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1. EINLEITUNG

1.1  KLINISCHE GRUNDLAGEN

Das Uberleben transplantierter Zellen erfordert eine frilhzeitige nutritive Versorgung, die
aufgrund des fehlenden vaskuldren Netzwerkes einer bioartifiziellen Haut primér jedoch
nicht gegeben ist. Ischdmie bewirkt die Freisetzung endogener biochemischer Stoffe, unter
anderem Wachstumsfaktoren, welche die Angiogenese (Ausbildung neuer Blutgefélie)
stimulieren [17,55,62].

Kommt es zu ener ischamischen Situation im Gewebe, entstehen molekulare
M echanismen, um der Ischamie so schnell wie moglich entgegen zu wirken. Es kommt im
ischamischen Gewebe zur Vasodilatation, um dem nun erhthten Sauerstoffbedarf des
Gewebes gerecht zu werden und auch zur Offnung zusitzlicher arteriovendser
Shuntverbindungen, sogenannter ,,choke vessels*. Sind diese Regulierungsmal3nahmen im
Gewebe nicht ausreichend und ist die ischdmische Schadigung nicht schon zu sehr
ausgepragt, werden energieabhangige, gewebestrukturelle Veranderungen in Gang gesetzt,
um den chronisch gesteigerten Sauerstoffbedarf auszugleichen: Es kommt zur
Angiogenese  [43]. All diese regenerativen Prozesse wie bel  der
Wiederherstellungssituation im Gewebe nach Ischamie sind auch bei Ersatztherapien nétig,

bei denen bioartifizielle Haut verwendet wird.

In der Wiederherstellung ist es zunéchst das Ziel, die bereits bestehende physiologische
GefaRarchitektur zu erhalten und somit das Uberleben des verwendeten Gewebes zu
sichern. Jedoch muss gesagt werden, dass es bis auf sehr wenige experimentelle Ansétze
derzeit kein etabliertes klinisches Verfahren gibt, welches nach akutem Beginn einer
schweren Gewebeischamie noch eine signifikante therapeuti sche Angiogeneseinduktion im
Zielgewebe bewirken kann [43]. Pharmakologische und mechanische Beeinflussung
bewirken hochstens eine Verbesserung der Mikrozirkulation mit dem Ziel, dass moglichst
wenig Gewebe der ischamischen Schadigung zum Opfer félt. Die postischdmische
endotheliale Dysfunktion im Kapillarbereich des Gewebes fihrt Uber mehrere
pathophysiologische Wege [56] erst zum Verschluss der kapillaren Strombahn und danach
auch  groRerer Blutgefdle und zum Untergang der davon  abhangigen
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Gewebekompartimente. Hingegen bestehen préoperativ. oder auch postoperativ bel
Vorliegen einer subakuten, nicht deletédren Gewebeischamie durchaus noch Mdglichkeiten
des Organismus, die Versorgung des Zielgewebes zu verbessern [43].

Der mégliche Nutzen der therapeutischen Angiogeneseinduktion liegt in der Verbesserung
der Behandlung schlecht vaskularisierter Wunden, die ohne Behandlung nicht oder nur
unter Bildung instabiler Narben heilen oder die eine Vaskularisierung von Spalt-, Vollhaut

und Hautersatzmaterialien nicht zulassen.

Ein grol3es Problem bei der biotechnologischen Herstellung von Haut ist das Fehlen eines
dermalen Gefdl3plexus und der daraus resultierenden progradienten Ischdmie der
transplantierten dermalen Matrix. Wird eine derartige Matrix verwendet, entwickelt sich
Klinisch haufig nur ein kollagenreiches Substrat. In den bisherigen experimentellen
Arbeiten hat sich gezeigt, dass eine verzogerte Vaskularisierung der Neodermis eine stabile
Integration der Matrix an der Wundoberflache und dadurch den Erfolg einer zweizeitigen
K eratinozytentransplantation nach Einheilung der Dermis behindert. Deshalb wurden viele
Anstrengungen unternommen, die dermale Matrix durch bioaktive Substanzen schneller
und zuverléssiger zu vaskularisieren [59]. Es konnte auch gezeigt werden, dass durch
Implantation von vitalen Zellen in einer Kollagen-GAG (Glykosaminoglykan)-Matrix eine
bessere Einheilung im Wundgrund erfolgt als durch humane Dermis alein [60].
Weliterfuhrende Experimente haben gezeigt, dass durch Co-Transplantation von dermalen
Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten in ener Biopolymermatrix eine
Verbesserung der Vaskularisierung erreicht werden kann [43].

Das Tissue Engineering stellt den kinstlichen Herstellungsprozess biokompatibler
Ersatzsysteme aus Werkstoffen und Zellen mit Einbeziehung endogener
Regenerationsprozesse des menschlichen Korpers dar. Es ist inzwischen zum integralen
Bestandteil der Regenerativen Medizin geworden.

Die plastische Chirurgie hatte durch ihr elementares Interesse an der Wiederherstellung
verloren gegangener Formen und Funktionen des Korpers durch |ebendes Gewebe von
Anfang an Beitrage zu diesem Gebiet geleistet und gleichzeitig frih erkannt, dass bei alen
bioartifiziellen Konstrukten die erfolgreiche Anwendung in vivo von einer ausreichenden
Vaskularisierung abhangig ist [43].



1.2 ANGIOGENESE

Als Angiogenese bezeichnet man das Wachstum von Kapillaren, wobel durch Aktivierung,
Migration und Proliferation von Endothelzellen aus vorbestehenden Endothel-
Perizytenverbadnden neue Kapillaren gebildet werden. Es handelt sich um enen sehr
komplexen Prozess, bel dem die zur Bildung der Gefé3wande notwendigen Endothel-,
Perizyt- und glatten Muskel zellen durch den Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial
growth factor) aktiviert werden [46].

Der Prozess der Angiogenese beginnt mit NO-vermittelter Vasodilatation von bereits
vorbestehenden Gefélien. Die Gefél3permeabilitdt nimmt in Antwort auf VEGF zu und
erlaubt die Aussprossungen der aktivierten Endothelzellen in das Bindegewebsstroma
durch eine partielle Desintegration der Basalmembran im Muttergefal3.

Die sich auf diese Weise neu geformten Blutgefaile konnen entweder als reife Kapillaren
oder sich zu grofReren vendsen oder arteriellen Gefalien weiterentwickeln, wobel besonders
komplexe Mechanismen im Bindegewebe eine Rolle spielen unter Einbeziehung von
Perizyten und glatten Gefal3muskel zellen.

Durch angiogenetische Stimuli wird die Migration der Endothelzelle richtungsbestimmt
und unterstitzt durch die Proliferation der benachbarten Endothelzellen. Hier spricht man
von der Entwicklung so genannter , buds* und , sprouts*. Nach Ausbildung eines Lumens
und Fusion zweier benachbarter aussprossender Endothelzellen beginnt der Blutfluss durch
die neu gebildete Kapillare [43].

Einen weiteren Angiogenesemechanimus, der aus bereits vorbestehenden Blutgefal3en
neue bilden kann, sellen die Langsteilung bestehender Endothelschlduche
(, intussusception*) und das axiale endotheliale Langenwachstum (,, pruning®) [37] dar.

Zu unterscheiden ist hiervon die Bildung von Blutgefdien durch endotheliale
Progenitorzellen, die auch als Vaskulogenese bezeichnet wird [11]. Die Entwicklung
embryonaer Blutgefél3e beginnt mit der Vaskulogenese, wobei sich endotheliae
Precursorzellen (Angioblasten) zu Endothelzellen differenzieren und welche spéter unter
anderem durch die Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF (basic fibroblast growth
factor) sowie ihre Rezeptoren beeinflusst werden [10]. Auch im adulten Organismus
konnen diese Endothelvorléuferzellen im Knochenmark und peripherem Blut gefunden

werden.



Werden Gefédl3e in ihrem Aufbau durch kontraktile Elemente verstarkt, spricht man von
Arteriogenese. Glatte Muskelzellen stabilisieren die Gefdlie durch Inhibition von
Endothelzellproliferation und -migration. Des Weiteren sind periendotheliale Zellen
metabolisch aktiv und exprimieren eine Vielzahl von vasoaktiven Peptiden und
Wachstumsfaktoren [12].

Eine vereinfachte Darstellung der drei unterschiedlichen Mechanismen ist in Abbildung 1

zu sehen.
- Angiogenese
Vaskulogenese (Endothelzellen) Arteriogenese
(endotheliale Vorlauferzellen) (Glatte GefiBmuskelzellen)
- wW L
8 — — NNV
0
Himangioblast
Kapillarplexus
Reifer Gefdlplexus
Sprossung &
Regression
Abb.1

Stadien der Gefél3aushildung (Abb. aus Kopp 2004 [35])



1.2.1 Steuerungsmechanismen in der Angiogenese

Mindestens drel verschiedene Regulationsmechanismen spielen bei der Angiogenese eine
Rolle:

- Proteine, die autokrin oder von benachbarten Zellen in parakriner Form sezerniert oder
aus der extrazelluléaren Matrix und lysierten Zellen freigesetzt werden,

- direkte Zell-Zdll-Interaktionen oder solche zwischen Zellen und extrazellularen Matrix
auf der Ebene der Zelloberflachen, Adhasionsmolekilen, Zytoskelettproteinen und
Integrinen

- proteolytische Enzyme, die entweder eine Modifikation dieser regulatorischen
Substanzen, Zelloberflachenmolekile und der extrazellul&ren Matrix bewirken oder direkt

mit der endothelialen Funktion interferieren.

Proteine spielen bei der Angiogeneseinduktion eine Schlisselrolle. Diese Substanzen sind
sehr unterschiedlich in ihrem Ursprung, Molekulargewicht, chemischer Zusammensetzung
und biologischer Wirksamkeit. Die meisten Faktoren mit héherem Molekulargewicht
gehoren dabei in eine der drei folgenden Substanzklassen, die die Angiogenese in vivo
regulieren:

1. Wachstumsfaktoren und Zytokine

2. Bestandteile der Zelloberflachen und der extrazelluldren Matrix

3. Proteasen

Um therapeutisch und Kklinisch fir angiogenetische Zwecke Anwendung finden zu kdnnen,
sollten diese Substanzen dabei fol gende Eigenschaften besitzen:

- die Fahigkeit zur Induktion und Stimulation einer kontrollierten Angiogenese in adultem
Gewebe,

- klar begrenzte Zelleffekte durch die Angiogenese mit vernachléssigbaren lokalen und
systemischen Nebenwirkungen,

- effektive Dosen bereits im Nano- und Pikomolarbereich mit Dosis-Wirkungs-Relation,
chemisch definierte Substanzen, die problemlos zu handhaben sind und

- ein breites klinisches Anwendungsfeld.

Diese Kriterien werden von der Gruppe der Wachstumsfaktoren und Zytokinen erfillt, die

sich zudem durch die Techniken der Biotechnologie und Molekularbiologie rekombinant
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in vitro herstellen und von extern applizieren lassen (proteinbasierte Therapie). Ein
weiterer Vortell dieser Substanzen liegt darin, dass sie parakrin von genetisch

modifizierten Zellen sezerniert werden kénnen [43].

1.3 VOR-UND NACHTEILE DER PROTEINBASIERTEN THERAPIE

Das Wissen um die Wichtigkeit einer ausreichenden Gewebeperfusion fir die
Wundheilung hat dazu gefihrt, dass versucht wurde, viele Mdglichkeiten zur Induktion
einer therapeutischen Angiogenese in vivo zu finden.

In der plastisch-chirurgischen Forschung wird die therapeutische Einflussnahme auf die
Angiogenese zurzeit auf vier unterschiedlichen Wegen umgesetzt:

1. die ein- oder mehrfache Applikation angiogenetischer Wachstumsfaktoren in das
gewunschte Ziel gebiet

2. die Transfektion von Zellen in vitro/vivo zur Modulation ihrer Genexpression

3. die Applikation von ex vivo praparierten Carriern zur gesteuerten Freisetzung von
angiogenetischen Proteinen

4. die Transplantation von adulten Stammzellen des Knochenmarkes oder des peripheren
Blutes[43].

Mit den wachsenden Erkenntnissen Uber die molekularen Mechanismen der
Angiogeneseinduktion und nach der erfolgreichen Erstanwendung von ,, Angiotropin® zur
Verbesserung der Uberlebensrate ischamisch gefahrdeter Lappengewebe [27] wurde
schnell der Ruf nach der klinischen Umsetzung proteinbasierter Studien laut.

Weiterfilhrende tierexperimentelle Studien, welche hauptsichlich mit VEGF*® und bFGF
als angiogenetische Signaproteine in vivo durchgeftihrt wurden, ergaben jedoch durchaus
widerspriichliche Ergebnisse [26]. Dies mag zum Tell an den unterschiedlichen
Tiermodellen, Applikationsmodi und Wirkstoffkombinationen in den jeweiligen Studien
gelegen haben [44]. Auch wegen der relativ kurzen Halbwertszeit applizierter
therapeutischer Proteine in vivo besteht inzwischen Einigkeit dartber, dass eine echte
Angiogeneseinduktion durch die proteinbasierte Therapie zumindest mittels VEGF'®
allein priméar nicht stattfindet. Stattdessen steht eine Stimulierung vasodilatorischer,
Stickstoffmonoxid-Synthase-gesteuerter Prozesse im Vordergrund [3,29]. Hierbei ist es
auch in Abhangigkeit vom verwendeten tierexperimentellen Modell von entscheidender
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Bedeutung, ob das Zielgewebe Uber eine bereits ausreichende vaskulére Kapazitét verfigt
oder ob das Zielgewebe primér hypovaskularisiert ist.

Bisher stellen experimentelle Studien zur proteinbasierten Therapie ischdmischer Gewebe
oder zur verbesserten Wundheilung mit mehr als 75% Literaturanteil (PubMed) die grofite
Gruppe innerhalb der Techniken zur therapeutischen Angiogeneseinduktion fur die
plastische Chirurgie dar [43]. Die meisten Publikationen zu diesem Thema aus den letzten
Jahren hatten beschrieben, dass viele angiogenetische Faktoren isoliert wurden, von denen
die am haufigsten verwendeten Wachstumsfaktoren mit angiogenetischer Potenz unter
anderem Vascular Endothelial Growth Factor/ Vascular Permeability Factor (VEGF/VPF),
und, -Fibroblast Growth Factor (FGF) sind.

VEGF und FGF entfalten ihre Wirkung direkt an den Endothelzellen. VEGF ist ein
homodimeres Glykoprotein (40-45 kD) (Abb. 2). Es entfdtet seine angiogenetische
Wirkung, indem es Uber die endothelialen Rezeptoren auf Zellen wirkt und letztendlich
den Vorgang der Angiogenese stabilisiert. VEGF wirkt in vivo und in vitro Uber die
endothelialen Rezeptoren mitogen [52]. Es wird in zeitlicher und rdumlicher Korrelation
mit physiologischen Ereignissen wéhrend der Angiogenese exprimiert [30,52]. VEGF
bindet sich mit einer hohen Affinitd selektiv an die Tyrosinkinase-Rezeptoren von
Endothelzellen und wird sowohl parakrin von Makrophagen, Fibroblasten, glatten
Muskelzellen und anderen Zellen als auch autokrin von Endothelzellen selbst synthetisiert
[43,52].

bFGF kann an Gefél3en die Proliferation aler drei Geféal3zellarten (Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Fibroblasten) stimulieren. Es wurde 1974 zum ersten Mal isoliert [24]. Es
wird als Polypeptid von einer Vielzahl verschiedener Zellen synthetisiert und liegt in zwel
verschiedenen Formen vor: as acidic FGF (aFGF) mit 16 kD und as basic FGF (bFGF)
mit 18 kD (Abb. 2). Im Gegensatiz zu VEGF ist FGF nicht allein spezifisch fir
Endothelzellen, sondern bindet sich auch an verschiedene Zelltypen wie zum Beispiel
glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Myoblasten. Durch die unterstitzende Funktion bei
der Degradierung von Kapillarmembranen, bei der Migration und Proliferation von
Endothelzellen und durch die Produktion von Plasminogen-Aktivator spielt es eine

wichtige Rolle in der Angiogenese.



Das Vorhandensein synergistischer Effekte von VEGF und bFGF um eine vollentwickelte
Angiogenese zu induzieren, wurde bereits von mehreren Autoren beschrieben
[2,7,14,28,33,50].

Abb. 2
Die Proteine VEGF und bFGF in ihrer molekularen Form dargestellt
(Quelle: www.3dchem.com/imagesof mol ecul es/1flt.j pg; www.bio.davidson.edu/.../Wheless/bFGF.j pg)
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14  FRAGESTELLUNG

Das Uberleben transplantierter Zellen erfordert eine friihzeitige nutritive Versorgung, die
aufgrund des fehlenden vaskuldren Netzwerkes einer bioartifiziellen Haut primér jedoch
nicht gegeben ist. Erprobte Techniken zur Verbesserung von Angiogenese, Arteriogenese
oder Vaskulogenese greifen auf die Gentechnologie und zell- und proteinbasierte
Therapien zurlck.

Der Einsatz von Wachtumsfaktoren zur Angiogeneseinduktion stellt  enen
vielversprechenden Ansatz dar. Ein Nachtell dieser proteinbasierten Therapien ist jedoch

die kurze biologische Halbwertszeit der angewendeten Substanzen in vivo.

Zidl in den in vitro Versuchen war es, die Kinetik der Proteinfreisetzung zu untersuchen.
Es stellte sich die Frage, ob sich durch ein Modell zur verléangerten Abgabe durch die
Einbindung von VEGF*® und bFGF in Fibrinkleber erzeugen lasst, welches fahig ist,

Proteine fur funktionelle Zwecke langsam abzugeben.

Untersucht wurde in den in vivo Versuchen das Modell aus den in vitro Versuchen. Die
angiogenetischen Effekte der bioaktivierten dermalen Matrices sowie die Klinischen

Ergebnisse in vivo sollten analysiert werden.

Im Rahmen der Untersuchungen standen dabel die folgenden Fragen im Mittel punkt:

1. L&t sich ein ,,Slow release’” Modell durch Einbindung von VEGF*® und bFGF in
Fibrinkleber in vitro erzeugen?

2. Kann durch ein solches ,,Slow release’”” Modell eine signifikante Angionenese in einer
bioartifiziellen dermalen Matrix in vivo generiert werden?

11



2. MATERIAL UND METHODEN

21 INVITRO EXPERIMENT

In den in vitro Versuchen haben wir untersucht, ob sich durch die Einbindung von
VEGF'®® und bFGF in Fibrinkleber ein ,,Slow release’” Modell erzeugen lasst, welches
fahig ist, Proteine fur funktionelle Zwecke langsam abzugeben und wie die Kinetik der
Proteinfreisetzung ist.

Zunéchst ging es um die Entwicklung einer Einschdtzung der Materialien, mit denen
gearbeitet werden sollte. Hierbei haben wir uns mit der Struktur der kollagenen Matrix
(Integra™, Integra Life Sciences, Plainsboro, N.J.) und den beiden Komponenten des
Fibrinklebers (Tissucol™ Duo 2 ml Immuno; Baxter AG, Wien, Osterreich; Once:
Thrombinldsung; Ersta: KleberproteinlGsung) ausel nandergesetzt.

Um die Fahigkeit und die Gesamtdauer der Proteinabgabe der Matrix in die PBS-Ldsung
ungeféhr einschétzen zu konnen, wurde mit einer Methylenblau-L6sung, welche die
Proteine der spéteren Experimente symbolisieren sollte, gearbeitet. Hierzu wurde 15 pl
Methylenblau auf die jeweils 6 zirkul&re 15 mm messende Kollagenkonstrukte gegeben
und in 500 pl PBS-L6sung fur 24 Stunden in einem 24-Well-Plate im Inkubator bei einer
Temperatur von 37°C aufbewahrt (Abb. 3).

Abb. 3
Links (Ansicht von Oben): Verfarbung der PBS- Lésung durch Methylenblau nach 24 Stunden in einem 24-
Well-Plate); rechts (Seitenansicht): Methylenblau enthaltende Matrix (rechts) im Vergleich zur
Kontrollmatrix (PBS) (links)

Um Eigenschaften und Zusammenstellung des Fibrinklebers kennenzulernen, haben wir 3
kugelférmige Proben, bestehend aus den beiden Komponenten des Fibrinklebers, geformt.

Es wurde hierbei eine nach der anderen Fibrinkleberkomponente gebraucht: 15 pl der
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ersten Komponente (Thrombinlésung) wurde auf eine Petrischale mit Hilfe ener
Eppendorfpipette gegeben. Anschlieflend wurden 15 ul der zweiten Komponente
(Kleberproteinldsung) auf eine Petrischale gegeben. Wir haben 15 ul Methylenblau in die
zweite Komponente hineingearbeitet, indem das Methylenblau auf den Tropfen der
zweiten Komponente gegeben und danach insgesamt 30 ul dieser Vermengung auf die
erste Komponente appliziert wurde. Danach wurden die kugelférmigen Proben des
Fibrinklebers gebildet. Diese Proben wurden ebenfalls in 500 ul PBS-Ldsung fur 24
Stunden in einem 24-Well-Plate im Inkubator bel einer Temperatur von 37°C aufbewahrt
und anschlief3end nach einer Einlagerung Uber Nacht beobachtet (Abb. 4a und b).

Ebenfalls haben wir eingefarbte kugelférmige Proben in die Matrix platziert (zuvor wurde
ein kleiner Defekt im Zentrum der Matrix gebildet) und die Farbabgabe nach einer Nacht
beobachtet (Abb. 5a und b).

AbD. 4a

Abb.4b

Abb. 5a Abb. 5b
direkt nach der Integration der geférbten Proben nach 24 Stunden
in die Integra™Matrix
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2.1.1 Versuchsmodell

In diesesm Modell wurden zirkuldre 15 mm messende Matrices mit unterschiedlichen
Protein- und Fibrinkleberkombinationen prépariert (siehe Gruppendesign und Abb. 6a).
Die Matrices wurden in 1000 ul PBS-LOsung in einem 24-Well-Plate im Inkubator bei
einer Temperatur von 37°C aufbewahrt. Die Proteinabgabe in die Uberstehende L&sung
wurde in festen Intervallen innerhalb von 2 Wochen mittels ELISA ermittelt.

2.1.2 Gruppendesign

Um die Abgabe der Wachstumsfaktoren zu bestimmen, haben wir zirkuldre 15 mm
messende Integra™ Matrices vorbereitet. Sie wurden in Gruppen A - D eingeteilt. Eine
Gruppe beinhaltete 3 Matrices (siehe Tabelle 1: Ubersicht der Gruppen). Wir wollten die
Proteinabgabe aus dem Fibrinkleber (Gruppe C) im Vergleich zur unmittelbaren
Applikation in die Matrix (Gruppe D) bestimmen, um eine Aussage Uber die Kinetik der

Proteinfrei setzung machen zu kénnen, die spater in den in vivo Versuchen Relevanz haben

wirde.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
PBS FK FK + WF WEF
Tabelle 1

Ubersicht der Gruppen in vitro und in vivo: FK= Fibrinkleber; WF= Wachstumsfaktor

In Gruppe A haben wir die Matricesin 1000 ul PBS aufbewahrt (Kontrollgruppe).

Gruppe B wurde mit Fibrinkleberl6sung (Once (12 pl), Ersta (12 ul)) behandelt. Zundchst
wurden 12 ul der ersten Komponente (Once) mit einer Pipette auf die Matrix gebracht,
danach wurden ebenfalls 12 ul der zweiten Komponente (Ersta) mit einer Pipette auf eine
Petrischale gebracht. Anschlief3end wurden 12 ul PBS-L6sung mit einer Pipette auf die
zweite Komponente gegeben und diese insgesamt 24 ul wurden nun auf das Gebiet der
Matrix appliziert, in dem sich bereits die erste Komponente befand.

In Gruppe C verwendeten wir eine Kombination aus Fibrinkleber, VEGF®® und bFGF
(Wachstumsfaktoren (VEGF*® (1ug) + bFGF (0,5 pg); zusammen 12 pl in geléster Form)
+ Fibrinkleber ((Once (12 pl), Ersta (12 ul)). Hier wurden diesmal die gesamten 12 pnl
Wachstumsfaktorkombination mit der zweiten Fibrinkleberkomponente vermischt und
anschlief3end auf die Matrix gebracht, auf der sich schon die erste Fibrinkleberkomponente

befand.
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Gruppe D beinhaltete ausschliefdlich die Wachstumsfaktorkombination und die PBS
Losung (VEGF*®® (1 ug) + bFGF (0,5 pg)) + 288 ul PBS-Lésung; 288 pul PBS-Losung,
weil diese Menge zusammen mit der Lésung der beiden Wachstumsfaktoren genau 300 pl
ergab und diese Menge aus praktischen Grinden einfacher anzuwenden war). Die
Wachstumsfaktoren haben wir zuerst auf die Matrices gebracht, danach die 288 ul PBS-
Losung. Die Wachstumsfaktoren konnten sich so gleichméal3ig in der Matrix verteilen.

Es wurde nicht wie im oben beschriebenen Teil in den Gruppen B und C mit den
kugelférmigen Fibrinproben gearbeitet. Die erste Komponente wurde mit einer Pipette auf
ein bestimmtes Gebiet der Matrix gebracht. Die zweite Komponente wurde mit einer
Pipette auf eine Petrischale gebracht, anschlief?end wurden die Proteine auf die zweite
Fibrinkleberkomponente gegeben. Diese insgesamt 24 ul wurden auf das Gebiet der
Matrix gegeben, in dem sich bereits die erste Komponente befand. Durch diese Einzelgabe
liefd sich eine Verklumpung der beiden Komponenten vermeiden. So konnten die Proteine
problemlos in das Konstrukt integriert werden, ohne dass die Matrix zusétzlich beschédigt
werden musste. Als Beispielfoto siehe Abb. 6a und b.

Abb. 6a Abb. 6b
eine zirkuldre 15mm messende Struktur der Integra™ Matrix mit
Integra™Matrix (Ubersichtsaufnahme) Fibrinkleber (sichtbar unten rechts) aus

mikroskopischer Sicht

2.1.3 Integra ™Matrix

Integra™ Artificia Skin Dermal Regeneration Template st en
zweischichtiges Membransystem, das as biologischer Dermisersatz dient. Die dermale
Ersatzschicht besteht aus enem pordésen Fasergerist aus kreuzvernetztem
Rindersehnenkollagen und einem Glykosaminoglykan (Chondroitin-6-Sulfat) (siehe Abb.
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6a, b und 7) [64,69]. Sie wird mit kontrollierter Porengrof3e hergestellt und hat eine
verlangsamte, definierte Abbaurate. Die epidermale Ersatzschicht besteht aus einer diinnen

Polysiloxanschicht (Silikon) zur Regulation des Feuchtigkeitsverlustes der Wunde.

Skizze der Struktur einer Integra™Matrix
(www.integra-ls.conv.../Integra%20DRT %20Demo.qgif)

2.1.4 VEGF™ und bFGF

VEGEF ist ein homodimeres Glykoprotein (40-45 kD) (Abb. 1), welches die Proliferation
und Migration der Endothelzellen stimuliert [18]. Inzwischen sind funf verschiedene
Subtypen (121, 145, 165, 189 und 206) bekannt, von denen die bekannteste und am
haufigsten therapeutisch eingesetzte Isoform das VEGF'® darstellt. Die verschiedenen
Isoformen unterscheiden sich in ihrer Lange und in ihrer Fahigkeit, an Heparin bzw.
Heparansulfat zu binden. VEGF wirkt in vivo und in vitro Uber die endotheliaen
Rezeptoren mitogen auf diese Zellen und entfaltet dadurch seine direkte angiogenetische

Wirkung.

bFGF wird a's Polypeptid von einer Vielzahl verschiedener Zellen synthetisiert und liegt in
zwei verschiedenen Formen vor: as acidic FGF (aFGF) mit 16 kD und as basic FGF
(bFGF) mit 18 kD (Abb.1). Im Gegensatz zu VEGF ist bFGF nicht allein spezifisch fir
Endothelzellen, sondern bindet an durchaus verschiedene Zelltypen wie zum Beispie
glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Myoblasten. bFGF bindet sich reversibel an
heparindhnliche Mol ektile und Heparinsul fatproteogl ykane.
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2.1.5 Fibrinkleber

Tissucol™ Fibrinkleber wird zur Blutstillung, Abdichtung, Gewebeklebung und
Unterstiitzung der Wundheilung eingesetzt, wenn mit konventionellen Methoden kein
gleichwertiger Erfolg erzielt werden kann.

Tissucol Duo Quick besteht aus zwei Komponenten: die erste Komponente (Once) besteht
aus Thrombin. Die zweite Komponente besteht hauptsichlich aus einem hoch
konzentrierten Fibrinogenkomplex und Plasmafibronektin, mit noch hinzugefigtem Faktor
X111 und Plasminogen.

Die beiden Komponenten im Duploject (Doppelspritzenhalterung) eingelegten
Fertigspritzen wurden vor den Experimenten in 1,5 ml Roéhrchen umgeflillt, so dass sie
einfacher mit der Eppendorfpipette entnommen werden konnten (siehe auch Beschreibung
Gruppendesign).

2.1.6 Auswertung ELISA

Es wurden Proben von alen Gruppen in festen Intervallen genommen. Die Gesamtmenge
von 1000 ul der Gberstehenden Ldsung wurde abpipettiert und wieder durch 1000 ul neue
PBS-L6sung alle 24 Stunden Uber 13 Tage lang hinweg ersetzt. Die gesammelten Proben
wurden bei einer Temperatur von -80°C aufbewahrt. Nach Entnahme der letzten Probe
wurde die Menge der Proteinabgabe mittels spezifischen bFGF und VEGF'®® ELISA
Sédtzen nach Anweisungen des Herstellers (Quantikine immunoassay kits nr. DFB 50 and
DVE 00, R&D Systems Inc. Minneapolis, MN) analysiert (siehe Abb. 8): die
Mikrotiterplatten wurden mit einem monoklonalen Antikérper (Maus) gegen die zu
bestimmende Substanz der Proteine VEGF'® und bFGF beschichtet. Die Platten wurden
mit den Proben, Standards und der Nullprobe pipettiert und inkubiert. Die zu bestimmende
Substanz hat sich an die Antikorper gebunden (Verkettung). Nach Inkubation und
Waschen (gepufferte Surfaktantlésung) wurde ein zweiter polyklonaler Antikorper
hinzugegeben, welcher an ein Enzym (Meerrettichperoxidase (HRP)) gekoppelt war. Nach
einer zweiten Inkubation und weiterem Waschen wurden die Mikrotiterplatten mit einer
Chromogenl6sung (Tetramethylbenzidin (TMB) mit Wasserstoffperoxid) beschichtet, die
mit dem Enzym reagierte und eine Farbreaktion hervorrief. Durch Zugabe einer
Saurelosung (2 N Schwefelsdure) wurde die Farbreaktion gestoppt und die Extinktion bel

einer Wellenlange von 450 nm mit Hilfe eines ELISA Mikroplattenlesers (Sunrise Tecan)
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quantifiziert. Die Absorption der Farbrektion stellte sich direkt proportional zur
Konzentration der zu bestimmenden Substanz in der Probe dar.

?—r‘—-—r ey ——y- - —

Abb. 8
Beispiel der Verwendung eines ELISA Satzes zur Ermittlung der Menge der Proteinabgabe in die Losung
(Mikrotiterplatte)

2.2 INVIVOEXPERIMENT

Zur Untersuchung des Einflusses von VEGF'®® und bFGF auf die angiogenetischen Effekte
in vivo wurde das Fibrin/Kollagen Konstrukt in 14 mm ziruklar messende Hautdefekte am
Rucken von nu/nu-Mausen integriert. Die Entnahme der implantattragenden Haut erfolgte
bei jeweils der Hélfte der Tiere zwei (Versuchsreihe A) bzw. vier Wochen (Versuchsreihe

B) postoperativ.

2.2.1 Tiermodell/ Tierversuchsantrag

Es wurde mit nu/nu-Mausen im Alter von sechs bis acht Wochen gearbeitet. Ihr Gewicht
betrug ca. 18-20 g (Abb. 9a und b). Alle Eingriffe, die an den Tieren vorgenommen
wurden, erfolgten nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes und hatten die Zustimmung
des Landesministeriums fur Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume | in Kiel unter
der Nummer 27/n/06. In alen Experimenten, bei denen mit Integra™ Matrices als

bioartifizieller Hautersatz gearbeitet wurde, dienten die nu/nu-Mé&use a's Versuchstiere.
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Abb. 9a
Nu/nu-Maus mit Kennzei chnung des zu entnehmenden Hautgebietes

Abb. 9b
Nu/nu-Mause

2.2.2 Gruppendesign

Die Gruppeneinteilung hinsichtlich der Vorbereitung der Matrices erfolgte analog zu den
in vitro Experimenten (siehe 2.1.2 und Tabelle 1). Es wurden je 24 Matrices implantiert.
Pro Versuchsreihe haben wir mit 12 Tieren gearbeitet (3 Tiere pro Gruppe, das bedeutet 6
Matrices pro Gruppe). In Versuchsreihe A wurde das Zielgewebe nach zwel Wochen, in

Versuchsreihe B nach vier Wochen entnommen.

Gruppe A Gruppe B Gruppe C Gruppe D
10




PBS FK FK + WF WF

Tabelle 1
Ubersicht der Gruppen in vitro und in vivo: FK= Fibrinkleber; WF= Wachstumsfaktor

2.2.3 Operationstechnik

Zunéchst wurden die Tiere kurz vor ihrer Operation mit Ketamin (Ketamin 10%®, Pfizer;
Karlsruhe, Germany, 0,0108 png pro Gramm des Korpergewichtes) und Xylazin
(Rompun®, Bayer; Leverkusen, Germany, 0,0024 ug pro Gramm des Korpergewichtes)
durch eine interperitoneal e Injektion anasthesiert. Das zu entnehmende Gebiet auf der Haut
wurde farblich gekennzeichnet (Abb. 9a). Anschlief3end wurden zirkuldre ca. 14 mm
messende Vollhautdefekte bilateral am Riicken einer jeden nu/nu-Maus gesetzt (Abb. 9c).
Die ausgestanzten 15 mm zirkul& messenden Integra™ Matrices wurden in den
Vollhautdefekt integriert. Die Matrices wurden spannungsfrei mit 8 resorbierbaren 4/0
Einzelknopfnahten (Serafit®, Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) fixiert (Abb. 9d). Nach
der Operation folgte der Verband mit Mepitedl® (Molnlycke Health Care GmbH
Erkrath, Deutschland) und Leukoplast® (BSN Medical, Hamburg, Deutschland). Zur
Sicherstellung der Qualitét des Verbandes wurde dieser in regelméalligen Abstanden
kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Die Ernghrung und Haltung erfolgte nach den
Richtlinien des Tierschutzgesetzes. Die postoperative Uberwachung der M&use in einem
Einzelkéfig erfolgte in der gemeinsamen Tierhaltung der Universitét zu Libeck alle 24
Stunden. Die Tiere erhielten durchgehend Wasser und Haltungsfutter fir Méause ad

libitum.

ca. zirkuléarer 14 mm messender Vollhautdefekt bilateral am Riicken der Nu/nu-Maus
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ﬁ?ebgirﬁon in den Vollhautdefekt der ausgestanzten zirkuldr 15 mm messenden Integra™ Matrix

2.2.4 Materialgewinnung

Nach zwei Wochen in Versuchsreihe A und vier Wochen (siehe Abb. 9e als Beispiel fur
den Zustand einer Matrix nach vier Wochen) in Versuchsreihe B wurde das Zielgewebe
der Haut entnommen (Abb. 9f und g). Vor Entnahme der Haut wurde jedes Tier mit einer
Uberdosis der firr die Anésthesie genutzten Zusammenstellung von Ketamin und Xylazin
getttet. Dem Zielgebiet, welches die in den Vollhautdefekt integrierte Integra™ Matrix
darstellte, wurden die Faden und die Silikonschicht entfernt. So konnte die Quantifizierung
dieses Gewebes spater unter optimalen Bedingungen stattfinden. Danach wurde die Haut -
mit der Innenseite nach oben- in einer Petrischale ausgebreitet (Abb. 9a). Nun wurden
noch storende Gewebereste (zum Bespiel Bindegewebe oder Fett), die das genaue
Abfotografieren der neu entstandenen Blutgefél3e in der Dermis hétten beeintréchtigen

kdnnen, entfernt.

Abb. 9e
Zustand der Matrix nach 4 Wochen

21



Entnahme des Ziel gewebes

ll‘ﬂ“\‘\ »

Abb. 9g
Ansicht der Innenseite der Matrix wahrend der Entnahme des Zielgewebes

2.2.5 Klinische Beobachtung

Alle Matrixgebiete wurden taglich auf Autokannibalismus oder Matrixverlust aufgrund
von Infektionen oder anderen Gruinden kontrolliert. Trat tatsachlich ein Matrixverlust oder
eine Kontraktur des Wundrandes oder der Matrix selbst auf, so mussten diese Tiere dann

durch andere, neu zu operierende Tiere ersetzt werden.

2.2.6 Segmentierung

Um das Wachstum der neu entstandenen Blutgefal3e in der Matrix zu quantifizieren, wurde
das Zielgewebe mit der Hautinnenseite in der Petrischale nach oben hin platziert und auf
einen Transilluminator gestellt (Abb. 10a). Ein Foto in TIFF (tagged image file format)-
Qualitét wurde aufgenommen (Abb. 10b), invertiert und segmentiert (Abb. 10c-d).
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Abb. 10a
Das Zielgewebe wurde mit der Hautinnenseite in der Petrischale nach oben hin platziert und auf den
Transilluminator gestellt. Es folgte eine Fotografie des Hautareals

Abb. 10b
Das Zielgewebe in der Petrischale auf dem Transilluminator in TIFF-Qualitét abfotografiert

Abb. 10c
Das Foto mit dem VesSeg-Programm invertiert
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Das segmentierte Foto mit den auszuwertenden Gebieten

2.2.7 Auswertung

Mit Hilfe des VesSeg-Programmes (Vessel Segmentation) konnte die Anzahl der neu
geformten Blutgefée quantifiziert werden [42] (siehe Abb. 10d). Es wurden drei
willklrliche Gebiete, die nicht operiert wurden, ausgewdahlt. Hieraus ergab sich eine
Durchschnittsanzahl von Blutgefélien, die als,,normales’ Hautgebiet als Referenzwert fir
die zu berechnenden Blutgefél3e aus den Matrixgebieten dienten. Die Prozentanzahl der
neuen Blutgefélie aus den operierten Gebieten konnte so errechnet werden.

2.2.8 Histologie

Querschnitte von jeweils 4 Matrices einer jeden Gruppe beider Experimente wurden
analysiert. Paraffinschnitte (5um) wurden mit Hamotoxilin/ Eosin und CD 31 geféarbt
(Abb. 14a und b). Eine immunohistochemische CD31 und Hamotoxilin/ Eosinfarbung
wurde durchgefuhrt.

Die immunohistochemische CD31-Farbung wurde durch die Verwendung einer
standardisierten Drei-Schritt Immunoperoxidasetechnik getétigt und Diaminobenzidin als
Chemogen verwendet. Die 5 um dicken Paraffinschnitte wurden 45 Minuten lang in eéinem
Decloaker (PBS-Puffer, pH 9.5) vorbehandelt und dann fur 25 Minuten mit dem priméren
polyklonalen Ziegenantikorper PECAM-1 inkubiert (Verdiinnung 1:60; Klon M-20: Santa
Cruz, CA, USA), gefolgt von einer Inkubation mit einem sekundéren Antikorper (biotin-
SP-conjugated Maus anti-Ziegen 1gG; Dianova, Hamburg, Deutschland; Verdinnung
1:50). Danach wurden die Schnitte fir 15 Minuten mit horse-raddish peroxidase (HRP,
Dako, Glostrup, Danemark) inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation ftr 10 Minuten mit
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DAB (Dako), wurden die Schnitte mit Meyer's Hamotoxilin gegengefarbt (Merck,
Darmstadt, Deutschland).

2.3 STATISTIK

Die Tabelenkalkulation wurde mit Microsoft Excel fur Windows durchgefihrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS 15.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) fur Windows unter der Verwendung des zweiseitigen t-

Tests. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 angenommen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 INVITRO EXPERIMENT

3.1.1 Auswertung ELISA

Bel der ersten Messung der Wachstumsfaktorkonzentration nach 24 Stunden wurden 9,7%
und 6,6% der urspriinglich angewendeten Menge von VEGF®®
detektiert (97,21 ng/ml +£13,45 und 66,37 ng/ml £10,25). Die korrespondierenden Werte
fur bFGF waren 1,7% und 0,19% (8,53 ng/ml +0,25 und 0,96 ng/ml +0,21). In den

Gruppen A und B lief3 sich keine Proteinabgabe detektieren. In den Gruppen C und D

in den Gruppen C und D

erfolgte der Nachweis einer kontinuierlichen Freisetzung von bFGF und VEGF'®* (iber 13
Tage (Abb. 11a und b), jedoch fielen die Mengen der Proteine schnell. Schon nach 48
Stunden fiel die VEGF®-Konzentration auf 48,71 ng/ml £8,12 und 31,59 ng/ml +4,51 in
den Gruppen C und D zurlck. Die korrespondierenden Werte fir bFGF waren 0,98 ng/ml
+0,23 und 0,33 ng/ml +0,07. Die VEGF*®-K onzentration lief nach 9 Tagen beinahe gegen
Null in Gruppe C und in Gruppe D war dies nach 4 Tagen der Fal. Die bFGF-
Konzentration fiel auf unter 0,05 ng/ml in Gruppe C nach 10 Tagen und in Gruppe D nach
6 Tagen. Nach 12 Tagen konnte noch eine signifikant hdhere Freisetzung von bFGF in der
Fibrinkleber enthaltenen Gruppe C als in Gruppe D (p<0,05) festgestellt werden. Die
VEGF*®-Freisetzung war nach 8 Tagen signifikant zuriickgegangen (p<0,05).

Die Einbindung der Wachstumsfaktoren in Fibrinkleber bewirkte eine signifikante
Verlangsamung der Freisetzung und somit eine verlangerte Verflgbarkeit der Proteine
(p<0,05). Das bFGF-Protein im Vergleich mit dem VEGF**Protein wurde starker und
langer in der Matrix gehalten, was eine verléngerte Proteinabgabe in die PBS-Ldsung
bedeutete.
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ELISA bFGF

= e FK+WF
1 T ——WF

Konzentration (ng/ml)
T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Zeit (Tage) =p<0.03

Abb. 11a

Abgabe von bFGF (a) und VEGF™ (b) in vitro. In den Gruppen C und D konnte eine kontinuierliche
Abgabe von bFGF (a) und VEGF'® (b) detektiert werden. An den Tagen 1 bis 12 konnte ein signifikanter
Unterschied in der Proteinabgabe zwischen den Gruppen C und D fur bFGF festgestellt werden (p<0,05) (a).
An den Tagen 1,2,4,5,6 und 8 wurde ein signifikanter Unterschied in der Proteinabgabe zwischen den
Gruppen C und D fiir VEGF' festgestellt (p<0,05) (b). Im Allgemeinen war die bFGF-Freisetzung in den
Gruppen C und D niedriger as es bei VEGF*® der Fall war.

ELISA VEGF
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£ 100 -
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5 . I\ . s FK+WF
B
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& DV —
0 5 10 15
Zeit (Tage) *=p<0,05

Abb. 11b
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3.2 INVIVOEXPERIMENT

3.2.1 Resultate Segmentierung

Neu geformte Blutgefél3e wurden im Hautersatz als die Prozentzahl der Blutgefél3e im
umgebenden Gewebe spezifiziert.

Vergleiche erfolgten zur Gruppe A und Gruppe D, Gruppe B und C und Gruppe C und D
(zwei und vier Wochen) (Abb. 12).

Nach 2 und 4 Wochen wies Gruppe A 17,5 +1,3% und 21,9 +1,0% und Gruppe B 22,8
+1,9% and 27,0 +£2,9% neu gebildete Blutgefalie auf. Die korrespondierenden Werte fur
Gruppe C waren 55,7 +2,9% und 80,0 +4,0% und fur Gruppe D 82,6 +4,0% und 62,3
+4,0%.

Zu beiden Zeitpunkten fiihrte die Anwendung von VEGF'®® und bFGF (Gruppe C und D)
zu einer signifikant hoheren Vaskularisierung im Hautersatz im Vergleich zu Gruppe A
und B (p<0,001). Unterschiede zwischen dem aleinigen Gebrauch von PBS oder
Fibrinkleber (Gruppe A und B) waren nur signifikant fur die Gruppe B nach zwei Wochen
(p<0,05), nicht jedoch nach vier Wochen (p=0,1).

Waéhrend die Vaskularisierung hoéher in Gruppe D nach zwel Wochen war (p<0,05),
konnten mehr Blutgefée nach vier Wochen in der Wachstumsfaktor mit Fibrinkleber
kombinierten Gruppe C detektiert werden (p<0,001). Das Verhdltnis énderte sich also nach
vier Wochen zu Gunsten der Gruppe C.

Bilder der unterschiedlichen Gruppen nach Entnahme des Zielgewebes nach zwel und vier
Wochen werden in Abbildung 13a und b gezeigt. Die dunkelroten Verféarbungen, die
teilweise in den Matrices zu erkennen sind, wurden durch Hamoglobin hervorgerufen
(Einblutungen wahrend der Gewebeentnahme). Sie wurden nicht vom VesSeg-Programm
als Blutgefélde identifiziert. Das Programm erkennt selektiv nur longitudinale Strukturen,
aber keine korpuskuléren Formen a's Blutgefalie.
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In vivo Werte 2 und 4 Wochen

100 ax

Gebiet der BlutgefiBe (%)

B2 Wochen
B4 Wochen
PBS FK FK+WF WF
*=p<(] 05
Gruppen 20,001

Abb. 12

Die Vaskularisierung der Matrices in vivo nach zwel und vier Wochen. Nach zwei Wochen wurden
signifikant mehr Blutgefal?e in den Gruppen C und D gefunden, im Vergleich zu den Gruppen A und B
(p<0,001). Signifikant mehr Blutgefélie traten in Gruppe D im Vergleich zu Gruppe C auf (p<0,001).

Nach vier Wochen wurden signifikant mehr Blutgefal3e in den Gruppen C und D gesehen, im Vergleich zu
den Gruppen A und B (p<0,001). Signifikant mehr Blutgefal3e wurden in Gruppe C im Vergleich zu Gruppe
D detektiert (p<0,05).
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PBS, 2 Wochen FK, 2 Wochen FK + WF, 2 Wochen WF, 2 Wochen
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Abb. 13a

Beispielbilder der unterschiedlichen Gruppen nach Entnahme des Zielgewebes nach zwei und vier Wochen.
Die dunkelroten Einfarbungen der Matrices wurden durch Hamoglobin hervorgerufen (Einblutung wahrend
der Gewebeentnahme). Sie wurden nicht vom VesSeg-Programm als Blutgefél3e interpretiert. Das Programm
erkennt selektiv longitudinale Strukturen, jedoch keine korpuskul@ren Formen a's Blutgefalie.

PBS, 4 Wochen FK, 4 Wochen FK + WF, 4 Wochen WF, 4 Wochen

Abb. 13b
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3.2.2 Histologie

Querschnitte von jewells 4 Matrices einer jeden Gruppe beider Experimente wurden
analysiert. Paraffinschnitte (5um) wurden mit Hamotoxilin/ Eosin und CD 31 geférbt. Eine
immunohistochemische CD31 und Hamotoxilin/ Eosinfarbung wurde durchgefihrt. Die
Antikoper, die fur die Farbung verwendet wurden, sind gegen CD31 gerichtet, welche von
alen Endothelzellen stark exprimiert werden und geeignet sind, die Angiogenese zu
beurteilen.

Gut definierte Blutgeféie wurden in alen Gruppen gefunden, es schien jedoch so, dass
mehr Blutgefél3e in den Gruppen, die mit Wachtumsfaktoren behandelt wurden, gefunden
wurden (sowohl nach 2 als auch nach 4 Wochen). Eine Quantifizierung der neu gebildeten
Blutgefélie fand nicht statt. Die Schnitte représentieren nur einen kleinen Ausschnitt der
gesamten Matrix und variieren auf3erdem noch innerhalb der jewelligen Probe.
Reprasentative Aufnahmen der Histologien werden in Abb. 14a und b gezeigt.

FK +WF

2 Wochen |

4 Wochen

Abb. 14a
Repréasentative Bilder der Histologieschnitte sind zu sehen. Farbung: Hamotoxilin und Eosin; 100-fache
VergrofRerung (a) Die Kollagenstruktur der Integra™ Matrix ist hier sehr gut zu erkennen.
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2 Wochen

4 Wochen

Abb. 14b

CD 31 Farbung; 200-fache VergroRerung (b). Auch hier ist die Kollagenstruktur der Integra™ Matrix gut zu
erkennen. Gut definierte Blutgefalie wurden in allen Gruppen gefunden, besonders in den Gruppen C und D
nach zwei und vier Wochen. Die Blutgefél3e sind in Abb. 14b mit weil3en Pfeilen markiert.

3.2.3 Klinische Beobachtung

In diesem Experiment ging es nicht um die Auswertung der Matrixverluste aufgrund eines
Infektes oder Kontrakturen der Wunde in bestimmten Gruppen, sondern um die
Quantifizierung der Angiogenese in den Zielgebieten der unterschiedlichen Gruppen. Es
wurden ausschliefdlich die Zielgebiete, die keine Kontrakturen oder Matrixverluste erlitten,
ausgewertet. Nur ein intaktes Zielgebiet war die Voraussetzung fur eine Quantifizierung.
Vor einer jeden Hautentnahme wurde das Zielgebiet standardisiert fotografiert.
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4. DISKUSSION

Diese Arbeit betont den Nutzen biodegradierbarer Tréager als Medium fur die lokale und

kontrollierte Bereitstellung von angiogenetischen Proteinen wie VEGF™® und bFGF.

Eine Anzahl von spezifischen Faktoren sind dafiir bekannt, die Angiogenese zu stimulieren
oder zu inhibieren. Hierzu zdhlen zum Beispie ,,vascular growth factors’,
inflammatorische Zytokine, Adhesionmolektile und Stickoxide.

Eine genaue Regulierung dieser Faktoren ist fiir eine effiziente Neovaskul arisation wichtig.
Verschiedene biologische Aktivitéten sind in den unterschiedlichen Phasen, von der
Initiierung bis zur Maturation der Angiogenese notwendig [18]. Einige
Wachstumsfaktorfamilien und Zytokine, die in der Lage sind, eine physiologische
Blutgefal3formation zu induzieren, sind bereits bekannt. In dieser Studie kénnen friihere
Forschungsergebnisse, die zeigten, dass die Angiogenese durch einige Wachstumsfaktoren
wie VEGF™ und bFGF erweitert werden kann, bestatigt werden [34].

Wachtumsfaktoren sind bioaktive Proteine, die wichtige Rollen in der Regulierung des
Wachstums und der Differenzierung spezifischer Zelltypen und as Zell-Zel
signalisierende Messenger in dem komplexen Prozess der Wundgenesung spielen [31,51].
Einige dieser Wachtumsfaktoren, einschliefdlich VEGF und bFGF, sind in die Regulierung
der Formation neuer Blutgefd3e durch die Angiogenese eingeschlossen [67]. VEGF und
FGF entfalten ihre Wirkung direkt an den Endothel zellen.

VEGF beinhaltet unterschiedliche biologische Aktivitdten. Es erhoht die mikrovaskuléare
Permeabilitét, Ubt mitogene Effekte auf endotheliale Zellen aus, stimuliert die Proliferation
und Migration der Endothelzellen, induziert die Expression interstitieller Kollagenase und
treibt die Magrophagenmigration an.

VEGF ist ein Schltsselmediator der Angiogenese wie auch ein potentes Mitogen fur
endotheliale Zellen und induziert eine Migration der endotheliden Zellen und ein
sogenanntes ,,sprouting’’ bel einer Hochregulation eniger endothelidlen Integrin
Rezeptoren [16].
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Andererseits ist VEGF dafur bekannt, bel aleiniger Gabe nur unstabile Gefél3strukturen
(,,leaky vessels’’) zu induzieren [9]. Frilhere Studien haben gezeigt, dass VEGF*® eine
temporére Angiogenese innerhalb weniger Tage induzieren kann [44].

VEGF ist ein homodimeres Glykoprotein (40-45 kD), welches die Proliferation und
Migration der Endothelzellen stimuliert [18]. Es entfaltet seine angiogenetische Wirkung,
indem es Uber die endothelidlen Rezeptoren auf Zellen wirkt und letztendlich den Vorgang
der Angiogenese stabilisiert. VEGF wirkt in vivo und in vitro Uber die endothelialen
Rezeptoren mitogen [52]. VEGF wird in zeitlicher und raumlicher Korrelation mit
physiol ogischen Ereignissen wéhrend der Angiogenese exprimiert [30,52].

Es bindet sich mit einer hohen Affinitét selektiv an die Tyrosinkinase-Rezeptoren von
Endothelzellen und wird sowohl parakrin von Makrophagen, Fibroblasten, glatten
Muskelzellen und anderen Zellen als auch autokrin von Endothelzellen selbst synthetisiert
[43].

VEGEF existiert in funf Isoformen (121, 145, 165, 189 und 206), von denen die bekannteste

F!% ist. Die verschiedenen

und am haufigsten therapeutisch eingesetzte Isoform VEG
Isoformen unterscheiden sich in ihrer Lange und in ihrer Fahigkeit, an Heparin bzw.
Heparansulfat zu binden. Durch diese Bindung sind sie in freier Form vorhanden, es bleibt
aber auch eine signifikante Fraktion an Zelloberflache und Extrazellularmatrix gebunden.
VEGF*®ist eine frei im Plasma geldste Form, kann aber auch an Heparin binden, wahrend
VEGF*® und VEGF*® eine hohe Affinitat zu Heparin besitzen und meist an heparinhaltige
Proteoglykane der extrazelluléaren Matrix gebunden sind. Die Interaktion von VEGF mit
heparindhnlichen Molekilen der Extrazellularmatrix ist fr eine Bindung an den Rezeptor
notwendig. Es sind vier transmembranndse Rezeptortypen auf Endothelzellen fur VEGF (1
bis 4) bekannt, die alle der Tyrokinaserezeptorfamilie angehtren [19,20,38,49,53]. Die
kirzeste Form mit einer Lange von 121 Aminosauren bindet weder an Heparin noch an die
extrazellulére Matrix. VEGF™ und VEGF'® sind lésliche Proteine, die beide ins Medium
F145

sezerniert werden. Daneben kommt noch die Isoform VEG
Affinitdt zu Heparin zeigt [48,63].

vor, die eine weniger starke

bFGF, ein anderer, gut studierter angiogenetische Faktor, kann diverse biologische Effekte
an vieen Zdltypen, einschliefdich endotheliden Zellen, hervorrufen und ist oft in
klinischen Studien zur Induzierung der Angiogenese verwendet worden. bFGF wurde

schon in unterschiedliche Polymere, wie zum Beispiel Gelatine, Collagen, Chitosan und
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PLA hineingearbeitet. bFGF bindet sich reversibel an heparinghnliche Molekile und
Heparinsulfatproteoglykane. Dieses kann fur eine erhdhte Bindungskapazitét von bFGF an
polymere ,,Slow release’* Systeme genutzt werden, was dann in einer kontrollierteren und
unterstiitzten Abgabe von bFGF und einer Verstarkung der Angiogenese resultiert [6].
bFGF kann an Gefél3en die Proliferation aler drel Gefél3zellarten (Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Fibroblasten) stimulieren. Es wurde 1974 zum ersten Mal isoliert [24]. Es
wird als Polypeptid von einer Vielzahl verschiedener Zellen synthetisiert und liegt in zwel
verschiedenen Formen vor: as acidic FGF (aFGF) mit 16 kD und als basic FGF (bFGF)
mit 18 kD. Im Gegensatz zu VEGF ist FGF nicht allein spezifisch fir Endothelzellen,
sondern bindet sich auch an verschiedene Zelltypen wie zum Beispiel glatte Muskelzellen,
Fibroblasten und Myoblasten. Durch die unterstitzende Funktion bei der Degradierung
von Kapillarmembranen, bel der Migration und Proliferation von Endothelzellen und durch
die Produktion von Plasminogen-Aktivator spielt es eine wichtige Rolle in der
Angiogenese. bFGF zeigt eine hohe Affinitat zu Heparin und hat zwei Doménen fur die
Bindung an das in der extrazelluldren Matrix vorkommende Glycosaminoglycan [24].
Dabel wirkt Heparin als Stabilisator fur das bFGF- Protein. Schon nach einmaliger Gabe
bewirkt bFGF innerhalb von funf bis zehn Tagen sowohl in vitro als auch in vivo eine
Angiogenese im Zielgebiet [43].

Diese angiogenetische Potenz von bFGF steht wahrscheinlich in Zusammenhang mit der
Produktion von Proteasen durch bFGF, welche eine partielle Desintegration der
Basalmembran im Muttergefal als ersten Schritt beim Aussprossen von Endothelzellen
bewirken und zudem eine chemotaktische und mitogene Wirkung auf Endothelzellen
haben. AulRerdem scheint bFGF die Expression von apha- versus beta-1ntegrinkomplexen
in menschlichen Endothelzellen zu modulieren, was einen Hinweis fir die zusétzliche
indirekte angiogenetische Wirkung von bFGF gibt.

Bel den FGF-Rezeptoren handelt es sich um spezifische Zelloberflachenrezeptoren der
Tyrosinkinasefamilie mit extrazellulé&rer Ligandenbindungsstelle [14]. Es existieren vier
Hauptgruppen, FGFR-1 bis FGFR-4, sowie weitere Formen [5].

Das Vorhandensein synergistischer Effekte von VEGF und bFGF, um eine vollentwickelte
Angiogenese zu induzieren, wurde von mehreren Autoren beschrieben [2,7,14,28,33,50].

Pepper et al. konnten einen synergistischen Effekt von VEGF und bFGF in vitro zeigen.
Sie behandelten BME-Zellen (bovine microvascular endothelial cells) in einem
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Kollagengel, welches humanes VEGF'®® und bFGF enthielt. Bei gleichzeitiger Anwendung
beider Wachstumsfaktoren wurde eine angiogene Antwort induziert, die umfangreicher
war, und welche mit einer hoheren Geschwindigkeit auftrat, verglichen mit der
Einzelfaktorgabe [50].

Es konnte nicht nur in vitro diese synergistische Wirkung von VEGF und bFGF auf die
Angiogenese nachgewiesen werden, sondern auch in vivo Versuche zeigten vergleichbare
Ergebnisse. In einem Kaninchenmodell mit unilateraler Hinterlaufischémie untersuchten
Asahara et a. die Kombination von VEGF und bFGF. Zehn Tage nach Induktion der
Ischamie wurden jewells VEGF oder bFGF, beziehungsweise eine Kombination aus VEGF
und bFGF Uber einen Katheter in die A. iliaca interna injiziert. Nach 10 beziehungsweise
30 Tagen wurde festgestellt, dass eine Kombinationstherapie einen signifikant gréf3eren
und schnelleren Aufbau einer Kollateralzirkulation stimulierte as VEGF oder bFGF
alleine, welches in einer stéarkeren hdmodynamischen Verbesserung resultierte. Die
kombinierte Gabe von VEGF und bFGF wirkte also synergistisch [2].

In einem weiteren in vivo Versuch von Cao et a. [7] gab es Hinweise auf einen
wirkungsstei gernden Einfluss durch die kombinierte Expression von VEGF und bFGF auf
eine stabile Angiogenese. Mausen wurde entweder bFGF und VEGF oder bFGF
zusammen mit VEGF in Korneamikropockets (Matrigel®) eingebracht. Die Angiogenese
fiel bei kombinierter Gabe der beiden Wachstumsfaktoren stérker aus as bei einer
Einzelgabe der Faktoren. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass der entstandene
Gefél3plexus in der Kombinationstherapie, im Gegensatz zu den Einzelfaktorversuchen, zu
einem gut definierten vaskuldren Netzwerk wurde, welches ebenfalls entscheidend |anger
bestehen blieb als die durch Einzelfakten induzierten Gefél3e. In einem anderen Versuch
von Cao et a. nahm durch die Kombinationstherapie der beiden Faktoren die
Gefald ekkage durch Reduktion der Gefal¥fenestration ab [8]. Diese Daten wurden ebenfalls
von Kondoh et a. bestétigt, die einen signifikanten Anstieg der Dichte von glatten
Gefal3muskelzellen in einem Kaninchenmodell mit Hinterlaufischamie gefunden haben
[33]. Von der Kombination von VEGF und bFGF wurde berichtet, dass diese potente
synergisitsche Effekte auf die neovaskuldre Ausbildung unter experimentellen Umsténden
sowohl in vivo as auch in vitro haben [28]. Es ist bekannt, dass bFGF eine VEGF-
Expression in Gefdl3endothelzellen induziert, was einen Teil des Synergismus von VEGF
und bFGF erklaren konnte [14].
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Die Entwicklung neuer therapeutischer Annghrungen, die zum Ziel haben, dass der Korper
seine naturlichen Mechanismen fur das vaskularisierte Gewebewachstum ausnutzt, wird
therapeutische Angiogenese genannt. Es ist eines der aktivsten Gebiete im Tissue
Engineering geworden.

Es wurden Versuche unternommen, Wachstumsfaktoren direkt anzuwenden oder DNA fur
solche Faktoren zu enkodieren [4], es ist jedoch unbekannt, ob diese Faktoren aufgrund
ihrer kurzen biologischen Halbwertszeit in vivo lang genug im Zielgewebe blieben um
effektiv wirken zu konnen [6,45,57].

Ein prolongierter Effekt der proteinbasierten Therapie wird fur die Induktion stabiler
Kapillarstrukturen gebraucht. Deshalb wurden biodegradierbare Tréager entwickelt. Sie
konnen die Wiederherstellung von Struktur und Funktion geschadigter oder nicht
funktionierender Gewebe erleichtern und kénnen angiogenetische Signaproteine Uber
einen langeren Zeitraum von en bis zwel Wochen freisetzen [43]. Ist die Konzentration
der Faktoren kontrolliert, ist die lokale Dauer und die raumliche Verteilung ein Schitissel
zu ihrer Zweckmalligkeit und Effektivitdt. Um sich dieser Herausforderung widmen zu
konnen, wurden kontrollierte Tragersysteme entwickelt, die Wachstumsfaktoren in
polymere Biomaterialien einbauen kbnnen, um die Zeit der Gewebeexposition zu
verlangern und die Wachstumsfaktorstabilitdt zu handhaben [16]. Diese Trager konnen
Polymerfestkorper aus Polyester oder Polyanhydriten sein, bel denen inkorporierte
Signalproteine weniger durch Diffusion in die Umgebung, sondern mehr durch Hydrolyse
des Festkorpers selbst freigesetzt werden [43]. Die Trager wurden beispielsweise von
Garcia-Esteo et ., F, Gimeno et a. und Lutty et a. verwendet [22,23,41].

In einem diabetischen Rattenmodell untersuchten Gimeno et a. den Wundheilungsprozess
von diabetischen und gesunden Ratten. Hierbei wurden polymere biodegradierbare Trager,
die hGH (human growth hormone) enthielten, in einen Haudefekt am Ricken der Tiere
integriert. Bei den Tieren, bel denen das Polymer-hGH System verwendet wurde, schloss
sich die Haut schneller, die Keratinisierung und Fibrose der Haut traten schneller auf. Die
Verwendung dieses biodegradierbaren Tragers in Kombination mit hGH hatte einen
gunstigen Effekt auf die Wundheilung in diabetischen Ratten [23].

Die zwete Form der biodegradierbaren Tréger sind Hydrogele, welche als
dreidimensionale Polymernetzwerke reines Wasser aufnehmen konnen und eine

kontinuierliche Diffusion von inkorporierten Signalstoffen aus dem Polymerverband
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erlauben [13,32,70]. Doi et a. verwendeten ein Hydrogel as Trager fur bFGF in einem
Kaninchenmodell mit Hinterlaufischamie, um die Angiogenese und Gewebeperfusion zu
untersuchen. Hierzu wurde den Tieren die rechte A. femorais entnommen. Nach zwei
Wochen wurden die Tiere eingeteilt: keine Behandlung, intramuskulére Injektion von
ausschliefdlich Hydrogel oder Injektion von Hydrogel in Kombination mit bFGF. Vier
Wochen spéter konnte mit Hilfe von Angiographie, Doppler-Messung und histologischer
Auswertung gezeigt werden, dass der mediale Oberschenkelmuskel des ischamischen
Hinterlaufes in der Gruppe, in der das Hydrogel in Kombination mit bFGF verwendet
wurde, eine bessere Gewebeperfusion, mehr Arteriolen und eine hdhere algemeine
Gefal¥dichte aufwies.

Biodegradierbare Trager konnen as ,,Slow release’”” System flr angiogenetische Proteine
dienen. Ein haufig verwendeter biodegradierbarer Tréger ist das sogenannte Integra™
Artificial Skin Dermal Regeneration Template. ES ist ein zwei schichtiges Membransystem.
Die dermae Ersatzschicht besteht aus einem pordsen Fasergeriist aus kreuzvernetztem
Rindersehnenkollagen und einem Glykosaminoglykan (Chondroitin-6-Sulfat) (siehe Abb.
6a, b und 7) [64,69]. Die epidermale Ersatzschicht besteht aus einer dinnen
Polysiloxanschicht (Silikon) zur Regulation des Feuchtigkeitsverlustes der Wunde. Eine
Verwendung eines derartigen dermalen Ersatzes wurde erstmalig von Y annas und Burke
1981 beschrieben. Die Integra™ Matrix findet sowohl klinisch [13,21,47,68] als auch
experimentell [13,36] grof3e Anwendung. Ein Grund, warum wir die Integra™ Matrix
verwendeten, war unter anderem die grofe klinische Erfahrung, die bereits mit diesem
biodegradierbaren Tréger gemacht wurde. Weitere Griinde sind auf die Kollagenstruktur
des Tragers zurlckzufthren: die verwendeten Proteine konnten kontrollierter in das
Zielgewebe abgegeben werden und die neu entstandenen Gef@e konnten sich gut in die
Kollagenstruktur einfgen.

Grundsétzlich missen bel diesen Verfahren natirlich die carrierspezifischen lokalen
inflammatorischen und damit auch angiogenetischen Effekte nach Implantation in vivo
berticksichtigt werden [43]. Ein vielversprechender Ansatz, die angiogenetische Leistung
zZu verbessern, geschieht durch die Verwendung von Biomateriaien, welche die
sequentierte Lieferung von Wachtumsfaktoren erlauben [15].

Biodegradierbare Trager werden sowohl in zellbasierten Therapien als auch in azelluldren
Therapien verwendet. In azellularen Therapien induzieren Materiaien Einwuchs und

Differenzierung der Zellen von gesunden Residual geweben in situ [40].
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Im Allgemeinen ist der Gebrauch von azelluldren biodegradierbaren Tragern, die die
Matrixvaskularisation unterstiitzen, unter verschiedenen Gesichtspunkten von Vorteil; zum
Beispiel als Matrices fur die Zelinfiltration, um Regeneration und Remodellierung in vivo
zu induzieren, oder as Trager fur transplantierte Zellen, die in den Gewebedefekt
transplantiert werden.

Jedoch ist das Arbeiten mit zellbasierten Therapien oft mit Schwierigkeiten verbunden, wie
zum Beispiel der Auflésung der Zellen oder Pathogentransmission. Fur die klinische
Verwendung haben Protein- oder matrixbasierte Therapien den Vorteil, auf zellulare
Komponenten verzichten zu kdnnen. Der Gebrauch solcher Protein- oder matrixbasierten
Therapien wird durch das deutsche Medizinproduktegesetz gestattet. Auf diese Weise kann
eine ausfuhrliche Begutachtung, die fur erweiterte zellbasierte Therapien gemald dem

neuen Gewebegesetz erforderlich ist, umgangen werden.

Die Fahigkeit des Fibrinagglomerats, das Wachstum neuer Blutgefél3e zu stimulieren und
Zu unterstitzen, ist auRerst gut dokumentiert und spielt eine wichtige Rolle in der
Wiederherstellung der Blutversorgung in verletzten Gebieten. Ein Fibrinnetzwerk ist
entscheidend fir eine effektive Wundhellung und es ist biodegradierbar durch
Gewebefibrinolyse [67].

Da Fibrin langsam aufgel6st wird, kann es als Tréger in Form von unterschiedlichen
Mitteln benutzt werden, die helfen kdnnen, Wunden zu heilen und neues Geféal3wachstum
zu fordern, oder um Antibiotika und andere therapeutische Mittel einzuspeichern und
langsam abzugeben [54,71].

Zusétzlich verhdlt sich Fibrin wie ein natirliches Reservoir fur die Bindung und die
Abgabe bestimmter Wachstumsfaktoren wie VEGF'®® und bFGF [32]. Die Verwendung
fibrinbasierter Biomaterialien in Wundheilungstherapien beruht auf der Tatsache, dass
physiologische Fibrinagglomerate eine wichtige provisorische Matrix bel normaler
Gewebereparatur darstellen.

In unseren in vitro Experimenten konnte beobachtet werden, dass Proteine in die
Kollagenstruktur der Integra™ Matrix inkorporiert werden kénnen. Es war moglich, ein
Modell fiir den ,, Slow release’’ von Proteinen durch die Kombination von VEGF'®®, bFGF
und Fibrinkleber zu produzieren. Die Inkorporation der Wachstumsfaktoren in den

Fibrinkleber resultierte in einer verlangsamten Abgabe der Wachstumsfaktoren, was durch
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eine signifikant hohere Konzentration der Wachstumsfaktoren Uber mehrere Tage in
Gruppe C im Vergleich zu Gruppe D (p<0,05) reprasentiert wurde (Abb. 11a und b).

Die Matrices in den Gruppen C und D enthielten initial 1 pg VEGF*® und 0,5 pug bFGF.
Nur kleine Mengen der angewendeten Proteine wurden in der Probe (in den 1000 ul PBS),
vor allem im Falle von bFGF, detektiert. Eine schnelle, komplette Proteindiffusion in die
Probe hinein sollte einen ersten Hochpunkt in der Wachstumsfaktorkonzentration
verursachen. Jedoch wiirde die Menge der Proteine, die unter physiologischen Umstanden
bei 37°C degradiert, bevor eine Probe fur die erste Messung nach 24 Stunden genommen
wurde, nicht in den Werten auftreten. Da Proteinmessungen nur ale 24 Stunden ausgefuhrt
wurden, konnte eine kontinuierliche Degradierung beider Proteine verantwortlich fur die
allgemein reduzierte Konzentration zu Zeiten der Probenentnahme —und Verarbeitung sein.
Die Werte kénnten nur die Proteinfreisetzung eines deutlich kiirzeren Zeitraumes als die
letzten 24 Stunden représentieren. Um endgultig diese Frage beantworten zu konnen, wére
es notwendig gewesen, die gesamte Proteinmenge am Ende des Experimentes innerhalb
der Matrix zu messen, beziehungsweise kirzere Entnahmeintervalle zu wahlen. Eine
andere Erklarung fur die niedrig zu detektierenden Wachstumsfaktorkonzentrationen
konnte eine Interaktion der Wachstumsfaktoren mit Kollagen oder Fibrinkleber sein. Bel
dem 24-Stunden Zeitpunkt wurden 9,7% und 6,6% der initial angewendeten Menge von
VEGF*® in der Probe in den Gruppen C und D detektiert. Die korrespondierenden Werte
fur bFGF waren 1,7% und 0,19%. bFGF unterging anscheinend einer schnelleren
Degradierung oder es zeigte eine vielleicht irreversible Bindung zum Fibrin oder Kollagen.
Mit Degradierung ist in diesem Fall der Zerfall der Proteine gemeint. Der Zerfall beruht
auf der Halbwertszeit oder der Stabilitét des Proteins bei einer Temperatur von 37°C. Die
Proteine sind bis zu zwolf Monate bel -20°C bis -70°C hatbar. Nach Anbruch und
wiederholter Anwendung bel 2°C -8°C sind sie einen Monat und bel -20°C bis -70°C drel
Monate ohne nachweisbaren Verlust der Aktivitat haltbar. Die Kihlkette sollte hierbei so
wenig moglich unterbrochen werden.

Um die Annahme einer stérkeren Bindung zum Fibrin oder Kollagen von bFGF zu
unterstiitzen, wére eine Immunohistochemie des gesamten dermalen Kollagenersatzes
wunschenswert. Jedoch konnte eine Detektierung aufgrund starker kollateraler Anférbung
der Kollagenmatrix und aufgrund von Kreuzreaktionen mit Nager- VEGF*® und bFGF in

vivo nicht durchgeftihrt werden.
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Dennoch korrespondieren die hoheren Konzentrationen der Wachstumsfaktoren im
Fibrinkleber, in Gruppe C im Vergleich zu Gruppe D, zu den in vivo Befunden einer
besseren, langer anhaltenden Vaskularisierung in Gruppe C nach 4 Wochen.

In den in vivo Experimenten konnte beobachtet werden, dass die Gabe von VEGF** und
bFGF mit oder ohne Einfligen in den Fibrinkleber zu einer signifikant und schnelleren
Neovaskularisierung der bioartifiziellen dermalen Kollagentrager fihrte (Abb. 13, 14a,b).
Die Einfigung in den Fibrinkleber fuhrte initial zu weniger angiogenetischen Effekten im
Vergleich zu der freien Proteininjektion in das Kollagen. Dieser Effekt zeigt sich durch
eine hohere Anzahl von Blutgefdl3en in Gruppe D (WF). Jedoch @nderte sich dieses
Verhdtnis nach 4 Wochen, was in einer hoheren Blutgefalidichtheit in Gruppe C flhrte,
welche Fibrinkleber in Kombination mit den Wachstumsfaktoren enthielt.

Dieser Wechsedl wurde moglicherweise durch die verlangsamte Abgabe der
Wachstumsfaktoren im ,,Slow release’ System, welches durch den Fibrinkleber
entstanden ist, verursacht. Ein schneller Fluss der Proteine in das umgebende Gewebe in
Gruppe D resultiert wahrscheinlich in einem Anstieg der Neovaskularisierung in einem
frihen Stadium. Jedoch kann eine erhdhte, stabile und lang anhaltende Vaskularisierung
nur durch die kontinuierliche Wachstumsfaktorversorgung wie in Gruppe C hervorgerufen
werden. Wie bereits erwahnt, wurde bFGF fur einen langeren Zeitraum in der Matrix
gehalten als VEGF'®,

Dieses konnte zum folgendem biologischem Effekt beigetragen haben: VEGF ist
verantwortlich flr das sogenannte ,,vessel sprouting’’ und den Einwuchs der Gefél3ein die
Matrix. Der Anteil, der vom bFGF in der Matrix Ubriggeblieben ist, ist verantwortlich fir
die Stabilisierung der Blutgefél3e [16]. Das konnte ein weiterer Grund sein, warum mehr
Blutgefal3e in der Gruppe C nach 4 Wochen detektiert wurden.

Dank einer neu entwickelten Segmentierungstechnik, einem Computerprogramm genannt
,,VesSeg'’, entwickelt von Condurache und Aach [42], war die Voraussetzung gegeben,
im gesamten Matrixgebiet die Vaskularisierung in den Gruppen A bis D zu quantifizieren
(Abb. 10b-d, 13a,b). Das Programm erkennt selektiv longitudinale Strukturen als
Blutgefal3e. Nach Abstimmung der elektronischen Fotographie des Gewebes wurde die
GeféaRguantifizierung beinahe automatisch fertiggestellt. Unsere Gruppe wendete diese
Technik erstmalig fur die Evaluierung von Blutgeféidichten an und konnte somit eine
Gesamtaussage zur Matrixvaskularisierung geben. Im Allgemeinen ist die Segmentierung

der Neovaskularisierung des Zielgewebes reprasentativer als die Mikrogefal3dichte, die
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bisher in Histologien gezeigt wurde [61,66]. Eine Histologie ist immer nur eine selektive
Aufnahme der Vaskularisation im jeweiligen Schnittmuster, wahrend die
Segmentierungstechnik das gesamte Zielgewebe zeigt. Andere Methoden, um die
Vaskularisierung eines Gewebes darzustellen und zu quantifizieren, sind unter anderem die
Radioaktive Markierung [39], die Doppler-Sonographie [1] oder eine Auswertung mit
Hilfe einer Angiographie [65]. In friheren Experimenten verwendeten wir ebenfalls die
Technik der Angiographie mit der anschlieffenden Auswertung neu entstandener
Blutgefalze mit Hilfe eines Computerprogramms [25]. Da jedoch durch unsere neue
Technik auf unkompliziertere und sicherere Weise eine Gesamtaussage zur
Matrixvaskularisierung getédtigt werden konnte, fiel die Wahl auf diese Art der

Quantifizierung der Neovakularisierung vom Ziel gewebe.

In unseren Histologien wurden in allen Gruppen gut definierte Blutgefél3e gefunden, es
schien jedoch so, dass mehr Blutgefal3e in den Gruppen, die mit Wachtumsfaktoren
behandelt wurden, erkennbar waren (sowohl nach zwei als auch nach vier Wochen). Die
Antikoper, die fur die Farbung verwendet wurden, sind gegen CD31 gerichtet, welche von
alen Endothelzellen stark exprimiert werden und geeignet sind, die Angiogenese zu
beurteilen. Darum waren keine weiteren Immunohistologien zwingend notwendig. Eine
Quantifizierung der neu gebildeten Blutgefal3e fand aus oben genannten Grinden nicht
statt. Die Schnitte reprasentieren nur einen kleinen Ausschnitt der gesamten Matrix und
variieren aulderdem stark innerhalb der jewelligen Probe. Repréasentative Aufnahmen der
Histologien werden in Abb. 14a und b gezeigt.

Trotz des Wissens um den Gebrauch dermaler Regenerationstrdger in Hautdefekten, um
eine Vaskularisierung zu induzieren, bleibt immer noch die Frage, wie eine stabile Struktur
sich neu entwickelnder Blutgefale garantiert werden soll. In anderen, bis jetzt
unpublizierten Experimenten konnte eine stabile Struktur fir sich neu entwickelnde
Blutgefal3e Uber enen Zeitraum langer as 6 Monate in einem zellbasierten
Hautersatztrager nach Zelltransfektion mit DNA-Sequenzen, die VEGF*® und bFGF

kodieren, erreicht werden [58].

Eine Entwicklung von Blutgefé3en nach Gabe von Wachstumsfaktoren in Kombination
mit Fibrinkleber scheint effektiver in der Entwicklung einer patenten und stabilen

42



Vaskulatur zu sein as die aleinige Gabe von Wachstumsfaktoren. Unsere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass VEGF™® und bFGF starker in den Fibrinkonstrukten gehalten
wurden und somit gleichzeitig langsamer abgegeben wurden. Es ist das erste Mal, dass
dieses Modell fur die Unterstiitzung der Neovaskularisierug in einem kinstlichen dermalen
Ersatz angewendet wurde. Diese Art eines ,,Slow release’’ Systems konnte ebenfalls
gewinnversprechend fir den Ersatz von anderen Proteinen sein, wie zum Beispiel
Chemokine wie SDF-1 (stroma cell-derived factor) oder (HIF-1)-alpha (Hypoxia

inducible factor 1).

In unseren Experimenten konnte ein ,, Slow release’” System fiir VEGF'® und bFGF durch
die Inkorporation in ein sich langsam degradierendes Fibrinkonstrukt, welches in einen
bioartifiziellen dermalen Hautersatz platziert wurde, entwickelt werden. Die verlangerte
Abgabe der Proteine scheint gewinnbringend fur die vaskulére dermale Regeneration zu
sein. Dieser Ansatz ist ein vielversprechendes System fir einen grol3en Bereich von

Funktionen in der weiteren Forschung im Bereich des Tissue Engineering.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Ein Nachtell der proteinbasierten Therapie ist die kurze biologische Halbwertszeit der
angewendeten Substanzen in vivo. So ist von Interesse, die Kinetik der Proteinfreisetzung
in vitro zu bestimmen und die angiogenetischen Effekte der verschiedenen bioaktivierten
dermalen Matrices sowie die klinischen Ergebnisse in vivo zu analysieren. Im Rahmen der
Untersuchungen standen dabel die folgenden Fragen im Mittel punkt:

1. L&t sich ein ,,Slow release’” Modell durch Einbindung von VEGF*® und bFGF in
Fibrinkleber in vitro erzeugen?

2. Kann durch ein solches ,,Slow release’”” Modell eine signifikante Angionenese in einer
bioartifiziellen dermalen Matrix in vivo generiert werden?

In diesem Modell wurden zirukl&re 15 mm messende Kollagenmatrices (Integra™, Integra
LifeSciences) mit unterschiedlichen Protein und Fibrinkleberkombinationen prapariert.
Hierzu wurde in vitro ein flissiges Fibrin/Kollagen Konstrukt, welches VEGF*®® und
bFGF beinhatete, in eine bioartifizielle Matrix integriert und die folgende Proteinfreigabe
detektiert. Die Untersuchungen erfolgten an den kollagenen Matrices unter Bildung von
insgesamt 4 Gruppen mit je 3 Matrices (Gruppe A= Kontrollgruppe (PBS), Gruppe B=
Fibrinkleber, Gruppe C= VEGF***/bFGF + Fibrinkleber und Gruppe D= VEGF"**/bFGF).
Die Proteinabgabe in die Uberstehende Losung wurde in festen Intervallen innerhalb der
ersten 13 Tage mittels ELISA ermittelt.

In vivo wurde das Fibrin/Kollagen Konstrukt in ziruklare 15 mm messende Hautdefekte am
Ricken von nu/nu-Mausen integriert. In den unverénderten Gruppen A-D wurden je 12
Matrices implantiert. Die Entnahme der implantattragenden Haut erfolgte bel jewells der
Hélfte der Tiere zwel beziehungsweise vier Wochen postoperativ.

In den in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich durch Einbindung von
VEGF*® und bFGF in Fibrinkleber ein ,,Slow release’” Modell erzeugen lasst, welches
fahig ist, Proteine fur funktionelle Zwecke langsam abzugeben. Die Einbindung der
Wachstumsfaktoren in Fibrinkleber bewirkte eine signifikante Verlangsamung der
Freisetzung und somit eine verlangerte Verflgbarkeit der Proteine (p<0,05).

In den in vivo Versuchen hat sich gezeigt, dass Fibrin und Kollagen in der Lage sind,
Wachstumsfaktoren verlangsamt abzugeben und dadurch langerfristig signifikant mehr
Blutgefdl3e in der Matrix zu induzieren und dass die aleinige Gabe von

Wachstumsfaktoren in Kollagen zu einer beschleunigten Freigabe fihrt, die wiederum eine
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initial stérkere GefalRausbildung bewirkt. Wahrend somit nach zwei Wochen noch eine
hohere Geféiddichte in Gruppe D (p<0,001) zu erkennen war, anderte sich dieses Verhétnis
nach vier Wochen zu Gunsten der Gruppe C (p<0,05).

In diesen Experimenten konnte ein ,,Slow release’” System fir VEGF*®® und bFGF
entwickelt werden durch die Inkorporation in enen sich langsam degradierenden
Fibrinkonstrukt, welches in einen bioartifiziellen dermalen Hautersatz platziert wurde. Die
verlangerte Abgabe der Proteine war gewinnbringend fir die vaskuldre dermale
Regeneration. Dieser Ansatz empfiehlt sich flr einen grof3en Bereich von Funktionen in
weiterer Forschung im Bereich des Tissue Engineering, wenn es gilt, Matrices friher und

dauerhafter zu vaskularisieren.
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ANHANG

ERGEBNISTABELLEN

In vitro Ergebnisse VEGF (ng/ml)

FK + WF WF
Tag 1 101,82 62,18
82,06 58,88
107,76 78,06
Tag 2 40,76 26,47
48,35 33,29
57,00 35,00
Tag 3 16,76 15,71
19,88 13,76
33,35 12,47
Tag 4 9,47 0,95
14,06 0,71
9,71 1,48
Tag 5 8,59 0,32
8,06 0,28
10,35 0,71
Tag 6 5,53 0,14
5,41 0,13
8,94 0,26
Tag 7 6,35 0,08
7,65 0,09
0,59 0,20
Tag 8 6,94 0,10
7,35 0,10
8,41 0,12
Tag 9 1,19 0,09
0,30 0,11
0,69 0,12
Tag 10 0,63 0,09
0,20 0,11
0,41 0,12
Tag 11 0,17 0,09
0,21 0,10
0,69 0,09
Tag 12 0,30 0,09
0,08 0,07
0,24 0,13
Tag 13 0,05 0,07
0,10 0,07
0,26 0,11

Tab. la In vitro Ergebnisse von VEGF*® fir

die Gruppen C und D (ng/ml)
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In vitro Ergebnisse bFGF (ng/ml)

FK + WF WF
Tag 1 11,32 1,16
8,29 0,97
5,97 0,74
Tag 2 0,74 0,29
1,00 0,42
1,19 0,29
Tag 3 0,32 0,06
0,74 0,39
0,35 0,19
Tag 4 0,34 0,17
0,31 0,15
0,29 0,17
Tag 5 0,15 0,08
0,15 0,07
0,16 0,07
Tag 6 0,10 0,05
0,11 0,04
0,11 0,03
Tag 7 0,09 0,01
0,08 0,02
0,08 0,02
Tag 8 0,06 0,02
0,06 0,03
0,05 0,02
Tag 9 0,04 0,02
0,05 0,03
0,05 0,02
Tag 10 0,03 0,02
0,04 0,02
0,03 0,02
Tag 11 0,03 0,01
0,03 0,01
0,03 0,02
Tag 12 0,03 0,02
0,03 0,02
0,03 0,02
Tag 13 0,02 0,01
0,02 0,01
0,02 0,02

Tab. Ib In vitro Ergebnisse von bFGF fir
die Gruppen C und D (ng/ml)




In vivo Werte 2 Wochen

(Gebiet der Blutgefale (%))

PBS FK FK + WF WF
19,68 22,18 42,08 63,56
22,10 31,92 56,88 86,55
16,66 20,89 61,01 85,40
13,46 22,03 59,51 80,81
18,83 18,44 60,73 89,52
14,42 21,58 53,88 89,68

Tab. lla

In vivo Werte nach 2 Wochen in den Gruppen A,B,C und D
(Gehiet der neuen Blutgefalie in %)

In vivo Werte 4 Wochen

(Gebiet der BlutgefalRe (%))

PBS FK FK + WF WE
20,11 24,00 62,96 70,63
20,77 28,67 72,89 74,62
19,85 34,39 81,49 59,50
24,94 31,45 74,77 61,50
24,70 20,48 88,95 50,34
20,84 22,98 99,20 57,21

Tab. Ilb

In vivo Werte nach 4 Wochen in den Gruppen A,B,C und D
(Gehiet der neuen Blutgefalie in %)
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STATISTIK

T-Test

Std. Error

bFGF Mean Std. Deviation Mean
Pair 1 | FKWF1 8,5269 3 2,68525 1,55033
WF1 ,9570 3 ,20988 ,12118
Pair 2 | FKWF2 ,9785 3 22657 ,13081
WF2 ,3333 3 ,07450 ,04301
Pair 3 | FKWF3 4731 3 ,23336 ,13473
WF3 ,2151 3 ,16236 ,09374
Pair 4 | FKWF4 ,3143 3 ,02356 ,01360
WF4 ,1644 3 ,01254 ,00724
Pair5 | FKWF5 ,1499 3 ,00725 ,00419
WF5 ,0706 3 ,00641 ,00370
Pair 6 | FKWF6 ,1068 3 ,00223 ,00129
WF6 ,0414 3 ,00679 ,00392
Pair 7 | FKWF7 ,0795 3 ,00541 ,00312
WF7 ,0199 3 ,00764 ,00441
Pair 8 | FKWF8 ,0564 3 ,00483 ,00279
WF8 ,0236 3 ,00378 ,00218
Pair 9 | FKWF9 ,0454 3 ,00164 ,00094
WF9 ,0226 3 ,00347 ,00200
Pair FKWF10 ,0349 3 ,00169 ,00097
10 WF10 ,0207 3 ,00107 ,00062
Pair FKWF11 ,0263 3 ,00135 ,00078
1 [wr 0149 3 00215 | 00124
Pair FKWF12 ,0255 3 ,00041 ,00024
12 WF12 ,0170 3 ,00074 ,00043
Pair FKWF13 ,0188 3 ,00021 ,00012
13 WF13 ,0135 3 ,00238 ,00137

Tab. 111

Paired Samples Statistics bFGF in vitro
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bFGF N Correlation Sig.

Pair 1 FKWF1 & WF1 3 993 ,077
Pair 2 FKWF2 & WF2 3 ,082 ,948
Pair 3 FKWF3 & WF3 3 ,943 ,216
Pair 4 FKWF4 & WF4 3 217 ,861
Pair 5 FKWF5 & WF5 3 -,582 ,605
Pair 6 FKWF6 & WF6 3 -,961 ,179
Pair 7 FKWF7 & WF7 3 -,996 ,055
Pair 8 FKWF8 & WF8 3 ,796 414
Pair 9 FKWF9 & WF9 3 -,483 ,679
Pair 10 FKWF10 & WF10 3 -,741 ,469
Pair 11 | FKWF11 & WF11 3 -,730 JAT9
Pair 12 | FKWF12 & WF12 3 -,971 ,154
Pair 13 | FKWF13 & WF13 3 -,434 715

Tab. IV

Paired Samples Correlations bFGF in vitro

bFGF Paired Differences
Std. Std. Error | 95% Confidence Interval
Mean Deviation Mean of the Difference

Upper Lower t df Sig. (2-tailed)
Pair 1 FKWF1 - WF1 7,56989 2,47702 1,43011 | 1,41664 13,72315 5,293 2 ,034
Pair 2 FKWF2 - WF2 ,64516 ,23262 ,13430 | ,06731 1,22301 4,804 2 ,041
Pair 3 FKWF3 - WF3 ,25806 ,09677 ,05587 | ,01766 ,49846 4,619 2 ,044
Pair 4 FKWF4 - WF4 ,14988 ,02417 ,01396 | ,08984 ,20002 | 10,740 2 ,009
Pair 5 FKWEFS - WF5 ,07929 ,01216 ,00702 ,04908 ,10949 11,295 2 ,008
Pair 6 FKWF6 - WF6 ,06536 ,00895 ,00517 | ,04312 ,08759 | 12,648 2 ,006
Pair 7 FKWF7 - WF7 ,05964 ,01303 ,00753 | ,02726 ,09202 7,925 2 ,016
Pair 8 FKWF8 - WF8 ,03286 ,00292 ,00169 | ,02560 ,04012 | 19,468 2 ,003
Pair 9 FKWF9 - WF9 ,02274 ,00449 ,00259 | 01157 ,03390 8,764 2 ,013
Pair 10 &m’g 10- 01417 00258 00149 | 00775 02058 | 9497 2 o011
Pair 11 CVKFVlllF 11- ,01143 ,00327 ,00189 | ,00330 ,01956 6,047 2 ,026
Pair 12 &m’g 12- 00845 00115 00066 | 00560 01130 12752 2 006
Pair 13 CVKFVl’g 13- ,00536 ,00247 ,00143 | -,00079 ,01150 3,750 2 ,064

Tab. V

Paired Samples Test bFGF in vitro
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Std. Error

VEGF Mean Std. Deviation Mean
Pair 1 | FKWF1 97,2157 3 13,45817 7,77008
WF1 66,3725 3 10,25376 5,92001
Pair 2 | FKWF2 48,7059 3 8,12340 4,69005
WF2 31,5882 3 4,51334 2,60578
Pair 3 | FKWF3 23,3333 3 8,81614 5,09000
WF3 13,9804 3 1,62840 ,94015
Pair 4 | FKWF4 11,0784 3 2,58378 1,49174
WF4 1,0443 3 ,39303 ,22691
Pair5 | FKWF5 9,0000 3 1,20121 ,69352
WF5 4404 3 ,23688 ,13676
Pair 6 | FKWF6 6,6275 3 2,00461 1,15736
WF6 ,1753 3 ,07083 ,04089
Pair 7 | FKWF7 4,8627 3 3,75796 2,16966
WF7 ,1253 3 ,06727 ,03884
Pair 8 | FKWF8 7,5686 3 ,75865 ,43801
WF8 ,1067 3 ,00958 ,00553
Pair 9 | FKWF9 7273 3 44705 ,25810
WF9 ,1076 3 ,01566 ,00904
Pair FKWF10 4127 3 ,21245 ,12266
10 WF10 ,1098 3 ,01334 ,00770
Pair FKWF11 ,3547 3 ,29000 16743
11 WF11 ,0957 3 ,00565 ,00326
Pair FKWF12 ,2041 3 ,11168 ,06448
12 WF12 ,0984 3 ,02871 ,01658
Pair FKWF13 ,1369 3 ,10784 ,06226
13 WF13 ,0814 3 ,02229 ,01287
Tab. VI

Paired Samples Statistics VEGF in vitro
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VEGF N Correlation Sig.
Pair 1 FKWF1 & WF1 3 ,788 422
Pair 2 FKWF2 & WF2 3 ,932 ,236
Pair 3 FKWF3 & WF3 3 -,896 ,293
Pair 4 FKWF4 & WF4 3 -,709 ,498
Pair 5 FKWF5 & WF5 3 ,991 ,088
Pair 6 FKWF6 & WF6 3 1,000 ,005
Pair 7 FKWF7 & WF7 3 -,980 ,127
Pair 8 FKWF8 & WF8 3 ,989 ,097
Pair 9 FKWF9 & WF9 3 -,478 ,683
Pair 10 | FKWF10 & WF10 3 -,769 441
Pair 11 FKWF11 & WF11 3 -,084 ,947
Pair 12 | FKWF12 & WF12 3 ,613 ,580
Pair 13 | FKWF13 & WF13 3 ,991 ,087
Tab.VI1I

Paired Samples Correlations VEGF in vitro

VEGF Paired Differences
Std. Std. Error | 95% Confidence Interval
Mean Deviation Mean of the Difference

Upper Lower t df | Sig. (2-tailed)
Pair 1 FKWF1 - WF1 30,84314 8,29398 4,78853 | 10,23975| 51,44652 6,441 2 ,023
Pair 2 FKWF2 - WF2 17,11765 4,24549 2,45114 6,57125 | 27,66404 6,984 2 ,020
Pair 3 FKWF3 - WF3 9,35294 10,30017 5,04680 | -16,23409 | 34,93997 1,573 2 ,256
Pair 4 FKWF4 - WF4 10,03412 2,87588 1,66039 2,89004 | 17,17820 6,043 2 ,026
Pair 5 FKWFS - WF5 8,55961 96712 ,55837 6,15715| 10,96206 15,330 2 ,004
Pair 6 FKWF6 - WF6 6,45216 1,93379 1,11647 1,64837 | 11,25595 5,779 2 ,029
Pair 7 FKWF7 - WF7 4,73745 3,82392 2,20774 -4,76169 | 14,23659 2,146 2 ,165
Pair 8 FKWF8 - WF8 7,46196 ,74918 43254 5,60090 9,32302 17,252 2 ,003
Pair 9 FKWF9 - WF9 ,61961 45474 26254 -,51003 1,74924 2,360 2 ,142
Pair 10 CVK;/]\./(l): 10- ,30294 ,22288 ,12868 -,25072 ,85660 2,354 2 ,143
Pair 11 EVKFVXE 11- 25902 29053 16774 -46270 98074 | 154a| 2 263
Pair 12 CVK;/]\./g 12- ,10569 ,09677 ,05587 -,13471 ,34608 1,892 2 ,199
Pair 13 \5VKFV£ 13- 05549 08581 04954 |  -15767 26866 | 1120 2 379

Tab. VIII

Paired Samples Test VEGF in vitro
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Std. Error
2 weeks Mean N Std. Deviation Mean
Pair1 | PBS 17,5250 6 3,29215 1,34401
GF 82,5867 6 9,87097 4,02981
Pair2 | PBS 17,5250 6 3,29215 1,34401
PBSFG 22,8400 6 4,65378 1,89990
Pair 3 | PBSFG 22,8400 6 4,65378 1,89990
FGGF 55,6817 6 7,18638 2,93383
Pair 4 | PBSFG 22,8400 6 4,65378 1,89990
GF 82,5867 6 9,87097 4,02981
Pair5 | FGGF 55,6817 6 7,18638 2,93383
GF 82,5867 6 9,87097 4,02981
Tab. IX
Paired Samples Statistics 2 Wochen in vivo
2 weeks N Correlation Sig.
Pair1 | PBS & GF 6 -,191 717
Pair2 | PBS & PBSFG 6 565 ,243
Pair 3 | PBSFG & FGGF 6 -,081 ,878
Pair4 | PBSFG & GF 6 ,022 ,967
Pair5 | FGGF & GF 6 829 ,041
Tab. X

Paired Samples Correlations 2 Wochen in vivo

2 weeks Paired Differences
Std. Std. Error | 95% Confidence Interval
Mean Deviation Mean of the Difference

Upper Lower t df | Sig. (2-tailed)
Pairl1 | PBS-GF -65,06167 | 10,98624 4,48512 | -76,59102 | -53,53231| -14,506 5 ,000
Pair2 | PBS - PBSFG -5,31500 3,89724 1,59104 | -9,40491| -1,22509 -3,341 5 ,021
Pair 3 | PBSFG - FGGF | -32,84167 8,87311 3,62243 | -42,15342 | -23,52991 -9,066 5 ,000
Pair 4 | PBSFG - GF -59,74667 | 10,81999 4,41724 | -71,10155| -48,39178| -13,526 5 ,000
Pair5 | FGGF - GF -26,90500 5,61233 2,29122 | -32,79478 | -21,01522 | -11,743 5 ,000

Tab. XI

Paired Samples Test 2 Wochen in vivo
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Std. Error
4 weeks Mean N Std. Deviation Mean
Pair1 | PBS 21,8683 6 2,31874 ,94662
GF 62,3000 6 8,92862 3,64509
Pair2 | PBS 21,8683 6 2,31874 ,94662
PBSFG 26,9950 6 5,38283 2,19753
Pair 3 | PBSFG 26,9950 6 5,38283 2,19753
FGGF 80,0433 6 12,80014 5,22564
Pair 4 | PBSFG 26,9950 6 5,38283 2,19753
GF 62,3000 6 8,92862 3,64509
Pair5 | FGGF 80,0433 6 12,80014 5,22564
GF 62,3000 6 8,92862 3,64509
Tab. XII
Paired Samples Statistics 4 Wochen in vivo
4 weeks N Correlation Sig.
Pair1 | PBS & GF 6 -,518 ,293
Pair 2 | PBS & PBSFG 6 -,194 712
Pair 3 | PBSFG & FGGF 6 -,315 ,543
Pair 4 | PBSFG & GF 6 290 577
Pair5 | FGGF & GF 6 -, 760 ,079
Tab. X111

Paired Samples Correlations 4 Wochen in vivo

4 weeks Paired Differences
Std. Std. Error 95% Confidence Interval
Mean Deviation Mean of the Difference
Upper Lower t df Sig. (2-tailed)
Pair1 | PBS - GF -
40,43167 10,32199 4,21394 | -51,26393 -29,59940 | -9,595 ,000
Pair2 | PBS - PBSFG -5,12667 | 6,26140 2,55621 | -11,69760 1,44427 | -2,006 ,101
Pair 3 | PBSFG - FGGF -
53,04833 15,37009 6,27481 | -69,17825 -36,91842 | -8,454 ,000
Pair4 | PBSFG - GF -
35.30500 8,98808 3,66937 | -44,73742 -25,87258 | -9,622 ,000
Pair5 | FGGF - GF 17,74333 | 20,42749 8,33949 -3,69400 39,18067 | 2,128 ,087

Tab. XIV

Paired Samples Test 4 Wochen in vivo
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