-
verschlusses, die routinemassig angewendet werden
kénnen.

Durch hydratisierte Polyurethane werden
Wachstumsfaktoren in komplexen biolo-
gischen Flussigkeiten angereichert

Eine neue Hypothese zur Beschleunigung der Wund-
heilung ging von der Frage aus: «Kann man die
Aktivitdt endogener Wachstumsfaktoren steigern,
die bereits im Wundbett vorhanden sind?» Bei
diesem Konzept wird argumentiert, dass bei guter
Praparation des Wundbetts mit gesundem Granula-
tionsgewebe die Wachstumsfaktoren in der richtigen
Mischung vorhanden sind. Die Verstarkung ihrer
Aktivitat konnte die weitere Gewebebildung und den
epithelialen Wundverschluss fordern.

Verschiedene Polymere wurden in Betracht gezogen.
Hydratisierte Polyurethane sind offenbar am besten
geeignet. Polyurethane werden haufig in Medi-
zinprodukten eingesetzt. Eine spezielle Klasse bilden
die hydratisierten Polyurethane. Prinzipiell reagieren
chemische Vorlaufer und bilden ein weiches, klares,
wasserhaltiges Polyurethangel, das zu Verbanden
geformt oder beispielsweise mit Ublichen Polyure-
than-Schaumverbanden kombiniert werden kann.
Diese hydratisierten Polyurethane haben zwei Funk-
tionen. Sie absorbieren Flussigkeit, geben aber auch
je nach Bedarf der Umgebung Wasser/Feuchtigkeit
ab. In komplexen biologischen FlUssigkeiten wird
Wasser sofort resorbiert, wahrend grosse Molekdle
das engmaschige Molekulsieb nicht durchdringen.

Tabelle 2.

Proliferation Migration

Epidermale Wachstumsfaktorfamilie

Epidermaler Wachstumsfaktor-

Thrombozyten, Makrophagen,

- Epi 529 530
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) rezeptor (EGFR) Fibroblasten ja ja
) Keratinozyten, Fibroblasten,
- Transformierender Wachstumsfaktor (TGF) a Epidermaler Wachstumsfaktor Makrophagen, Thrombozyten, jalm jal233!
rezeptor (EGFR)
Leukozyten
- Heparin-bindender epidermaler Wachstumsfaktor  pidermaler Wachstumsfaktor- . . ) 3536
(HB-EGF) rezeptor (EGFR), HER2, 3 Keratinozyten, Fibroblasten ja ja
Betacellulin
o . Epidermaler Wachstumsfaktor- : . ) 3839
Epiregulin rezeptor (EGFR), HER2, 3 Keratinozyten, Fibroblasten ja ja
- Neuregulin HER2, 3 Keratinozyten, Fibroblasten jal#o4n
Insulin-Familie
Insulinrezeptor, Rezeptor des
- Insulin insulindhnlichen Wachstums- B-Zellen des Pankreas oui® oui®!
faktors 1
Rezeptor des insulinahnlichen .
- Insulinahnlicher Wachstumsfaktor (IGF)-1 Wachstumsfaktors 1, Fibroblasten, Thrombazyten, jalo jalo
. Melanozyten, Hepatozyten
Insulinrezeptor
Fibroblasten-Wachstumsfaktor
- Fibroblasten-Wachstumsfaktor (aFGF)-1 Fibroblasten-Wachstumsfaktor- Fibroblasten jall jal#s4el
rezeptor 1¢, 2¢, 2b, 3¢
- Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)-2 Fibroblasten-Wachstumsfaktor- g ) cien jal4? jalée)
rezeptor ¢, 2¢
- Fibroblasten-Wachstumsfaktor-7 (KGF-1) Fibroblasten-Wachstumsfakior- Fibroblasten, Mesenchymzellen jaleosn jalb253
rezeptor 2b
- Fibroblasten-Wachstumsfaktor-10 (KGF2) Fibroblasten-Wachstumsfaktor- Fibroblasten, Mesenchymzellen jab4 jab4ss!
rezeptor 2b
- Fibroblasten-Wachstumsfaktor-22 (FGF22) fézre%?frsgeg “Wachstumsfakior- Keratinozyten jabss  neinis6s”
- Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor Vaskularer endothelialer . . .
58] [58,59]
(VEGP) A Rezeptor 1, 2 Keratinozyten, Makrophagen ja ja
Hepatozyten-Wachstumsfaktorfamilie
- Hepatozyten-Wachstumsfaktor [HGF] c-Met Flbroblasten, Mesenchymzellen, jal?e! jaltz27
Keratinozyten
- Makrophagen stimulierendes Protein [MSP] Ron Hepatozyten jalto! jaleoen
Granulozyten-Makrophagen-stimulierender Faktor Rezeptor des Granulo—. ) F|broblasten, Mesenchymzellen, 6 6
[GM-CSF] zyten-Makrophagen-stimulieren-  Keratinozyten, Makrophagen, oui oui
den Faktors [GM-CSFR] Leukozyten
High-Mobility-Group-Protein 1 [HMGB1] mehrere Leukozyten, Makrophagen jalt jal®!
Hitzeschockprotein 90 [HSP90] I[_Ealzp—ie]zceptor-Related Protein | Keratinozyten jaleel jale7.68l
Chemokine
- CXCL1/Gro-a CXCR2 Keratinozyten jal®! jalee7ol
- CXCL8/IL-8 CXCR1, 2 Keratinozyten jale jale.7ol
- CXCL10/1P-10 CXCR3 Keratinozyten jalee7
- CXCL1/IFTAC CXCR3 Keratinozyten jalr72
- CXCL12/SDFA1 CXCR4 Makrophagen jaled! jaled!
- CCL14/HCC CCR1 Keratinozyten jal®!
- CCL17/TARC CCR4 Keratinozyten jal”?!
- CCL22/MDC CCR4 Makrophagen jal®!
- CCL27/CTACK CCR10 Keratinozyten jaleo73
Acetylcholin nAChR, mAChR Zellen des peripheren jaran

Nervensystems, Keratinozyten

Angepasst von Seeger und Paller!™



Dieser Effekt wurde in der Materialkunde als «<mo-
lecular crowding» (MolekUlanreicherung) beschrie-
ben?3. Prinzipiell wird Wasser aus komplexen biolo-
gischen Flussigkeiten in eine Makromolekulstruktur
absorbiert. Proteine in dieser FlUssigkeit werden
angereichert, und im Fall von Enzymen steigt ihre
Aktivitat?¥. Kollagen wird besser in Bindegewebe
eingebunden?’ oder angereichert. Wachstumsfak-
toren sind aktiver (siehe unten). Diese Aktivitaten
konnen insgesamt die Wundheilung beschleunigen,
wie es bei praklinischen Tierversuchen zur Wundhei-
lung zu beobachten war.

Proteinanreicherung von komplexen
biologischen Flussigkeiten

Um diese Hypothese zu testen, wurde verdunntes
Serum mit hydratisierten Polyurethanen bebrUtet.
Der Versuchsaufbau ist in den Abbildungen 2 A-C
dargestellt. Wasser wurde zeitabhangig absorbiert.
Das Gewicht von hydratisierten Polyurethanen stieg
an, und das Volumen der nicht absorbierten Flus-
sigkeit nahm ab (Abbildung 2D). Bei der Protein-
konzentration (verdinntes Serum) nach 24 Stunden
Bebriten mit hydratisierten Polyurethanen war unab-
hangig vom unterschiedlichen Molekulargewicht/
der Proteingrésse (Abbildung 2F) in der nicht

absorbierten Flussigkeit ein eindeutiger Anstieg auf
235 % der Konzentration zu Beginn zu verzeichnen
(Abbildung 2E).

In den nachsten Versuchen wurde der Anreicherungs-
effekt fur Wachstumsfaktoren untersucht. Es wur-

den der Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) und
Wachstumsfaktoren, die aus Thrombozyten freigesetzt
werden (Thrombozyten-Releasate), untersucht. Der
Hepatozyten-Wachstumsfaktor ist ein sehr potentes
Mitogen fur Keratinozyten®® und wurde unabhangig
davon als Streufaktor entdeckt, weil er die Migration
von Keratinozyten einleiten kann®1. Thrombozyten-Re-
leasate ist eine komplexe Mischung aus Wachstums-
faktoren, Zytokinen und Chemokinen, die die
Fibroblasten-Proliferation sehr wirksam anregt®2®l. Der
Hepatozyten-Wachstumsfaktor wurde zu verdinntem
Serum hinzugegeben. Nach 24 Stunden wurde die
Ausgangskonzentration mit der Konzentration nach
Bebruten mit hydratisierten Polyurethanen verglichen.
Bei diesen Versuchen haben hydratisierte Polyurethane
die Konzentration des Hepatozyten-Wachstumsfaktors
auf 290 % erhoht. Aufgrund der komplexen Zusam-
mensetzung von Thrombozyten-Releasate wurde ein
Bioassay als primarer Endpunkt verwendet, um die
Anreicherungseffekte fir Wachstumsfaktoren von
hydratisierten Polyurethanen abzuschatzen.
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Selektive Absorption von hydratisierten Polyurethanen

Die Technologieplattform der hydratisierten Polyurethane hat ganz spezielle Eigenschaften. Bei Bebriitung mit wassrigen Flissigkeiten (A, B)
wird Wasser bevorzugt absorbiert. FUr Proteine gefarbte Querschnitte des Polymers nach Bebritung mit proteinhaltigen Flussigkeiten haben
gezeigt, dass die Proteine nach 24 Stunden nur in die ganz oberflachlichen Anteile des Polymers eingedrungen sind (C, blaue Farbung). Beim
mittleren und unteren Anteil war die Farbung kaum starker als die Hintergrundfarbung. In (D) ist die Volumenbestimmung nach Bebriten (24
Stunden) mit hydratisierten Polyurethanen dargestellt. Das Volumen nahm auf 55 % des Ausgangsvolumens ab (p = < 0,001). Die Protein-
konzentration stieg in der nicht absorbierten Fltssigkeit auf 235 % (p = < 0,001). Die Analyse der Grossenverteilung nach Bebriiten auf
10%-SDS-Polyacrylamidgelen ergab einen gleichférmigen relativen Anstieg der Proteine, unabhangig von ihrem Molekulargewicht (F).

Biologische Folgen der Anreicherung von
Wachstumsfaktoren durch hydratisierte
Polyurethane

Wahrend Proteine und Wachstumsfaktoren aufgrund
der selektiven Absorptionsfahigkeit von hydrati-
sierten Polyurethanen angereichert wurden, blieb
die entscheidende Frage, ob dies zu gesteigerten
biologischen Effekten fuhrt, offen. Fur den Hepa-
tozyten-Wachstumsfaktor wurde die Aktivitat in
Kratztests mit der HaCaT-Keratinozyten-Zelllinie
untersucht. Bei diesem Test werden die Keratino-
zyten so kultiviert, dass sie zusammenfliessen. Mit
einer Pipettenspitze wird die vereinigte Einzelschicht
verletzt (angeritzt). Die Zellen wandern, um den
Kratzer zu schliessen. Wir haben den freigelegten
Bereich nach 6 Stunden untersucht. Durch die kurze
Beobachtungszeit wird der konkurrierende Effekt
der Zellvermehrung auf ein Minimum beschrankt.
Jede Reduktion des Defektbereichs ist durch Mi-
gration und nicht durch Zellvermehrung bedingt.
Der Defekt bei Kontrollkulturen wurde mit 100 %
festgesetzt (Abbildung 3A). Bei Hinzufligen von
Hepatozyten-Wachstumsfaktor wurde der Ober-
flachendefekt auf 69 % reduziert (Abbildung 3B).
Dies ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass der
Hepatozyten-Wachstumsfaktor den epithelialen
Wundverschluss in vitro beschleunigt hat. Wenn He-
patozyten-Wachstumsfaktor vor dem Test mit hydra-
tisierten Polyurethanen bebrutet wurde, wurde der
Epitheldefekt auf lediglich 26 % reduziert. Hierbei
handelt es sich um eine massive Migrationsreaktion
der Keratinozyten (Abbildung 3C).

Beim Thrombozyten-Releasate wurde die Fibro-
blasten-Proliferation bestimmt. Die Fibroblasten-Pro-
liferation ist gegentber den nicht mit hydratisierten
Polyurethanen bebriteten Kontrollen dosisabhangig
auf bis zu 170 % angestiegen (Abbildung 4).
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Bioaktivitat von Wachstumsfaktoren, die mit hydratisierten Polyurethanen behandelt
wurden

Zusammenhangende Zellkulturen von HaCaT-Keratinozyten wurden in vitro verletzt. Nach
dem Zerkratzen mit einer Pipettenspitze wies der entsprechende freigelegte Bereich einen
Gewebedefekt auf, der langsam reepithelialisiert wurde (A, rechter Rand); der freigelegte
Bereich wurde auf 100 % festgesetzt. Bei Hinzufligen von Hepatozyten-Wachstumsfaktor
zum Kulturmedium wanderten die Keratinozyten schneller und schlossen den Defekt besser;
der Defekt betrug 69 % des Defekts der Kontrollen (B) (p =< 0,01). Wenn das Medium mit
Hepatozyten-Wachstumsfaktor mit hydratisierten Polyurethanen bebritet wurde, wurde der
Defekt auf lediglich 26 % reduziert (p = < 0,01). In der Abbildung sind die Werte dargestellt.
Diese Versuche haben eindeutig gezeigt, dass die Bioaktivitat des Hepatozyten-Wachstums-
faktors erhalten blieb.
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Wachstumsreaktion von menschlichen Fibroblasten auf Thrombozyten-Releasate, das
mit hydratisierten Polyurethanen behandelt wurde

Primare menschliche Fibroblasten wurden in 24-Well-Zellkulturplatten ausgesat (20.000
Zellen/Well). Nach 24 Stunden wurden die Zellen in DMEM gewaschen, und das Me-

dium wurde gegen das Testmedium (DMEM, 0,1 % FCS) ausgetauscht, das verschiedene
Konzentrationen von gepooltem Thrombozyten-Releasate (bzw. FCS fur die Kontrollen)
enthielt, die auf der X-Achse angegeben sind. Nach 4 Tagen wurde die Zellproliferation
mittels Neutralrot-Test bestimmt. Hellblaue Kreise stehen fur Medium mit unbehandeltem
Thrombozyten-Releasate, dunkelblaue Kreise stehen fur Thrombozyten-Releasate, das mit
hydratisierten Polyurethanen behandelt wurde, graue Rechtecke entsprechen der Medium-
kontrolle. Nach der Behandlung des Thrombozyten-Releasates mit hydratisierten Polyuretha-
nen kommt es zu einer deutlichen gesteigerten Proliferationsanregung (p =< 0,01).



Praklinische Studien zur Wundheilung
bestatigen eine bessere Epithelisierung

An einem grossen Tiermodell zur Wundheilung
wurde untersucht, ob hydratisierte Polyurethane

den epithelialen Wundverschluss beschleunigen
konnen. Spalthaut-Entnahmestellen heilen

schnell. Jeder Effekt, der Uber die genau abgestim-
mte normale Wundheilung hinausgeht, muss robust
und stark sein. Zwei Spalthaut-Entnahmestellen bei 5
Schweinen wurden jeweils mit einer Kontaktschicht,
die hydratisierte Polyurethane enthielt, oder mit einer
inerten Silikon-Kontaktschicht behandelt. Die Wund-
heilung erfolgte bis Tag 4. Dann wurden die Wunden
prapariert und fur die histologische Untersuchung
verarbeitet. Um die Wirkungen der Kontaktschichten
zu vergleichen, wurde die Lange der vorgewachse-
nen Epithelspitze bestimmt.

Bei diesen Versuchen haben hydratisierte Polyurethane
die Epithelmigration angeregt. Sie betrug 3,99 + 0,51
mm gegenuber 3,23 + 0,43 mm bei den inerten
Silikonen (p = 0,015). Prozentual betrug die Epitheli-
sierungsstrecke 123,5 % von der des Verbands mit der
inerten Silikon-Kontaktflache (Abbildung 5).
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Schnellere Epithelisierung in vivo bei einem Schweinemodell mit Wundheilung bei
Spalthautwunden

Bei 5 Schweinen wurden Spalthautwunden am Rucken erzeugt. Zwei Wunden wurden bei
jedem Schwein mit einer Kontaktschicht, die hydratisierte Polyurethane enthielt, bzw. mit
einer inerten Silikon-Kontaktschicht behandelt. Die 4 Wunden bei jedem Schwein heilten 4
Tage lang. Die Abbildung zeigt das Ergebnis der histologischen Bestimmung der Spitze des
Migrationsepithels (schwarz gepunktete Linie). In reprasentativen Querschnitten von mit
Pan-Keratin angefarbten Wunden erscheint das Epithel braun. In (A) wanderte die Epithel-
spitze von Wunden, die mit einer Kontaktschicht mit hydratisierten Polyurethanen behandelt
wurde, vom Wundrand aus (weisse Pfeile) wesentlich weiter als bei Wunden, die mit einer
Kontaktschicht aus inertem Silikon behandelt wurden (B) (p = 0,015).

Bedeutung flr die menschliche
Wundheilung

Diese In-vitro-Ergebnisse und praklinischen In-vi-
vo-Ergebnisse unterstreichen einen neuen Thera-
pieansatz: molecular crowding!®!. Die Ergebnisse
sprechen dafur, dass bei Verwendung in Wund-
verbanden eine bessere oder schnellere Heilung
erzielt werden kann. Die Technologie geht weit
uber eine einfache Feuchtigkeitskontrolle hinaus.
Biologisch aktive Bestandteile der Wunde werden
verstarkt. Diese Arbeit bedeute eine Erweiterung von
friheren Arbeiten und hat gezeigt, dass verbesserte
biochemische Enzymreaktionen die Matrix-Abla-
gerung und -Produktion durch Fibroblasten stei-
gern. Eine Voraussetzung ist, dass grosse Molekule
wie Wachstumsfaktoren von der Absorption aus-
geschlossen werden, wahrend Wasser an das Netz
der grossen Molekule gebunden wird. Dies erfolgt
spezifisch, d. h. nicht alle Makromolekdle sind gleich
wirksam!#°l,

Aus klinischer Sicht kénnen die hier vorgestellten
grundlegenden Ergebnisse in einer Phase der pas-
siven Therapien, bei denen lediglich die Uberschus-
sige FlUssigkeit kontrolliert wird, die Wundheilung
wesentlich voranbringen. Sobald sich eine produktive
Granulation eingestellt hat, sind die fur die Heilung
erforderlichen Wachstumsfaktoren vorhanden. In
diesem Stadium kann die globale Bioaktivitat dieser
Faktoren im Wundmilieu verbessert werden, um die
Heilung zu beschleunigen. Diese Technologie konnte
die klinische Praxis verbessern. Die gilt umso mehr,
wenn man berlcksichtigt, dass es nur wenige nicht
chirurgische Méglichkeiten zur Beschleunigung der
Epithelisierung gibt.
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