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Kurzreferat

Pathologische Wundheilung duflert sich in Form von hypertrophen Narben, Narbenstrangen
und Narbenkontrakturen. Myofibroblasten werden als Haupteffektoren der kutanen
Kontraktion gesehen. Matrixmetalloproteinasen (MMP) partizipieren in der Umwandlung von
Gewebe und Migration von Keratinozyten wihrend der Wundheilung. In unseren Studien
wurde der Einfluss des lokal applizierten, synthetischen MMP-Inhibitors Batimastat auf die

Wundheilung und Wundkontraktion von Vollhautexzisionswunden im Tiermodell untersucht.

Die Wirkung des Inhibitors wurde mittels Himalaun-Eosin Histologie, alpha-smooth-muscle
actin und BrdU-Immunhistochemie sowie Gelatine-Zymographie untersucht. Die topische
Behandlung der Vollhautwunden mit Batimastat verzogerte signifikant die
Reepithelialisierung und Wundkontraktion verglichen zur Kontrolle. Zudem zeigten
Myofibroblasten eine verdnderte Zellmorphologie und Ausrichtung im Gewebe. Batimastat
fiihrte zu einer signifikant erh6hten Proliferation im Wundrand und in dem sich neu bildenden
Epithel. Wéhrend die Sekretion der Gelatinase MMP-2 durch den Inhibitor nicht beeinflusst

wurde, erhohte sich die MMP-9 Gesamtmenge in Wundrdndern signifikant.
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1. Einfihrung

1.1. Physiologische Heilung von Hautwunden

Die Heilung von Hautwunden verlduft in mehreren sich iiberlappenden Phasen. Bei der
Verletzung von Gewebe tritt zundchst Blut aus beschéddigten Gefdlen aus. In der ersten
Wundheilungsphase wird der Wundspalt mit Bestandteilen geronnenen Blutes verschlossen.
Der gebildete Blutpfropf trocknet zur Oberfldche hin ein und bildet den Wundschorf [1] Im
geronnenen Blut sind Thrombozyten zusammen mit Fibronektin, Vitronektin und
Thrombospondin in ein Netzwerk aus Fibrinfibrillen eingebettet. Dieser Fibrinpfropf stellt
eine vorlibergehende extrazellulire Matrix (EZM) mit einem Reservoir aus
Wachstumsfaktoren und Zytokinen dar, welche die Phase der Inflammation einleiten [2]. Im
Blutgerinnsel setzen zundchst Thrombozyten Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-B, TGF-a,
IGF-1) frei [3]. Monozytenmakrophagen und neutrophile Granulozyten wandern durch
Chemotaxis in das verletzte Areal ein. Dadurch erfolgt die Eliminierung von Bakterien,
Fremdkorpern und nekrotischen Zellen liber Phagozytose [4, 5]. AuBlerdem werden von
aktivierten Makrophagen, die sich in der Wunde aus Monozyten gebildet haben,
Wachstumsfaktoren sezerniert, welche die Bildung von Granulationsgewebe initiieren [6].
Diese aktivierten Wundmakrophagen leiten ein bis zwei Tage nach Verletzung die
Fibroblastenproliferation und Angiogenese ein [7]. Zahlreiche Zellen wandern in die
provisorische EZM ein und beginnen mit dem Remodelling des Granulationsgewebes [3]. Die
in das Wundgewebe migrierten Fibroblasten synthetisieren eine neue EZM [8, 9]. Somit wird
die provisorische Matrix durch eine Kollagenmatrix ersetzt [8]. Wenige Stunden nach
Verletzung setzt die Phase der Reepithelialisierung des Gewebedefektes ein. Die iiber
Hemidesmosomen bestehende Verbindung zwischen basalen Keratinozyten und
Basalmembran wird unter dem Einfluss von Matrixmetalloproteinasen (MMP) [2] aufgeldst
und eine laterale Migration der Keratinozyten initiiert. Auf der Zelloberfliche der
Epidermiszellen entstehen neue Integrinrezeptoren, die mit der extrazelluliren Matrix der
Wunde interagieren [6]. Des Weiteren ermoglicht die MMP Expression am Wundrand den
Keratinozyten sich einen Weg durch die Matrix des Fibrinpfropfes zu bahnen. In der zweiten
Woche nach Verletzung wird das Granulationsgewebe narbig umgebaut. Aus Fibroblasten
entstechen Myofibroblasten, deren kontraktile Aktinfilamente eine Kontraktion der Wunde
bewirken. Mit zunehmender Faserdicke und steigendem Vernetzungsgrad des Kollagens

erreicht die Narbe Stabilitdt und Zugfestigkeit [6].



1.2. Myofibroblasten und Wundkontraktion

Eine hohe mechanische Beanspruchung, wie sie im Wundrand und in Bereichen des
Granulationsgewebes von dermalen Wunden auftritt, und das Vorhandensein von Fibronektin
16st eine Differenzierung von Fibroblasten in Proto-Myofibroblasten aus [10]. Bei
Spannungssteigerung und dem Einfluss von TGF-B1 (Transforming growth factor beta),
welches in der extrazelluliren Matrix gespeichert wird, wandeln sich diese in alpha-smooth-
muscle-actin  (ASMA) haltige Myofibroblasten um [11-14]. Myofibroblasten sind
spezialisierte kontraktile Zellen, die sich sowohl morphologisch als auch funktionell von
Fibroblasten unterscheiden [13]. Sie besitzen einen Kkontraktilen Apparat, dessen
Aktinfilamente an der Myofibroblastenoberfliche in Fibronexus enden, die {iber
transmembrane Integrine das intrazelluldre Aktin mit extrazellulirem Fibronektin verbinden
[15, 16]. Dadurch kann eine lokale Kontraktion der extrazelluliren Matrix erfolgen.
AuBlerdem sind Myofibroblasten iiber funktionelle Gap Junctions untereinander verbunden
und bilden somit eine multizelluldre kontraktile Einheit [13, 17]. Nach Abschluss der
normalen Wundheilung mit narbigem Umbau des Gewebes gehen die Myofibroblasten in

Apoptose iiber und es entsteht eine zellarme Narbe [13].

1.3. Pathologische Wundheilung und Wundkontraktion

Die meisten Hautwunden heilen innerhalb von zwei Wochen problemlos ab. Jedoch ist die
sich bildende Narbe als Endprodukt der Wundheilung oftmals weder &sthetisch noch
funktionell perfekt [2]. Immer wieder entstehen hypertrophe Narben und Narbenkontrakturen,
die mit einer Einschrinkung der Beweglichkeit von Gliedmafen, mit Schmerzen und
reduzierter Lebensqualitit verbunden sind [18-20] Sie sind Folge einer Dysregulation im
Umbauprozess der extrazelluliren Matrix wihrend der letzten Wundheilungsphase. Eine
unangemessen hohe Produktion von extrazelluldrer Matrix fithrt zur Fibrose, die eine
Deformierung des umliegenden Gewebes zur Folge hat [13]. AuBerdem wurde nachgewiesen,
dass in hypertrophen Narben Myofibroblasten nach erfolgter Reepithelialisierung der
Hautwunde nicht in Apoptose iibergehen, sondern weiter kontrahierend auf die extrazellulére
Matrix wirken [13, 21]. Hierfiir konnte aktives TGF- B1 verantwortlich sein, das einerseits die
Expression des ASMA in Myofibroblasten stimuliert [13, 22] und andererseits die Apoptose
verhindert [11, 23].

1.4. Die Extrazellulare Matrix
Fibroblasten, Chodroblasten, Osteoblasten, Endothelzellen und Mastzellen bilden als
Abkommlinge von mesenchymalen Stammzellen die zelluldren Komponenten des Binde- und
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Stiitzgewebes. Diese Zellen sezernieren die Bestandteile der extrazelluldren Matrix (EZM). Je
nach Gewebetyp bildet die EZM ein Geriist aus unterschiedlichen Anteilen von
Makromolekiilen wie Kollagenen, Elastin, Proteoglykanen, Fibronektin und Laminin, in dem
die Parenchymzellen eingebettet sind [24]. Das von Fibroblasten, Myofibroblasten und
Stromazellen produzierte Kollagen stabilisiert die einzelnen Zellen im Gewebeverband.
AuBerdem stellt die EZM ein Reservoir fiir Zytokine und Wachstumsfaktoren dar. Uber
Rezeptoren an der Zelloberfliche, den so genannten Integrinen, stehen Zellen mit ihrer
extrazelluliren Umgebung im Signalaustausch [25-29]. Integrine sind heterodimere
Transmembranproteine, an denen die Bindungen von Komponenten der EZM erfolgt. Nach
Bindung wird eine intrazelluldre Signalkette ausgelost, die zur Aktivierung des Zytoskelettes
und zur Regulation der Genexpression iiber Proteinkaskaden fiihrt [24].

Die EZM unterliegt durch den Einfluss von Proteasen, zum Beispiel MMP, dynamischen
Veridnderungen durch proteolytischen Abbau und Neusynthese von Molekiillen wie zum

Beispiel bei Entziindungen, Wundheilungsprozessen und Tumorinvasion [30].

1.5. Die Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen gehoren zur Gruppe der Zink-abhingigen Endopeptidasen, die
maflgeblich am proteolytischen Umbau der EZM beteiligt sind. Aufgrund ihrer Spezifitét fiir
alle Bestandteile der EZM stellen die MMP eine Schliisselrolle in der Regulation der
extrazelluliren Homoostase dar [25]. Neben physiologischen Umbauprozessen,
beispielsweise bei Wundheilung, Angiogenese und Knochenumbau, partizipieren MMP auch
in zahlreichen pathologischen Prozessen wie Tumorinvasion, Fibrose und kardiovaskuléren
Erkrankungen [31].

Die MMP werden verschiedenen Untergruppen zugeordnet. Entsprechend ihrer
Substratspezifitdt und Struktur erfolgt eine Einteilung in: Kollagenasen (MMP-1, MMP-8,
MMP-13, MMP-18), Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), Stromolysine (MMP-3, MMP-10),
Matrilysine ( MMP-7, MMP-26, MMP-11), Membran-Typ MMP (MMP-14, MMP-15, MMP-
16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) , Makrophagen Elastase (MMP-12), Enamelysin (MMP-
20), Epilysin (MMP-28), Cystein array MMP (MMP-23) und andere MMP (MMP-19, MMP-
21, MMP-27) [32].

MMP werden als inaktive, latente Proenzyme von verschiedenen Zellen gebildet und in die
EZM sezerniert. Thre Regulation erfolgt auf der Ebene der Transkription, durch die
proteolytische Aktivierung der Proenzyme und iiber die Inhibierung durch eine Reihe
natiirlicher Inhibitoren. Die latente Enzymform besitzt eine Prodoméne, die iiber eine

kovalente Bindung zwischen Cystein und dem Zinkatom des katalytischen Zentrums der
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MMP im Protein verankert ist. Bei der Enzymaktivierung wird die Cysteinbindung
unterbrochen, die Prodomine abgespalten und das katalytische Zentrum freigelegt [30, 33-
35]. Endogene Inhibitoren kontrollieren dabei die Aktivitit der Proteinasen. Neben TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4 (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), den spezifischen
Inhihibitoren der MMP, sind alpha-2-Makroglobulin, Thrombospondin und der
Zelloberflachenrezeptor RECK (Reversion-inducing cysteine-rich protein with kazal motifs)
als Inhibitoren der MMP bekannt [30].

Im Rahmen der Hautwundheilung kann die Aktivierung von Proenzymen iiber das in der
provisorischen Matrix des Fibrinpfropfes enthaltene Plasmin geschehen [31]. Aktivierte MMP
konnen wiederum andere MMP in die aktive Form umwandeln [35]. Die Gelatinase MMP-2
kann unter anderem durch MMP-1 und MMP-7 aktiviert werden und aktiviert selbst MMP-9
und MMP-13 [31]. Der Hauptaktivierungsweg von MMP-2 geschieht jedoch tiber MMP-14.
Es ist nachgewiesen, dass die autokatalytische Aktivierung von Membran gebundener MMP-
14 durch TIMP-2, TIMP-4 und synthetischen Inhibitoren der MMP (MMPI) gehemmt wird
[36, 37]. MMP-2 wird {iber einen trimolekuldren Komplex bestehend aus MMP-14, TIMP-2
und einem weiteren MMP-14 Molekiil aktiviert [35, 37, 38].

1.6. Die Rolle von Gelatinasen in der Wundheilung

Im Zusammenhang mit Wundheilungsprozessen interessiert sich unsere Arbeitsgruppe
besonders fiir die Wirkungsweise der Gelatinasen.

Gelatinase A (MMP-2) wird in Zellkulturen unter anderem von Keratinozyten,
Endothelzellen, monozytiren Leukozyten und dermalen Fibroblasten exprimiert [31, 39].
Gelatinase B (MMP-9) wird in Zellkulturen von Keratinozyten, polymorphkernigen
Leukozyten, nicht aber von Fibroblasten produziert [31, 40-42]. In Organkulturen allerdings
exprimieren Fibroblasten ebenfalls MMP-9 [43]. AuBlerdem wird MMP-9 von neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten invasiver Hautkarzinome gebildet [31]. Substrate der MMP-2
und MMP-9 sind neben Gelatine die Kollagene vom Typ I, IV, V, VII, IX, X und XIV sowie
alpha-2-Makroglobulin, Fibronektin, Elastin, Vitronektin und Laminin [31]. Laminin und
Kollagen Typ IV und VII sind Bestandteile der Basalmembran. Im Rahmen der
Hautwundheilung werden diese in der Phase der Reepithelialisierung von Gelatinasen am
Wundrand lysiert. Somit verlieren epidermale Keratinozyten die Verbindung zur

Basalmembran und kénnen zur Wunde hin migrieren [2, 44].



1.7. Synthetische Inhibitoren der Matrixmetalloproteinasen

Eine Verdnderung der Aktivitit von MMP durch ein gestortes Wechselspiel zwischen MMP
und ihren endogenen Aktivatoren und Inhibitoren spielt eine zentrale Rolle bei zahlreichen
Erkrankungen wie z.B. Peridontitis [45], Arteriosklerose bei koronarer Herzkrankheit [46],
rheumatoider Arthrits [47-49], Lungenemphysem sowie im Wachstum und in der
Metastasierung von malignen Tumoren [47]. Um hierbei therapeutisch Einfluss nehmen zu
konnen, wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl synthetischer Inhibitoren der MMP
(MMPI) mit verschiedenster Wirkungsweise entwickelt. Eine Modglichkeit MMP zu
inaktivieren besteht in deren Dislokation von Rezeptoren an der Zelloberfiche und der
extrazelluliren Matrix z.B. durch Heparin [50]. Goldsalze, die in der Arthritistherapie
eingesetzt werden, hemmen die MMP-Aktivitit durch Bindung an die Schwermetallseite der
MMPs [51]. Chelatoren wie Hydroxamate, Phosphonate und Tetracycline inhibieren durch
Binden am katalytischen Zinkion der MMP. Diese Chelatoren sind eher unspezifische
Hemmstoffe, da sie alle Enzyme inhibieren, die katalytisch wichtige Zinkionen enthalten [50].
Um die Selektivitdt der Zink-Chelatoren fiir MMP zu erhéhen, wurden deshalb hoher potente
und selektivere Zink bindende Gruppen der MMPI entwickelt, wie z.B. Pyrone mit einer
nachgewiesenen Selektivitit fiir MMP-3 [52, 53]. Ein anderer Weg, die Spezifitdt der MMPI
zu erhohen, ist der Versuch, iiber allosterische Hemmung auBerhalb des bei vielen MMP

strukturell sehr dhnlichen katalytischen Zentrums Einfluss zu nehmen [54, 55].

1.7.1. Batimastat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein synthetischer, unspezifischer Hydroxamat-
Breitbandinhibitor der MMP, das Batimastat (Batimastat; British Biotech Pharmaceuticals
Ltd.,Oxfort, UK) verwendet. Das Molekulargewicht von Batimastat betrdgt 477 kDa. Dieser
MMPI ahmt die von den MMPs erkannten Proteinbindungsstellen am Substrat nach. Dadurch
wird Batimastat von diesen Enzymen als Substrat erkannt, und fiihrt zu einer reversiblen,
kompetetiven Hemmung am aktiven Zentrum [56]. Batimastat inhibiert mit IC 50 Werten
(Inhibierende Konzentration, bei der 50 % der Enzymaktivitit gechemmt wird) von 3 nM fiir
MMP-1, 4 nM fir MMP-2, 20 nM fiir MMP-3, 10 nM fiir MMP-8 und 10 nM fir MMP-9
[57].

1.8. Vorausgegangene Arbeiten und Zielstellung

In zahlreichen experimentellen Studien verzogerten selektive synthetische MMPI sowohl die
Migration von Keratinozyten in Wunden als auch die Wundkontraktion [58-61]. In einer
vorangegangenen in vivo Studie von Mirastschijski et al. [62] wurde der Einfluss des
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synthetischen Hydroxamat-Breitbandinhibitors Ilomastat auf die Wundheilung der Haut
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die systemische Anwendung von Ilomastat eine
verzogerte Migration von Keratinozyten und eine reduzierte Wundkontraktion in
Vollhautwunden induziert. Die Kenntnis des Wirkungsspektrums der MMP in der
Wundheilung hatte sich zuvor nur auf die Beteiligung am Gewebeumbau und der
Zellmigration beschrankt. Unbekannt ist bisher, ob eine lokale Behandlung ebenfalls die
Wundkontraktion beeinflusst. Die Belastung des Organismus ist bei einer systemischen
Applikation eines MMP-Breitband-Inhibitors vergleichsweise hoch, sodass die lokale
Therapie eine erstrebenswerte, alternative Applikationsweise darstellt.

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit der Untersuchung der Wirkung des Hydroxamat-
Inhibitors Batimastat auf die Wundheilung und Wundkontraktion der Haut bei einer lokalen
Anwendung. In Anlehnung an die Studie von Mirastschijski et al. [62], wurde das gleiche
Modell, die Wundheilung bei Vollhautwunden der Ratte, gewihlt. Es sollte in dieser Arbeit
die Frage gekliart werden, ob die Wundkontraktion auch iiber die lokale Applikation eines
Hydroxamat-MMPI gehemmt werden kann. Die Erfassung der Inhibitorwirkung auf den
Verlauf der Wundheilung erfolgte makroskopisch, mikroskopisch und biochemisch. Uber
einen Zeitraum von 14 Tagen wurden die Epithelialisierung und Beschaffenheit des
Granulationsgewebes der Wunden im histologischen Priparat, die GroBe der Wunden
zusitzlich makroskopisch gemessen. Der Beurteilung der Wundkontraktion diente zudem die
immunhistochemische Darstellung des hierbei agierenden Zelltyps, der Myofibroblasten. Der
hemmende Einfluss von Batimastat auf die lokalen MMP wurde durch die zymographische
Analyse der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 erfasst.

Das langfristige Ziel dieser Studie besteht in der Entwicklung eines Lokaltherapeutikums zur

Pravention von iibermiBiger Wundkontraktion.



2. Material und Methoden

2.1. Tierexperimenteller Versuch

2.1.1. Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen waren von der Tierschutzkommission des
Landesverwaltungsamtes Sachsen-Anhalt genehmigt und wurden entsprechend dem
vorgelegten Tierversuchsprotokoll durchgefiihrt (Aktenzeichen: 42502-2-794).

Fir alle Versuchsanordnungen wurden weibliche Sprague Dawley Ratten (Harlan-
Winkelmann GmbH Deutschland, Borchern) mit einem Gewicht von 180-200 g verwendet.
Die Versuchstiere wurden in Einzelkidfigen bei einer konstanten Temperatur von 20-22 °C
unter einem 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus gehalten. Wasser und pelletierte Standardkost
erhielten alle Tiere ad libitum. Zwischen Ankunft der Tiere und erster Behandlung lag eine

Phase der Akklimatisation von 12 Tagen.

2.1.2. Synthetischer Matrixmetalloproteinasen-Inhibitor Batimastat

Der Breitbandinhibitor Batimastat wurde aufgrund seiner schlechten Wasserloslichkeit als
Suspension (10 mg/ml) in einem bei 37 °C gelierenden Hydrogel (Dr. August Wolff GmbH,
Bielefeld, Deutschland) verwendet. Die Inhibitorkonzentration von Batimastat wurde in
Anlehnung an eine vorausgegangene Studie mit einem &hnlichen, synthetischen MMPI
(Ilomastat) gewdhlt, in der der Inhibitor die Keratinozytenmigration und Wundkontraktion in
menschlichen Wunden beeinflusste [58]. Da es in Pilotversuchen zu bakteriell bedingten
Wundinfektionen kam, musste dem Hydrogel sowohl in der Kontroll- als auch in der
Behandlungsgruppe das Antibiotikum Gentamycin (100 pg/ml; PAA, Colbe, Germany)

beigemischt werden.

2.1.3. Versuchsgruppen

Zum Nachweis der lokalen Wirkung des MMPI Batimastat auf die Wundheilung der Haut
wurden die Versuchstiere in 2 Behandlungsgruppen, einer Inhibitor- und einer
Kontrollgruppe, zugeordnet. Dabei erhielt die Inhibitorgruppe eine Therapie mit dem
Inhibitor in Hydrogel, die Kontrollgruppe wurde nur mit Hydrogel behandelt.

Um den Einfluss des MMPI auf die verschiedenen Stadien der Wundheilung beurteilen zu
konnen, erfolgte eine Analyse an den postoperativen Tagen 4, 8 und 14. In beiden

Behandlungsgruppen wurden zu jedem Zeitpunkt jeweils 12 Tiere untersucht (Tab. 1).



Tab. 1: Ubersicht zum Zeitverlauf der tierexperimentellen Versuchsanordnung

(VW: Verbandswechsel, OP: Operation, n: Anzahl, d: Tag)

Tag
Gruppen 0 2 4 6 8 10 (12 |14

Kontrolle |Gruppe 14 d
n=12
(Hydrogel) | Gruppe 8 d
n=12

OP |VW VW |VW VW |VW |VW |Ende

OP |VW VW |VW |Ende

Gruppe 4 d
n=12

OP VW |Ende

Inhibitor |Gruppe 14 d
n=12
(Bati- Gruppe 8 d
mastat injn=12

OP |VW VW VW |VW |VW |VW |Ende

OP |VW VW VW |Ende

Hydrogel) Gruppe 4 d
n=12

OP | VW | Ende

2.1.4. Versuchsdurchfihrung

Der Versuch begann am Tag 0 mit einem operativen Eingriff zum Setzen der Wunden. Die
Tiere erhielten dazu eine Narkose durch intramuskuldre Applikation eines Gemisches aus
Ketaminhydrochlorid (100 mg/ kg Korpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (5 mg/kg
Korpergewicht). Danach wurde ein etwa 20 cm? groes Operationsareal auf dem Riicken
unterhalb der Scapulae rasiert und anschlieBend mit Alkohl desinfiziert. Mit sterilen 8 mm
Hautstanzen (Biopsy Punch, Stiefel Laboratorium, Offenbach am Main, Deutschland) wurden
etwa 1,5 cm unterhalb der Scapulac auf einer Fliche von ca. 8 cm’ vier
Vollhautexzionswunden gesetzt, jeweils 2 auf jeder Seite der Wirbelsdule. Die Wunden hatten
einen Abstand von ca. 1 cm. Nach Blutstillung wurden pro Vollhautwunde 100 pl Batimastat-
Suspension bzw. 100 pl Hydrogel aufgetragen und nach Gelierung des Gels mit einem
zugeschnittenen Pflaster (Gothaplast®, Gotha, Deutschland) abgedeckt (Abb. 1). Ein
Verband, bestehend aus einer aufliegenden Mullkompresse und einem locker gewickelten
Stretchverband (Peha Haft®, Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland), der um den Rumpf
des Tieres angebracht wurde, gewihrleistete den Verbleib und eine lang anhaltende

Einwirkung des Behandlungsagens auf den Wunden. Um ein Abstreifen des Verbandes durch



das Tier zu verhindern, wurde dieser zusétzlich an einer Tierweste (Lomir®, Lomir
Biomedical Inc., Ontario, Kanada) fixiert (Abb. 2).

Alle zwei Tage fand unter einer Narkose mit Ketaminhydrochlorid (intramuskuldr, 100 mg/
kg Korpergewicht) ein Verbandswechsel statt. Dabei erfolgte nach schonender Reinigung der
Wunden mit physiologischer Kochsalzlosung eine makroskopische Beurteilung der
Wundverhéltnisse. Als Kriterien dienten die Sekretion von Eiter oder Fliissigkeit,
Umgebungsrotung, die Kontraktion des Wundrandes und die Bildung von Schorf.
AnschlieBend wurden pro Wunde 50 pl Batimastat-Suspension bzw. 50 pl Hydrogel
appliziert und wie oben beschrieben erneut ein Verband angelegt. Die zunehmende Reduktion
der Wundgrof8e wihrend des Heilungsprozesses bedingte, dass nur noch eine reduzierte
Menge des Hydogels und der Batimastat-Suspension appliziert werden konnte. Am jeweils
letzten Untersuchungstag einer Versuchsgruppe (postoperativer Tag 4, 8 oder 14) erhielten
alle Tiere 1 Stunde vor Versuchende eine intramuskulédre Injektion des Thymidin Analogons
5-bromo-2"desoxyuridin (BrdU, 50 mg/kg Korpergewicht, B9285, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA). Am narkotisierten Tier (intramuskuldr, Ketaminhydrochlorid/
Xylacinhydrochlorid, sieche oben) fand eine abschlieBende Wundbeurteilung statt. Im
Anschluss wurden die Wundareale inklusive ca. 1,5 cm des angrenzenden
Normalhautgewebes exzidiert und die Tiere durch Dekapitation getotet. Jeweils 2 exzidierte
Wunden eines Versuchstieres wurden in gepuffertem Formaldehyd (4 %) fiir die histologische
Analyse fixiert. Fiir biochemische Untersuchungen wurden die anderen 2 Wunden und das
Normalhautgewebe bei -70 °C eingefroren.

Nach der Operation, bei jedem Verbandswechsel und am Versuchsende erfolgte neben der
Gewichtsbestimmung der Tiere eine Fotodokumentation der Wunden mit Hilfe einer
Digitalkamera. Dazu wurden jeweils die 2 untereinander, in einer Ebene liegenden Wunden

zusammen mit einer auf dem Riicken des Tieres befestigten Millimeterskala fotografiert.



Abb. 1: Versuchstier beim Verbandswechsel

Abb. 2:Versuchstier mit Verband und Tierweste

2.2. Erfassung der Wundkontraktion durch Messung der Wundflachen

Die Analyse der digitalisierten Bilder erfolgte mit der Software AxioVision Release 4.5 (Carl
Zeiss, Gottingen, Deutschland). Die Wundflichen wurden durch Nachzeichnen des
Wundrandes (definiert als Grenze zum inneren, sich feucht zeigenden Wundbereich)
gemessen, wobei die jeweilige Millimeterskala als Kalibrierhilfe diente. Aus den 4 pro Tier
gemessenen Wundflachen wurde ein Mittelwert gebildet, welcher die mittlere Wundgrofle
eines Versuchstiers darstellte. Trotz gleichméBiger Verwendung einer 8 mm Hautstanze bei
allen Tieren, war am Tag der Operation eine relativ grole Variation der WundgroBBen

feststellbar. Deshalb wurde die Wundgrée am Tag 0 auf 100 % normiert.
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2.3. Histologie und Immunhistochemie

2.3.1. Einbettung der Proben

Die Proben wurden nach der Fixierung gespiilt, entwiéssert und in Paraffin eingebettet (Details
siche Anhang Punkt 10.1.). Zur leichteren Orientierung wurde die Mitte der Wunde (grofter
Durchmesser in kranio-kaudaler Ausrichtung) mit Hilfe von chirurgischem Nahtmaterial

markiert.

2.3.2. Herstellen von Hautschnitten

Von den eingebetteten Hautproben wurden in der Wundmitte (sieche Punkt 2.3.1.) mit dem
Rotationsmikrotom (RM 2135, Leica Mikrosysteme, Bensheim, Deutschland) 5 pm dicke
Gewebeschnitte vertikal zur Oberfliche hergestellt. Die Schnitte wurden in ein Wasserbad
tiberfiihrt, auf mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) behandelten
Superfrost®Plus Objekttragern (Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen und
nachfolgend auf einer 50 °C warmen Streckplatte (HI1220, Leica Mikrosysteme, Bensheim,
Deutschland) gestreckt. Nach Abziehen des {iberschiissigen Aqua dest und kurzem
Antrocknen trockneten die Schnittpraparate bei 60 °C iiber 18 bis 24 Stunden.

Die Priparate wurden so auf mehrere Objekttrager verteilt, dass fiir die nachfolgend geplanten
Firbungen (Ubersichtsfirbung, Immunhistochemischer Nachweis von BrdU und ASMA) alle

Schnitte innerhalb einer Spanne von 200 pm eines Objekts lagen.
2.3.3. Histologie

2.3.3.1. Ubersichtsfarbung

Als Ubersichtsfirbung diente die Himalaun-Eosin-Firbung (HE). Nach Entparaffinieren der
Hautschnitte wurden diese in einer absteigenden Alkoholreihe entwéssert und geféarbt (Details
siche Anhang Punkt 10.2.). Zur Konservierung wurden abschlieBend alle Prdparate mit

Roti®HistoKitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingeschlossen.

2.3.3.2. Auswertung der Hamalaun-Eosin Préaparate

Von den mittels HE gefirbten Hautschnitten wurden mit Hilfe einer Digitalkamera (AxioCam
MRc; Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) am Lichtmikroskop bei 10 facher
Objektivvergroferung Bilder (1300 x 1030 Pixel) gewonnen und unter Verwendung der
Bildanalysesoftware AxioVision Release 4,5 (Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland)
ausgewertet. Gemessen wurden die Linge des neu gebildeten Epithels (nE) / Epithelzunge

(EZ, Benennung bei noch nicht geschlossener Wunde) iiber dem Granulationsgewebe (GG),
11



sowie die maximale Lange zwischen den subepithelialen Wundriandern = totale Wundldnge
(gut sichtbar anhand des abrupten Ubergangs zwischen der Extrazelluliren Matrix des
Normalgewebes und dem Granulationsgewebe der Wunde) (Abb. 3). Aus diesen Messwerten
wurde der Anteil der bedeckten Wundzone berechnet. Untersucht wurden 2 Wunden pro Tier
in Mehrfachanalysen von 3-6 Schnitten pro Wunde. Die daraus errechneten Mittelwerte
ergaben den Messwert pro Tier, der in die weitere statistische Auswertung zur Ermittlung der

Gruppenmittelwerte und Standardabweichungen einging.

Abb. 3: Himalaun-Eosin Farbung einer reepithelialisierten Wunde am 14. Tag postoperativ.
D: Dermis, WRs: superfizieller Wundrand, WRp: profunder Wundrand, GG:
Granulationsgewebe, WR: Wundrand, E: Epithel, nE: neues Epithel, NH: Normalhaut, M:

Musculus carnosus, F: Haarfollikel, WL: totale Wundlinge
Malfstabsbalken: 500pm

2.3.4. Immunhistochemie

2.3.4.1. Immunhistochemischer Nachweis des BrdU

Um die Inkorporation von BrdU in der DNA und damit die Zellproliferation sichtbar zu
machen, wurden die entparaffinierten und gespiilten Hautschnitte zur Freilegung der Antigene
zundchst in Zitrat-Puffer gekocht. Nach Hemmung der endogenen Peroxidase und
Blockierung von unspezifischen Bindungen mittels Rinderserumalbumin  und
Kaninchennormalserum erfolgte die Inkubation mit dem primdren monoklonalen
Mausantikorper gegen BrdU (M744; DAKO, Glostrup, Ddnemark) iiber Nacht bei 4 °C. Nach

Bindung des priméren Antikorpers wurden die Prdparate mit dem sekunddren Antikdrper,
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einem biotinylierten Kaninchen-Anti-Maus Immunglobulin G (E354; DAKO, Glostrup,
Dénemark) behandelt. Die Visualisierung erfolgte mit einem Peroxidase gekoppelten
Streptavidin und 3,3"-diaminobenzidine-HCI als Substrat. Ein Teil der Schnitte wurde mit

dem Kernfarbstoff Himalaun nach Mayer gegengeférbt (Details siche Anhang Punkt 10.3.).

2.3.4.2. Auswertung der BrdU-Immunhistochemie

Die bei einer ObjektivvergroBerung von 20 im Mikroskop sichtbare Immunreaktion der
Wunden wurde mit Hilfe einer Digitalkamera aufgenommen und bildanalytisch ausgewertet
(siche Punkt 2.3.3.2.). Dabei wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen in folgenden
Hautabschnitten (Abb. 3) ermittelt:

- im Epithel der Normalhaut (NH) auf einer Lange von 900 pm in 2 mm Entfernung zur

Wunde
- im gesamten, die Wunde liberdeckenden neuen Epithel (nE, EZ),

- in der Epidermis des Wundrandes zu beiden Seiten der Wunde auf einer Lange von je

500 um (WR)

- im zentralen Granulationsgewebe in einer Fldche von 0,16 mm? (GG).
Von jedem Versuchstier wurden 2 Wunden und die angrenzende Normalhaut in jeweils 3-6
Schnitten analysiert. Aus den Ergebnissen wurde der Mittelwert pro Tier gebildet, der als
Anzahl BrdU-positiver Zellen pro I mm bzw. 1 mm? umgerechnet wurde. Diese Werte waren

Grundlage fiir die Ermittlung der Gruppenmittelwerte und Standardabweichungen.

2.3.4.3. Immunhistochemischer Nachweis von ASMA

Nach Entparaffinierung und Spiilen wurde in den Hautschnitten die endogene Peroxidase
gechemmt und  unspezifische  Bindungen  mittels  Rinderserumalbumin  und
Kaninchennormalserum blockiert. Als primdrer Antikorper wurde nachfolgend ein
monoklonaler Maus-Antikorper gegen menschliches ASMA (CBL 171; Chemicon, Temecula,
Californien, USA) verwendet. Nach Bindung des primdren Antikdrpers erfolgte die
Inkubation mit einem biotinylierten Kaninchen-Anti-Maus Antikorper. Zur Visualisierung
wurde Peroxidase-gekoppeltes Streptavidin mit DAB als Substrat eingesetzt (Details siehe

Anhang Punkt 10.3.).
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2.3.4.4. Auswertung der ASMA-Immunhistochemie
Die mikroskopische Auswertung der ASMA-Immunreaktion erfolgte semiquantitativ, indem
die Intensitdt und die Flichenausdehnung ASMA-positiver Zellen jeweils auf einer Skala von

0 bis 3 bewertet wurden:

eine fehlende positive Immunreaktion erhielt den Wert 0

eine schwache Reaktion erhielt den Wert 1

eine mittlere Reaktion erhielt den Wert 2

eine starke Immunreaktion erhielt den Wert 3.

Folgende Regionen (Abb. 3) wurden ausgewertet:
- das Granulationsgewebe des Wundzentrums (GG),
- der superfizielle Wundrand (WRs), Dermis direkt unter dem Epithel

- der Wundrand in der profunden Dermis (WRp)

Zusitzlich wurden die Anzahl der Gefile im Wundrand und in der Wundmitte ermittelt,
wobei im Wundrand eine Flidche von 0,25 mm? und in der Wundmitte 0,49 mm? pro Wunde
ausgewertet wurden.

Von jedem Versuchstier wurde die ASMA-Reaktion in 2 Wunden analysiert. Aus den
semiquantitativ von 0-3 eingeschitzten Ergebnissen wurde ein Mittelwert pro Tier gebildet.
Das Ergebnis der Gefia3zahlung wurde ebenfalls pro Tier gemittelt und auf eine Flache von 1
mm? normiert. Diese Werte waren Grundlage fiir die Ermittlung der Gruppenmittelwerte und

Standardabweichungen.

2.4. Biochemische Analysen

Zur Bestimmung der aktiven und latenten Form der Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und
MMP-9 wurde die Methode der Gelatine-Zymographie gewahlt. Hierfiir wurden die Enzyme
aus dem eingefrorenen Hautmaterial extrahiert, in Gelatine-haltigen Gelen elektrophoretisch
aufgetrennt und nachfolgend im Gel dargestellt. Die Zymographie beruht auf dem Prinzip der
SDS-Polyacrylamid—Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE). Das Zymographiegel enthilt
zusitzlich Gelatine, ein Substrat der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9. Die Gelatinasen
verdauen die im Gel enthaltene Gelatine. Nach Inkubation werden die Gele entfiarbt, wobei
die Gelatine den Farbstoff bindet. An Stellen der Substratdegradation durch MMP férbt sich
somit das Gel nicht an, weshalb die Enzyme als helle Banden auf dunklem Hintergrund

dargestellt werden konnen.

14



2.4.1. Proben-Extraktion

Nach Auftauen der Hautgewebeproben von jeweils einer Wunde pro Tier wurden mittels
Hautstanzen (Biopsy Punch, Stiefel Laboratorium, Offenbach am Main, Deutschland) Proben
aus dem Wundzentrum (1 x 4 mm), dem Wundrand (4 x 2 mm) und der Normalhaut (3 x 3
mm) gewonnen. Die Proben wurden pro Region gepoolt, gewogen und mit Protease-
Inhibitoren enthaltendem Extraktionspuffer (4 ml pro 100 mg Feuchtgewicht), versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben unter kontinuierlichem Schiitteln (Schiittler, Stuart®,
Barloworld scientific, Staffordshire, Grof3britanien) 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nach
Entfernen des Hautstliicks wurden die gewonnenen Ldsungen zentrifugiert (Centrifuge 5804
R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und der Uberstand direkt im Anschluss zur
weiteren Analyse abpipettiert (Details siche Anhang Punkte 10.4.1., 10.4.2.).

2.4.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den extrahierten Proben erfolgte mit dem DC
Protein Assay von Bio-Rad (Miinchen, Deutschland) unter spektrophotometrischer Messung
(SpectraMax 2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Als Proteinstandard wurde
Rinderserumalbumin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) verwendet (Details siehe Anhang

Punkte 10.4.1., 10.4.3.).

2.4.3. Herstellung der Probenlésung

Jeweils 5 pug Protein pro Probe wurden in die Brunnen des Elektrophoresegels gegeben. Um
ein konstantes Volumen der Proben zu erreichen, wurde das jeweilige 5 pug Probenvolumen
mit Extraktionspuffer auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt und mit 5 pl Probenpuffer

versetzt (Details siche Anhang Punkte 10.4.1., 10.4.4., 10.4.5.).

2.4.4. Elektrophorese

Zunichst erfolgte die Herstellung eines 7,5 %igen SDS-Polyacrylamid Trenngels mit 0,5
mg/ml Gelatine (Details siche Anhang Punkte 10.4.1., 10.4.4.). Die Gele bestehend aus
Trenngel und Sammelgel, wurden frisch gegossen und direkt nach Auspolymerisation
verwendet. Um die Proben auftragen zu konnen, wurde ein Kamm zur Bildung von 10
Gelbrunnen (Aufnahmevolumen je 30 pl) in das Sammelgel eingebracht. Nach Einsetzen der
Gele in die Elektrophoresekammer (XCell SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen Corporation,
Carlsbad, USA) wurde die Kammer mit Elektrophoresepuffer gefiillt und die Gele mit dem
gleichen Puffer iiberschichtet. Mittels einer Hadmiltonspritze wurden dann je 25 ul der

Probenlosung in die Gelbrunnen injiziert.
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Parallel zu den Testproben wurde 20 pl eines humanen MMP-2 (50 ng/ul, Molekulargewicht
72 kDa)/ MMP-9 (50 ng/ul, Molekulargewicht 92 kDa) Standards (CC073, Chemicon,
Temecula, CA, USA) pro Gel als Marker aufgetragen. Bei einer Stromstérke von 50 mA und
maximaler Spannung durchwanderten die Proben in circa 2 Stunden das Sammelgel und
Trenngel, bis diese durch den Farbstoff sichtbar auf Hohe der unteren Kammerelektrode
angekommen waren. Danach wurde die Elektrophorese beendet und die Gele aus den

Kammern gelost (Details sieche Anhang Punkt 10.4.1., 10.4.4., 10.4.5.).

2.4.5. Enzymreaktion und -darstellung

Die Gele wurden nach Abtrennung des Sammelgels in Waschpuffer iiberfiihrt und bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler (Stuart®, Barloworld scientific, Staffordshire,
Grofbritanien) zur Entfernung des SDS (hemmt die Enzymaktivitit) gewaschen. Daran
schloss sich die Inkubation der Gele in Zymo-Inkubationslosung iiber 16 Stunden bei 37 °C
auf einem Schiittler (Stuart®, Barloworld scientific, Staffordshire, Grof3britanien) an.

Die Féarbung der Gele erfolgte mit Coomassie Brilliant Blau R-250 (Merck, Darmstadt,
Deutschland). Zur Darstellung der hellen, ,,Gelatine-leeren® Banden wurden die Gele im
Anschluss schrittweise mit mehreren Losungen entfarbt. AbschlieBend wurden die Gele fiir
mindestens 3 Stunden in 3 %igem Glycerin eingelegt. Zur endgiiltigen Konservierung wurden
die Gele beidseitig mit Cellofanfolie bedeckt, in einen Rahmen eingespannt und {iber
mindestens 2 Tage bei Raumtemperatur getrocknet (Dry Ease® Mini-Gel Drying, Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Kalifornien,USA) (Details siche Anhang Punkte 10.4.1., 10.4.6).

2.4.6 Auswertung

Die gefarbten und getrockneten Gele wurden mit einem UMAX PowerLook 2100 XL
(UMAX, Willich, Deutschland) gescannt (normiert auf 256 Graustufen) und die digitalisierten
Bilder mit dem Mess-Tool fiir Gele der Software Image J 1.37v (public domain, Wayne
Rasband, National Institues of Health, USA) analysiert. In den der Auftrennungssédulen
angepassten Profil-Plots wurde nach Background-Korrektur fiir jede Enyzmbande die
integrierte optische Dichte (IOD, Flache unter der Kurve) gemessen und auf den MMP-2
Standard normiert. Die Zuordnung der Gelatinasen mit ihrer latenten und aktiven Form
erfolgte anhand des Bandenmusters des humanen MMP-2/ MMP-9 Standards. Die latente und
aktive Form wurden in ihrer Summe als totale MMP-2 bzw. MMP-9 zusammengefasst. Die
fiir die einzelnen Tiere erhaltenen Messwerte aus den verschiedenen Wundregionen wurden
zur Reduzierung des Effekts interindividueller Unterschiede auf die Ergebnisse der jeweiligen

Normalhaut bezogen, wobei die latente, aktive bzw. totale MMP-2 der Normalhaut mit 100
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%, die in der Normalhaut nicht messbare MMP-9 mit dem Wert 1 festgelegt wurde. Zur
Abschidtzung des Verhéltnisses zwischen der latenten und der aktiven Form wurden
zusitzlich Berechnungen vorgenommen, in denen die totale MMP-2 bzw. 9 mit 100 % als
Bezugswert eingingen. Die in dieser Weise fiir jedes Tier erhaltenen Werte wurden fiir die

Behandlungs- und Zeitgruppen als Mittelwert + Standardabweichung zusammengefasst.

2.5. Statistik

Statistisch wurden alle Daten mit der Software SPSS 13.0 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, USA)
ausgewertet. Fiir die Uberpriifung der Unterschiede zwischen den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten wurde an eine Varianzanalyse (ANOVA) der post hoc Test LSD
angeschlossen. Die Differenzen zwischen den Behandlungsgruppen wurden mit dem U-Test

nach Mann-Whitney gepriift. Als signifikant gelten p < 0,05.
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3. Ergebnisse

Der Vitalstatus der Tiere zeigte sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt durch die
Lokaltherapie mit Batimastat beeintrachtigt. Postoperativ war eine Gewichtsabnahme um
etwa 10 % des Ausgangsgewichtes in beiden Gruppen zu verzeichnen (Abb. 4). Bis zum 8.
postoperativen Tag wurde in beiden Gruppen das verlorene Gewicht wieder kompensiert. Die
Wundverhédltnisse  aller  Versuchstiere ~ waren  klinisch  iiber den  gesamten

Untersuchungszeitraum unauffillig.
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Abb. 4: Die Entwicklung des Korpergewichtes von Kontrollgruppe und Batimastat
behandelteter Gruppe bis zum 8. postoperativen Tag. Das Ausgangsgewicht wurde als 100 %
angenommen. Es waren keine signifikanten Gruppenunterschiede vorhanden.

n = 24 (pro Gruppe), Mittelwert + Standardabweichung

3.1. Makroskopisch sichtbare Veranderung der Wundgroéfie

In der Kontrollgruppe konnte eine kontinuierliche Reduktion der WundgréBe im Zeitverlauf
nachgewiesen werden (Abb. 5). Schon am 2. Tag nach der Operation verkleinerten sich die
Wundfldchen um 5 % auf 95 % der Ausgangsfliche, am 8. Tag waren es 21 %. Am 12. Tag
waren die Wunden weitgehend, am 14. Tag komplett verschlossen. Auch in der
Inhibitorgruppe nahm die Wundfldche bis zum 14. Tag ab, doch nicht in gleicher Kontinuitét:
am 2. postoperativen Tag nahm die Wundfliche auf 105 % der Ausgangsfliche zu. In den
darauf folgenden Tagen verkleinerten sich die Wundfldchen kontinuierlich, aber nicht so stark

wie in der Kontrollgruppe: am 8. Tag hatte erst eine Reduktion auf 46 % stattgefunden, am
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Tag 14 waren bei 9 der 10 Tiere noch nicht alle Wunden vollstindig verschlossen. Die
Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren an den postoperativen Tagen 2, 8, 10, 12 und

14 statistisch signifikant (p < 0,05) (Abb. 5).
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Abb. 5: Makroskopisch sichtbare Veranderungen der Wundfldchen in Kontrollgruppe und mit
Batimastat behandelter Gruppe an den postoperativen Tagen 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 14.
Die Gruppenunterschiede an den postoperativen Tagen 2, 8, 10, 12 und 14 waren signifikant.

n = 12 (pro Gruppe), Mittelwert = Standardabweichung, * p < 0,05, *** p < 0,005

3.2. Histologie - Epithelialisierung und GroéRenveranderung der Vollhautwunden
Zur Darstellung der Migration von Keratinozyten wurden in den mit H&malaun-Eosin
gefdrbten Hautschnitten die Linge des neu gebildeten Epithels und die totale Wundlidnge als
maximale Distanz zwischen den subepithelialen Wundrindern gemessen (Abb. 3). Die totale
Wundldange wurde unabhingig von der Reepithelialisierung und als maximale Distanz
zwischen den subepithelialen Wundrindern definiert, die gut sichtbar anhand des abrupten
Ubergangs zwischen der Extrazelluliren Matrix des Normalgewebes und dem
Granulationsgewebe der Wunde war.
Die gemessene totale Wundlénge zeigte zu keinem Zeitpunkt einen Unterschied zwischen den
Gruppen. Jedoch hatte sich verglichen mit dem postoperativen Tag 8 die totale Wundlénge in
beiden Gruppen am Tag 14 signifikant (p < 0,05) reduziert. In den Kontrollen fand eine
Reduktion von 4229 pm auf 2905 pm (p = 0,014) und in der mit Batimastat behandelten
Gruppe von 4396 um auf 3352 um (p = 0,084) statt (Abb. 6 a).
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Die Vollhautwunden in Kontrolltieren epithelialisierten deutlich schneller verglichen mit
Batimastat behandelten Tieren. Statistisch signifikant waren die Unterschiede am Tag 4 mit
einer Epithelldinge von 1236 pum in der Kontrolle zu 493 pum in der Inhibitorgruppe (p =
0,007) und am Tag 8 mit 4047 pm zu 2144 pm (p = 0,014) (Abb. 6 b).

Am 4. postoperativen Tag waren damit 28 % der Kontroll-Wunden im Gegensatz zu 11 % der
mit Batimastat behandelten Wunden von neuem Epithel bedeckt (p = 0,007) (Abb. 6 b). Am
8. postoperativen Tag waren 96 % Kontrollwunden und 52 % der mit Batimastat behandelten
Wunden epithelilalisiert (p = 0,013) (Abb. 6 ¢). Am 14. Tag nach der Operation waren alle
Wunden beider Gruppen vollstindig mit Epithel bedeckt.

Die Léinge des neuen Epithels reduzierte sich in der Kontrollgruppe signifikant zwischen 8.
und 14. postoperativen Tag (p = 0,014). Hingegen konnte bei den mit Batimastat behandelten
Wunden in dieser Zeit eine weitere, signifikante Zunahme des neu gebildeten Epithels

nachgewiesen werden (p = 0,027) (Abb. 6 b).
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Abb. 6 a: Histologische Veranderung der totalen Wundlange in der Kontroll- und mit

Batimastat behandelten Gruppe zwischen dem 4. und 14. postoperativen Tag.

Batimastat zeigte keinen Einfluss auf die Verdnderung der totalen Wundlinge.

n = 12 (pro Gruppe und Tag), Mittelwert = Standardabweichung
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Abb. 6 b: Histologisch gemessene Lange des neu gebildeten Epithels iiber den Wunden von
Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe zwischen dem 4. und 14. postoperativen
Tag.

Am 4. und 8. postoperativen Tag wurde unter Batimastat-Behandlung signifikant weniger
neues Epithel gebildet.

n = 12 (pro Gruppe und Tag), Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05
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Abb. 6 c: Anteil des von Epithel bedeckten Wundbereiches an der totalen Wundlénge.
Vergleich der Kontroll- und mit Batimastat behandelteten Gruppe zwischen dem 4. und 14.

postoperativen Tag. Die mit Batimastat behandelten Wunden reepithelialisierten verzogert.

n = 12 (pro Gruppe), Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05, ** p < 0,01
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3.3. Untersuchung der Zellproliferation mit Hilfe der BrdU-Immunhistochemie

Zur Untersuchung der Zellproliferation wurde 1 Stunde vor Toétung der Versuchstiere das
Thymidin Analogon BrdU intramuskuldr injiziert. In immunhistochemischen Préparaten
erfolgte an den postoperativen Tagen 4, 8 und 14 die Zdhlung von BrdU-positiven Zellen im
Wundrand, in der Epithelzunge, im Granulationsgewebe der Wundmitte und in der die Wunde

umgebenden Normalhaut (Abb. 7).

Die Anzahl an BrdU positiven Epithelzellen war in der Normalhaut iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum sehr gering und lag im Mittel zwischen 2,5 und 5 Zellen pro mm. In
dieser Kontrollregion zeichnete sich weder iiber die Zeit noch zwischen den
Behandlungsgruppen eine signifikante Verdnderung ab (Abb. 8 a). Im Vergleich zur
Normalhaut konnten im Wundgewebe generell eine deutlich hdhere Proliferationsrate
beobachtet werden. Im Epithel des Wundrandes wurde die hochste Anzahl BrdU markierter
Zellen (Kontrolle: 22/mm, Inhibitor: 28/mm) am Tag 4 gemessen. Die Anzahl nahm in beiden
Gruppen zum 8. Tag hin signifikant (p < 0,05) ab und blieb dann bis zum 14. Tag auf diesem
Niveau. Uber den gesamten Zeitraum waren immer signifikant mehr BrdU-positive Zellen pro
Langeneinheit in der Inhibitorgruppe (p < 0,05) nachweisbar. (Abb. 8 a).

In der neu gebildeten Epithelzunge zeigte sich in beiden Gruppen am 8. Tag ein statistisch
signifikanter Anstieg der Anzahl proliferierender Zellen, der aber in der Inhibitorgruppe
wesentlich stirker ausfiel (p < 0,05). An den postoperativen Tagen 4 und 14 hingegen konnte
in der Epithelzunge kein Gruppenunterschied festgestellt werden. Die beobachtete Erhohung
der Proliferationsrate am 8. Tag war zeitlich begrenzt, am 14. Tag entsprach die Anzahl

markierter Zellen etwa wieder den Werten vom 4. Tag (Abb. 8 a).

Abb. 7: siche folgende Seite

BrdU-Immunhistochemie in den Regionen Normalhaut (a), Wundrand (b) und Wundmitte mit
Epithelzunge (c) eines mit Batimastat behandelten Tieres am 8. postoperativen Tag. Im
Epithel der Wunde sind signifikant mehr BrdU-positive Zellen als in der Normalhaut
nachweisbar. Zahlreiche markierte Zellen kennzeichnen zudem das Granulationsgewebe.

Die Pfeilkdpfe markieren BrdU-positve Zellen, der Pfeil die Spitze der Epithelzunge.

E: Epithel, nE: neues Epithel, EZ: Epithelzunge, GG: Granulationsgewebe, D: Dermis, S:
Schorf

Malfstabsbalken = 50 pm
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Im Granulationsgewebe zeigte die Zellproliferation in den Behandlungsgruppen eine
unterschiedliche Entwicklung. Wiahrend sich in der Kontrollgruppe vom 4. zum 8. Tag und
erneut vom 8. zum 14. Tag die Anzahl BrdU-positiver Zellen drastisch verringerte (p < 0,05),
war in der Inhibitorgruppe zwischen 4. und 8. Tag ein leichter Anstieg und erst dann eine
deutliche Abnahme (p < 0,005) zu verzeichnen. Am 4. Tag konnten im Granulationsgewebe
der Kontrollgruppe signifikant mehr proliferierende Zellen pro mm? als nach
Inhibitoreinwirkung gefunden werden (p = 0,022), am 14. Tag waren es signifikant mehr
Proliferationszellen in der mit Batimastat behandelten Gruppe (p = 0,03). Am Tag 8 war kein
Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar (Abb. 8 b).
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Abb. 8 a: Anzahl BrdU-positiver Epithelzellen pro 1 mm Epithel in normaler Haut, im
Wundrand und in der sich neu bildenden Epithelzunge in Kontroll- und mit Batimastat
behandelteter Gruppe zwischen dem 4. und 14. postoperativen Tag.

Die Batimastat-Behandlung verursachte eine signifikante Steigerung der Anzahl
proliferierender Zellen im Wundrand und in der sich neu bildenden Epithelzunge an den
postoperativen Tagen 4 und 8.

n = 12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n = 9 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt),
Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05
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Abb. 8 b: Anzahl BrdU-positiver Stromazellen pro 1 mm? Granulationsgewebe in Kontroll-

und mit Batimastat behandelteter Gruppe zwischen dem 4. und 14. postoperativen Tag.

Batimastat behandelte Tiere wiesen am 4. Tag signifikant weniger und am 14. Tag signifikant
mehr proliferierende Zellen im Granulationsgewebe auf.

n = 12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n = 9 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt),
Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05

3.4. ASMA-Immunhistochemie

Um den Verlauf der Wundkontraktion beurteilen zu konnen, wurden Myofibroblasten mithilfe
des immunhistochemischen Nachweises von alpha-smooth-muscle-actin (ASMA) dargestellt.

ASMA ist nicht nur in Myofibroblasten enthalten, sondern auch in glatten Muskelzellen. So
wurden durch die Farbung ebenfalls die glatten Muskelzellen in GefdBwianden und die
Musculi erectores pili der Haarwurzeln im umgebenden Normalgewebe angefirbt. An den
postoperativen Tagen 4, 8 und 14 erfolgten die semiquantitative Bewertung von Intensitit und
Flachenausdehnung der Immunreaktion in der profunden und superfiziellen Dermis des
Wundrandes sowie im Granulationsgewebe der Wundmitte. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 9 a-b und 10 a-f zusammengefasst.

Am 4. postoperativen Tag konnten in der profunden Dermis des Wundrandes, angrenzend
zum Granulationsgewebe, Ansammlungen von ASMA enthaltenden Myofibroblasten in
beiden Gruppen detektiert werden, wobei bei den Kontrolltieren signifikant mehr und haufig
intensiver markierte Zellen zu finden waren (p = 0,042) (Abb. 9 a, b). In der superfiziellen
Dermis des Wundrandes wurden am 4. Tag ebenfalls in beiden Gruppen Myofibroblasten

sichtbar, jedoch in deutlich geringerem MaBe als in der profunden Dermis. Auch hier
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zeichnete sich eine intensivere und ausgedehntere Reaktion in der Kontrolle ab (p < 0,05). Im
Granulationsgewebe der Wundmitte waren zu diesem Zeitpunkt keine Myofibroblasten zu
beobachten.

Am 8. postoperativen Tag hatte sowohl die Intensitét als auch die Flichenausdehnung der
Immunreaktionen in der profunden und superfiziellen Dermis des Wundrandes in beiden
Behandlungsgruppen signifikant iiber die Zeit zugenommen (p < 0,05). Zwischen den
Behandlungsgruppen war kein Unterschied feststellbar. Zu diesem Zeitpunkt waren auch in
der Wundmitte zahlreiche ASMA-haltige Fibroblasten erkennbar, wobei in Kontrolltieren
signifikant mehr aber nicht intensiver markierte Zellen auftraten (p= 0,05). (Abb. 9 a, b).

Am Tag 14 konnte im Vergleich zum 8. Tag in der Kontrollgruppe in allen Wundbereichen
ein signifikanter Riickgang der Immunreaktion beziiglich Intensitit und Ausdehnung
beobachtet werden (p < 0,05). In der Inhibitorgruppe zeigte sich ein dhnlicher Verlauf nur in
der profunden Dermis des Wundrandes (p < 0,05). Im Bereich der superfiziellen Dermis des
Wundrandes blieb die Reaktion bei Inhibitorbehandlung auf dem Niveau des 8. Tages, in der
Wundmitte hingegen vergroBerte sich ithr Ausmal signifikant (p = 0,003). Verglichen mit der
Kontrolle, war die Intensitdt und Fliche der ASMA-Immunreaktion am 14. Tag in allen
untersuchten Hautanteilen in der Inhibitorgruppe als signifikant grofer einzuschitzen

(p<0,01) (Abb. 9 a, b).

Abb. 9 a: siehe folgende Seite

Semiquantitative Bewertung der Intensitit der ASMA-Immunreaktion in Kontroll- und mit
Batimastat behandelter Gruppe zwischen dem 4. und 8. postoperativen Tag. Bewertet wurde
die Intensitit der Immunreaktion im Granulationsgewebe der Wundmitte sowie in der

profunden und superfiziellen Dermis des Wundrandes.

Signifikante Gruppenunterschiede in der Wundmitte am 14. postoperativen Tag, in profunder

und superfizieller Dermis des Wundrandes an den postoperativen Tagen 4 und 14.

n =12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n =9 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt),
Mittelwert + Standardabweichung ,* p < 0,05, *** p < 0,005
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Abb. 9 b: Semiquantitative Bewertung der Flacheausdehnung der ASMA-Immunreaktion in
Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe zwischen den postoperativen Tagen 4 und
14. Bewertet wurde die Flichenausdehnung der Immunreaktion im Granulationsgewebe der

Wundmitte sowie in der profunden und superfiziellen Dermis des Wundrandes.

Signifikante Unterschiede in der Wundmitte am 8. und 14. postoperativen Tag, in profunder

und superfizieller Dermis des Wundrandes an den postoperativen Tagen 4 und 14.

n =12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n =9 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt),
Mittelwert + Standardabweichung,* p < 0,05, *** p < 0,005
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Abb. 10 a-f: ASMA-Immunreaktion in Kontrollgruppe (a),(c),(¢) und mit Batimastat
behandelter Gruppe (b),(d),(f) im Wundrand (a)-(d) und Wundmitte (e)-(f) am 4. (a)-(b), 8.
(c)-(d) und 14.(e)-(f) postoperativen Tag.

Am 4. postoperativen Tag sind im Wundrand der Kontrolle bereits deutlich ASMA-positive
Zellen zu erkennen. Am 8. Tag ist die Intensitit der Reaktion zwischen den Gruppen
weitgehend ausgeglichen. Am 14. Tag sind nach Batimastat zahlreiche Myofibroblasten
markiert, wihrend in der Kontrolle nur ASMA-positive Blutgefa3e sichtbar sind.

EZ: Epithelzunge, nE: neues Epithel, WRs: superfizieller Wundrand, WRp: profunder
Wundrand, GG: Granulationsgewebe, NH: Normalhaut

Malistabsbalken: (a),(b): 200 um, (c)- f): 100 pm
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Neben Intensitit und Ausdehnung der Immunreaktion fanden sich auBerdem noch
morphologische Unterschiede zwischen den Gruppen. Die ASMA enthaltenden
Myofibroblasten der Kontrolle hatten eine deutlich spindelférmige Struktur und waren
insbesondere in der Wundmitte auffallend parallel zum neuen Oberflachenepithel angeordnet
(Abb. 11 a, b). In der liberwiegenden Anzahl der Hautproben der mit Batimastat behandelten
Gruppe hingegen waren zahlreiche abgerundete Myofibroblasten zu sehen, die nicht wie in

der Kontrollgruppe zum Epithel streng ausgerichtet, sondern mehr irregulir verstreut im

Gewebe lagen.

Abb. 11 a, b: ASMA-Immunreaktion in der Wundmitte eines Kontrolltieres (a) und in eines
Batimastat behandelten Tieres (b). Batimastat bewirkte eine verdnderte Morphologie und

gestorte Ausrichtung der Myofibroblasten.

MafBstabbalken: 50pum

3.5. Vaskularisierung im Wundbereich

Zur Beurteilung der Wundheilung wurde die Blutgefiafldichte gemessen. Blutgefia3e stellten
sich als ein Lumen umgeben von ASMA-positiven Zellen dar. In beiden Gruppen waren in
beiden betrachteten Wundbereichen am 4. Tag nach Wundsetzung zahlreiche Gefdf3e
nachweisbar, die hochste GefaBldichte lag am 8. postoperativen Tag vor. Ein Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen wurde nur am 4. postoperativen Tag festgestellt: der
Wundrandbereich der Kontrollgruppe enthielt signifikant mehr Gefidf3e pro Flacheneinheit als
der der Inhibitorgruppe (p = 0,027). (Abb. 10 a, b)
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Abb. 12: Anzahl von Blutgefilen pro 1 mm? Flicheneinheit im Wundrand und
Granulationsgewebe von Kontroll- und mit Batimastat behandelten Tieren zwischen dem
postoperativen Tag 4 und 14. Im Wundrand waren am 4. postoperativen Tag signifikant

weniger Blutgefia3e bei Batimastat-Behandlung nachweisbar.

n = 12 (pro Gruppe und Zeitpunkt), Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05

3.6. Gelatine-Zymographie: Veranderungen der MMP-2 und MMP-9 Sekretion

Mittels Zymographie konnten die aktiven und latenten Formen der Gelatinasen MMP-2 und
MMP-9 gemessen werden. Untersucht wurden die Enzyme an den postoperativen Tagen 4, 8
und 14 im Rand und im Zentrum des Wundgewebes sowie in der umgebenden Normalhaut.

In der Normalhaut konnten geringe Mengen von MMP-2 in aktiver (im Mittel 25 % der
Gesamt-MMP-2) und latenter Form (im Mittel 75 % der Gesamt-MMP-2) nachgewiesen
werden, wihrend sich MMP-9 zymographisch kaum darstellen lie3 (Abb.13).

Abb. 13: siehe folgende Seite

Zymographische Darstellung der aktiven und latenten Formen der MMP-9 und MMP-2 in der
Normalhaut, im Wundrand und Wundzentrum von Kontrolltieren am 4., 8. und 14.
postoperativen Tag. In den Wundregionen war die in der Normalhaut fehlende aktive und
latente MMP-9 bis zum 8. postoperativen Tag zu detektieren. Bei der MMP-2 war im
Vergleich zur Normalhaut im gesamten Untersuchungszeitraum eine Zunahme der latenten

Form zu verzeichnen

NH: Normalhaut, WR: Wundrand, WZ: Wundzentrum

30



- MMP-9, latent
- MMP-9, aktiv

-4 MMP-2, latent
- MMP-2, aktiv

NH WR WZ NH WR WZ NH WR WZ
Tag 4 Tag 8 Tag 14

Abb. 13: Legende siche Vorseite

3.6.1. MMP-2

Die Gesamtmenge der MMP-2 als Summe aus aktiver und latenter Form zeigte zu keinem
Untersuchungszeitpunkt weder im Wundrand noch im Wundzentrum einen signifikanten
Unterschied zwischen der mit Batimastat behandelten Gruppe und der Kontrolle (Abb. 14).
Am 4. postoperativen Tag lag die Gesamtmenge der MMP-2 im Wundrand und im
Wundzentrum  unverdndert auf dem Niveau der Normalhaut. Im  weiteren
Wundheilungsverlauf erhohte sich die MMP-2 Gesamtmenge im Wundrand auf etwa 120 %
der Normalhaut. Im Wundzentrum war eine gleichwertige Erhohung erst am 14. Tag
feststellbar. Zwischen dem 4. und 8. Tag war im Wundzentrum eine signifikante Reduktion

der totalen MMP-2 in beiden Gruppen zu beobachten.

Betrachtet man die aktive und latente Form im Wundrand separat (Tab. 2), zeigten sich
bereits am 4. Tag deutliche Verdnderungen im Vergleich zur Normalhaut. Wéhrend sich in
beiden Wundregionen die aktive MMP-2 auf etwa das 1 2 fache erhoht hatte, nahm die
latente Form um etwa "% ab. Am 8. Tag war die aktive MMP-2 auf das Doppelte
angestiegen, die latente jedoch weitgehend unverdndert geblieben. Am letzten
Untersuchungstag hatte sich die aktive Form wieder dem Normalhautniveau (ca. '/3 hoher)

angendhert, wahrend die latente auf etwa 120 % der Normalhaut anstieg.

Im Wundzentrum war am 4. Tag ebenfalls ein Anstieg der aktiven und ein Abfall der latenten
MMP-2 zu beobachten. Im Gegensatz zum Wundrand war jedoch am 8. Tag fiir die aktive
wie auch die latente Form ein deutlicher Riickgang zu verzeichnen, welcher mit der
ermittelten Reduktion der gesamten MMP-2 korreliert (Abb. 14). Am 14. Tag konnte fiir
beide MMP-2 Formen die hochsten Werte gemessen werden (Tab 2).
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Abb. 14: Zymographisch ermittelte Gesamtmenge der Gelatinase MMP-2 im Wundrand und
Wundzentrum in Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe. Die Messwerte wurden
auf die Normalhaut normiert (totale MMP-2 der Normalhaut = 100 %).

Im Untersuchungszeitraum war zwischen den Gruppen kein Unterschied im Level der totalen
MMP-2 feststellbar.

n = 12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n = 6 (Tag8 pro Gruppe und Zeitpunkt)

Mittelwert + Standardabweichung

Tab. 2: Darstellung der aktiven und latenten Form der MMP-2 im Wundrand und im
Wundzentrum in Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe an den postoperativen

Tagen 4, 8 und 14. Die MMP-2 in der Normalhaut wurde mit 100% festgelegt.

Wundrand Wundzentrum
Tag Gruppe | MMP-2 aktiv | MMP-2 latent | MMP-2 aktiv | MMP-2 latent
A Kontrolle | 167,0 +47,6 78,4+ 12,6 146,5 + 65,0 85,2 +40,2
Batimastat| 145,1 £29,7 76,5+ 18,1 143,9 £ 23,7 90,3 + 24,5
o Kontrolle | 195,5 + 40,6 98,4+ 18,3 106,5 +£27,0 64,7+ 31,5
Batimastat| 207,0 + 89,6 78,7+62,9 | 117,9+23,8 50,5 + 30,9
1 Kontrolle | 127,6 + 19,0 116,9 £ 26,7 156,8 £ 50,1 111,2+47,9
Batimastat| 138,2 +24,7 119,4 £ 19,6 178,6 45,4 121,3+22,9

n = 12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n = 6 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt)

Mittelwert + Standardabweichung, Daten = Prozent Normalhaut
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3.6.2 MMP-9
Batimastat bewirkte im Wundrand eine signifikante Zunahme (p < 0,05) der Gesamtmenge an

MMP-9 am 4. und 8. Tag. Im Wundzentrum war erst am 8. und 14. Tag eine tendenzielle

Erhohung feststellbar (Abb. 15).

In beiden Wundregionen konnte die in der Normalhaut fehlende MMP-9 eindeutig
nachgewiesen werden (Abb. 15). Wahrend im Wundrand die hochsten MMP-9 Werte bis zum
8. Tag messbar waren, erreichte das Enzym im Wundzentrum erst am 14. Tag seinen
Hohepunkt. Am 14. Tag lag die MMP-9 im Wundrand bei den meisten Tieren wieder auf
Normalhautniveau (in Kontrolle und Inhibitorgruppe in jeweils 7 von 9 Tieren). Auch im
Wundzentrum war bei einem Teil der Tiere ein Riickgang des Enzyms zu verzeichnen (in der

Kontrolle in 6 von 9 Tieren, in der Inhibitorgruppe in 5 von 9 Tieren).

Die aktive und latente MMP-9 verianderten sich im Zeitverlauf und durch den Einfluss des
Inhibitors weitgehend analog zur Gesamt-MMP-9. Hierbei war im Wundzentrum die aktive
MMP-9 dominierend, wihrend im Wundrand beide MMP-9 Formen sich in etwa

ausgeglichen zeigten (Tab 3).
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Totale MMP-9 [% Normalhaut]

Wundrand Wundzentrum Tag

Abb. 15: Zymographisch ermittelte Gesamtmenge der Gelatinase MMP-9 im Wundrand und
Wundzentrum in Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe. Die Messwerte wurden

auf die Normalhaut normiert (totale MMP-9 der Normalhaut = 1).

Batimastat bewirkte im Wundrand am 4. und 8. Tag eine signifikante Zunahme der totalen

MMP-9.

n = 12 (pro Gruppe und Zeitpunkt), Mittelwert + Standardabweichung, * p < 0,05
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Tab. 3: Darstellung der aktiven und latenten MMP-9 im Wundrand und Wundzentrum in
Kontroll- und mit Batimastat behandelter Gruppe an den postoperativen Tagen 4, 8 und 14.

Die in der Normalhaut nicht messbare MMP-9 wurde mit 1 festgelegt.

Wundrand Wundzentrum
Tag| Gruppe | MMP-9 aktiv | MMP-9 latent | MMP-9 aktiv | MMP-9 latent
4 | Kontrolle | 2,74 +4,02 4,97 + 4,64 1,00 + 0,00 7,04 + 7,83
Batimastat | 20,33 +16,94 | 19,68 11,00 | 1,00+ 0,00 5,05+5,29
8 | Kontrolle | 12,60+9,87 | 15,48 +12,29 | 4,15+4,28 10,83 £ 11,58
Batimastat | 36,71 £23,86 | 41,60 +24,72 | 9,56+6,99 | 27,47 +16,57
14 | Kontrolle | 1447 +27,13 | 836+ 14,38 | 13,48 +£22,77 | 27,80 + 21,60
Batimastat| 15,96 + 44,88 | 11,40 £20,67 | 32,77 £57,54 | 61,18 + 83,34

n = 12 (Tag 4, Tag 14 pro Gruppe und Zeitpunkt), n = 6 (Tag 8 pro Gruppe und Zeitpunkt)

Mittelwert + Standardabweichung, Daten = Vielfaches der Normalhaut
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Lokaltherapie von Vollhautexzisionswunden der Ratte
mit dem synthetischen Hydroxamat-MMPI Batimastat in Hinblick auf die Wundheilung und
Wundkontraktion der Haut untersucht. Die Lokaltherapie mit Batimastat zeigte im Vergleich
zur Kontrolle keinen Einfluss auf den Vitalstatus der Versuchstiere. Das Korpergewicht der
Tiere mit und ohne Batimastat Behandlung unterschied sich nach einer postoperativen
Gewichtsabnahme, die am 8. Tag wieder kompensiert wurde, nicht signifikant voneinander.
In beiden Gruppen fand bei jedem Versuchstier eine Wundheilung statt, sodass am 14.
postoperativen Tag makroskopisch (weitgehend) und mikroskopisch keine offenen
Wundverhéltnisse zu beobachten waren. Auflerdem tiibte der Inhibitor keinen Einfluss auf das
Fellwachstum und die umgebende Normalhaut aus. Postoperative Wundkomplikationen im
Sinne von Blutungen, Infektionszeichen oder Nekrosen traten in beiden Gruppen nicht auf.
Diese Ergebnisse zeigen die komplikationslose, lokale Anwendung des Inhibitors, um
Wundheilungsprozesse beurteilen zu konnen. AuBerdem kam Batimastat bereits in
zahlreichen Studien sowohl in vitro als auch in vivo zum Einsatz, wobei keine direkte
Zelltoxizitét auf Keratinozyten festgestellt wurde [63, 64].

Es konnte eine signifikant verzogerte Wundheilung im Sinne einer verzdgerten
Reepithelialisierung der Wunden, sowie eine zeitlich signifikant verzogerte Wundkontraktion
demonstriert werden. Die systemische Behandlung von Vollhautwunden mit dem
Hydroxamat-MMPI Ilomastat zeigte in einer vorausgegangenen systemischen Studie, in der
Wunden im gleichen Tiermodell bis zum 7. postoperativen Tag untersucht wurden, eine
fehlende Wundkontraktion, fehlende ASMA-positive Myofibroblasten im
Granulationsgewebe und eine stark reduzierte Keratinozytenmigration [62]. Offenbar wird der
Inhibitor auch bei lokaler Applikation wirksam und ruft &hnliche, wenngleich auch
verminderte Verdnderungen im Wundheilungsprozess wie nach systemischer Therapie hervor.
Es ist zu vermuten, dass durch die Progression der Wundheilung die Diffusion der immer
gleich gebliebenen Menge des lokal angewandten Inhibitors zunehmend behindert wurde.
Daher fanden mit zunehmendem zeitlichen Verlauf des Experimentes Epithelmigration und

das Einwandern von ASMA-positiven Myofibroblasten in das Granulationsgewebe statt.

4.1. Epithelialisierung

Im histologischen Bild wird eine signifikant zeitlich verzogerte Reepithelialisierung der mit
Batimastat behandelten Wunden deutlich. Verglichen mit den Kontrollwunden, die sich eine
Woche postoperativ bereits zu 96 % mit Epithel bedeckt zeigten, waren erst 52 % der

Inhibitorwunden reepithelialisiert. Zum Versuchsende waren alle Wunden in beiden Gruppen
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vollsténdig mit neuem Epithel bedeckt. Offensichtlich wird der epitheliale Wundverschluss
unter lokaler Inhibitoreinwirkung nicht wie nach systemischer Applikation [62] verhindert,
sondern tritt nur zeitlich verzogert auf.

Eine reduzierte Migration von Keratinozyten unter Hydroxamat-MMPI Einfluss konnte
bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen werden [58, 63]. Auch in einer
ophthalmologischen Studie in Bezug auf Katarakte konnte unter Anwendung eines
Hydroxamat-MMPI eine signifikante Reduktion der Migration von Epithelzellen der Linse
nachgewiesen werden [65]. Diese Erkenntnisse verdeutlichen die Abhdngigkeit der
epithelialen Migration vom Einfluss der MMP. MMP im Allgemeinen und hier im
Besonderen die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 degradieren in vitro Bestandteile der
Basalmembran und Proteine der EZM und ermdglichen so die Keratinozytenmigration [58].
MMP-2 konnte immunhistochemisch in vielen Fibroblasten, in Endothelzellen und vor allem
in dermo-epidermalen Verbindungen nachgewiesen werden. Aullerdem wird MMP-2
konstitutionell in normaler Haut und der Epidermis exprimiert [66]. In vitro Studien [58]
bestitigten die Hypothese, dass MMP-2 eine Hauptrolle in der Epithelialisierung von Wunden
spielt [58]. MMP-9 wird vor allem in Zusammenhang gebracht mit der vertikalen Bewegung
der Keratinozyten [58].Verschiedene Studien stellten die essentielle Rolle von MMP-9 in der
Zellmigration heraus. Die Migration von Keratinozyten wird verzdgert durch MMP-9
blockierende Antikoérper und auch durch unselektive MMPI [67]. Auch in der bronchio-
epithelialen Zellmigration ist MMP-9 von essentieller Bedeutung [68].

4.2. Epitheliale und mesenchymale Proliferation

BrdU-immunpositive Zellen konnten in der Normalhaut beider Gruppen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum nur in einer geringen Zahl nachgewiesen werden. Wundheilung geht
mit einer erhdhten zelluldren Proliferation einher und dies zeigt sich anhand der deutlich
erhohten Zahl BrdU positiver Zellen im gesamten Wundgebiet beider Gruppen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die topische Behandlung mit
Batimastat eine erhohte epitheliale Proliferation in Vollhautwunden bewirkte. In der
Epithelzunge wurde am 8. postoperativen Tag eine signifikant hohere Dichte proliferierender
Keratinozyten in der Inhibitorgruppe detektiert. Auerdem waren im Epithel des Wundrandes
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum signifikant mehr proliferative Zellen in der mit
Batimastat behandelten Gruppe nachweisbar. Die Proliferation wird offenbar nicht durch
Batimastat gehemmt. Es wird hiufig von der Annahme ausgegangen, dass sowohl MMP-2 als
auch MMP-9 inhibitorische Effekte auf die Zellproliferation ausiiben [69]. In verschiedenen
Studien konnte ein antiproliferativer Effekt von MMP herausgestellt werden [70, 71].
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Beispielsweise zeigte die Inkubation von Psoriasis Keratinozyten mit Batimastat eine
signifikant erhohte Zellproliferation. Der gleiche Effekt konnte auch durch Inkubation mit
einem MMP-9 blockierendem Antikorper erzielt werden [71]. Der Zusatz des Hydroxamat-
MMPI llomastat in eine Kultur von respiratorischen Epithelzellen erhohte ebenfalls die
Proliferation [70]. Bisher konnte allerdings nicht bewiesen werden, ob MMP direkt auf die
Zellproliferation wirken. Es gibt viele Hinweise, dass MMP die Proliferation indirekt iiber die
Aktivierung von TGF-B1 beeinflussen [72] konnen. TGF-f ist unter anderem bekannt dafiir,
inhibierend auf die Proliferation und Migration von Epithelzellen zu wirken [73]. Yu und
Stamenkovic [73] fanden heraus, dass TGF-f durch die Bindung von proteolytisch aktiver
MMP-9 an den Hyaloronrezeptor CD-44 aktiviert wird. Der Rezeptor CD-44 befindet sich an
der Zelloberfliche von Keratinozyten. Die Inhibierung der Aktivierung von TGF-B durch
Batimastat konnte eine erhohte Zellproliferation erklédren [72]

Die in dieser Studie festgestellte erhohte Anzahl proliferativer Epithelzellen der Epithelzunge
in der Inhibitorgruppe konnte auch durch eine Art Stauung der proliferierenden Zellen
verursacht sein. Durch den Batimastat-Einfluss werden die Keratinozyten an der Migration
tiber das Granulationsgewebe gehemmt. (sieche Punkt 4.1.) Die Hemmung der MMP wiirde
wie oben beschrieben bewirken, dass Bestandteile der Basalmembran und Tight Junctions
nicht degradiert werden und somit eine laterale Migration der Keratinozyten nicht moglich ist.
Die Liange der Epithelzunge ist deshalb in den Wunden der mit Batimastat behandelten Tiere
bis zum Tag 8 deutlich verkiirzt. Betrachtet man die Anzahl proliferierender Epithelzellen
nicht pro Liangeneinheit sondern pro gesamte Epithelzunge, ist kein Unterschied zwischen den
Gruppen feststellbar.

Wie im Epithel konnte auch im Granulationsgewebe eine signifikante Verdnderung der
Proliferation durch Batimastat beobachtet werden. Wihrend am 4. postoperativen Tag in der
Kontrolle signifikant mehr proliferierende Zellen zu detektieren waren, wies am 14. Tag die
Inhibitorgruppe eindeutig mehr BrdU-positive Zellen auf. Der Proliferationsverlauf der
Fibroblasten im Granulationsgewebe ist durch Batimastat offenbar zeitlich verzégert. Das
steht im Widerspruch zur vorangegangenen systemischen Studie von Mirastschijski et al.
[62], in der kein Inhibitoreinfluss auf die zelluldre Proliferation des Granulationsgewebes
festgestellt wurde. Auch in einer Studie zum Einfluss von MMPI auf eine durch Fibroblasten
induzierte Matrixkontraktion konnte kein Effekt des Hydroxamat-MMPI Ilomastat auf die

Proliferation von Fibroblasten gefunden werden [74].
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4.3. Makroskopischer und mikroskopischer Wundverschluss und Wundkontraktion

Die lokale Applikation von Batimastat auf Vollhautwunden fiihrte zu einem signifikant
verzogerten Wundverschluss. Bereits am 2. postoperativen Tag begannen die Wunden der
Kontrolle sich zu schlieBen und reduzierten ihre WundgréBe auf 95 % der Ausgangsfliche,
wihrend die mit Batimastat behandelten Wunden ihre Fliche um 5 % vergroBerten. Danach
reduzierte sich die relative Wundfliche in beiden Gruppen Kkontinuierlich mit
unterschiedlichem Zeitverlauf: am 8. Tag lag die Wundfldche in der Inhibitorgruppe erst bei
46 % der Ausgangsfliche, wohingegen in der Kontrolle bereits eine Reduktion auf 21 %
stattgefunden hatte. Die makroskopischen Untersuchungen wurden ergénzt durch ASMA-
Immunhistochemie zur Detektion von Myofibroblasten, die zu den Haupteffektoren der
Hautwundkontraktion = gehoren. Myofibroblasten entwickeln sich widhrend des
Wundheilungsprozesses aus Fibroblasten. Als Schliisselreize in der Differenzierung von
Fibroblasten zu kontraktilen Myofibroblasten sind Gewebetraktion und TGF-1 bekannt. Der
myofibroblastische Phidnotyp wird dabei hauptsidchlich von der Expression des ASMA
bestimmt [10, 13, 75]. ASMA-positive Myofibroblasten waren in den untersuchten
Vollhautwunden der Kontrollgruppe in hochster Dichte und streng paralleler Ausrichtung am
8. postoperativen Tag darstellbar. Die topische Behandlung mit Batimastat verzdgerte das
Auftreten von kontraktilen Myofibroblasten. Zudem lassen die verdnderte Morphologie der
Zellen und die eingeschrinkte Ausrichtung im Zellverband auf eine Verdnderung der
Funktionalitit der Myofibroblasten durch den Inhibitor schlieBen. Das ist in Ubereinstimmung
mit der beobachteten Verzogerung des makroskopisch sichtbaren Wundverschlusses nach
Batimastat.

Eine Diskrepanz besteht zu den Resultaten der systemischen Studie bei Anwendung des
Hydroxamat-MMPI Ilomastat [62]. Systemisch appliziertes Ilomastat fiihrte zu einer
Abwesenheit ASMA-positiver Myofibroblasten eine Woche postoperativ im Wundzentrum.
Wenn man voraussetzt, dass Batimastat und Ilomastat als Hydroxamat-Inhibitoren eine im
Grundsatz gleiche Wirkung hervorrufen, kann neben der in Betracht zu ziehenden stirkeren
Inhibitorwirkung des Ilomastats (IC-50 fiir MMP-2: 0,5 nM, fiir MMP-9: 0,2 nM) auch die
Applikationsart Ursache fiir die scheinbar widerspriichlichen Ergebnisse sein. Durch die
zunehmende Epithelialisierung entsteht eine Diffusionsbarriere, durch die eine immer
geringere Menge des lokal verabreichten Inhibitors das Wundzentrum erreicht. Bei der
systemischen Therapie hingegen ist der MMPI kontinuierlich in konstanter Dosierung im
Organismus vorhanden und kann seine Wirksamkeit gleichméBig entfalten. Es war bisher

nicht bekannt, ob die lokale Applikation von Batimastat den epithelialen Wundverschluss und
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die Wundkontraktion vollstindig verhindert. Wir konnten zeigen, dass bei lokaler
Anwendung die Wunden bis zum Tag 14 trotz zwischenzeitlicher Verzogerungen komplett
epithelialisiert und weitgehend verschlossen werden.

Ursdchlich fiir die in dieser Studie nachgewiesene verzogerte Kontraktion kann die
Inhibierung von TGF-B1 durch Batimastat vermutet werden. Wie bereits dargelegt, gilt TGF-
B1 als der am meisten akzeptierte Stimulator in der Differenzierung von Myofibroblasten
[11]. Erhohtes TGF-f wird mit der Ausbildung von hypertrophen Narben und Fibrose in
Verbindung gebracht [76]. MMP konnen nachweislich latentes TGF-B1 der EZM aktivieren
[77, 78]. Kiirzlich wurde in einer in vitro Studie der Einfluss des MMPI Batimastat auf die
Aktivierung von TGF-B1 in dermalen Fibroblasten und die Differenzierung von
Myofibroblasten untersucht. Dabei inhibierte Batimastat indirekt die Aktivierung von
latentem TGF-B1 durch Hemmung von MMP. Auflerdem war die Umwandlung in ASMA-
positive Myofibroblasten deutlich reduziert [72].

Das erst verzogerte Auftreten von ASMA-positiven Myofibroblasten in den mit Batimastat
behandelten Wunden kann auch im Zusammenhang mit der gleichzeitig beobachteten
verzogerten Reepithelialisierung betrachtet werden. Verschiedene in vitro Studien [79, 80]
belegen, dass in gemeinsamen Kulturen von Keratinozyten und Fibroblasten signifikante
Mengen an aktivem TGF-f produziert werden. Es ist moglich, dass durch den spéten
Wundverschluss die notwendigen epithelial-mesenchymalen Interaktionen auch erst verzogert
eintraten und somit erst eine spitere Differenzierung in Myofibroblasten einsetzte. Dafiir
spricht die Hypothese des doppelt parakrinen Signalaustausches zwischen Keratinozyten und
Fibroblasten. Keratinozyten stimulieren Fibroblasten, die wiederum Wachstumsfaktoren wie
KGF und FGF sezernieren, die dann proliferativ auf die Keratinozyten wirken. Auflerdem
sind Keratinozyten selbst Quelle von Wachstumsfaktoren, die auch Fibroblasten stimulieren
konnen. Unter der Kontrolle von Keratinozyten konnen sich in einer durch TGF-B
dominierten Umgebung Fibroblasten in Myofibroblasten umwandeln [81]. Der
moglicherweise durch die verzogerte Keratinozytenmigration bedingte gestorte
Signalaustausch zwischen Keratinozyten und Fibroblasten konnte auch zu der oben genannten
abnormen Gewebearchitektur des Granulationsgewebes in der mit Batimastat behandelten
Gruppe gefiihrt haben. Ahnliche histomorphologische Verinderungen wurden ebenfalls nach
systemischer Applikation von Ilomastat beobachtet [62].
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4.4. Sekretion von Gewebegelatinasen

Die MMP-2 Sekretion der mit Batimastat behandelten Gruppe &hnelte der der Kontrollgruppe
in den analysierten Wundbereichen im Zeitverlauf. Biochemische Analysen normaler Haut
zeigten, dass MMP-2 hauptsdchlich in latenter Form vorliegt [82]. Wahrend der Wundphase
wird MMP-2 vermehrt gebildet wie auch aktiviert, der Anteil der latenten Form sinkt. Unser
MMP-2 Ergebnis bestétigt die im Wundrand beobachteten Verdnderungen nach systemischer
Applikation von Ilomastat [82]. Jedoch besteht eine Diskrepanz in Bezug auf das Ergebnis der
Wundmitte mit reduzierter, aktiver MMP-2 [82], einem Befund, der auch fiir epidermale,
humane Wunden beschrieben wurde [58]. Eine mdgliche Erklarung fiir diese divergierenden
Ergebnisse kann die unterschiedliche Applikationsformen der MMPI oder aber auch die
unterschiedlichen Wundmodelle und Spezies sein.

Die MMP-9 wurde wéhrend des Wundheilungsprozesses hochreguliert, sodass sich sowohl
latente als auch aktive Form zymographisch darstellen lie3. In der normalen Haut ist sie kaum
nachweisbar. Diese Hochregulation war signifikant im Vergleich zur Kontrolle in frithen
Phasen der Wundheilung. Ahnliche Resultate wurden mit dem Hydroxamat-MMPI Ilomastat
gesehen und zwar sowohl nach systemischer Therapie in der Ratte als auch nach lokaler
Applikation auf epidermale, humane Wunden [58, 82]. Allerdings war in diesen Studien keine
aktive Form der MMP-9 nachweisbar gewesen, die in unseren Untersuchungen in den
Kontrolltieren und nach Batimastat sogar verstirkt auftrat.

Wie in der Einleitung erwdhnt wurde, besitzt Batimastat die Fihigkeit, die analysierten
Enzyme MMP-2 und MMP-9 im nanomolaren Bereich zu inhibieren. In der vorliegenden
Zymographie wurde jedoch eine Zunahme der aktiven Formen von MMP-2 und MMP-9
nachgewiesen. Dieser scheinbare Widerspruch liegt in der Methode der Zymographie
begriindet. Wahrend der elektrophoretischen Auftrennung dissoziiert Batimastat vom aktiven
Zentrum des Enzyms, das im Anschluss die im Gel vorhandene Gelatine lysieren kann.
Folglich ist die Gelatine-Zymographie zwar durchaus eine &duflerst sensitive Methode,
Gelatinasen in pro-Form und in aktivierter Form zu detektieren, jedoch erlaubt sie keine
Aussage ilber die reale Aktivitit der MMP in vivo. Aufgrund der unterschiedlichen
Wundheilung der Versuchsgruppen kann davon ausgegangen werden, dass dieser Effekt
durch die Behandlung mit dem MMPI hervorgerufen wurde und in vivo die enzymatische
Aktivitdt der aktivierten MMP durch kompetitive Hemmung des MMP Inhibitors Batimastat
herabgesetzt war.

Die Batimastat-Behandlung bewirkte eine signifikante Zunahme der aktiven Form der MMP-

9. Bei der MMP-2 wurde dieser Effekt nicht beobachtet. Ursache hierfiir sind moglicherweise
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unterschiedliche Hauptaktivierungswege. Die MMP-9 wird vorwiegend durch Serinproteasen
wie zum Beispiel Plasmin aktiviert [83], widhrend MMP-2 durch einen trimolekuldren
Komplex bestehend aus MMP-14, TIMP-2 und einem weiteren MMP-14 Molekiil aktiviert
wird [35, 37, 38]. Batimastat hemmt als Breitbandinhibitor zwar verschiedene MMP, aber
nicht die Serinproteasen. Somit ist die vermehrte Bildung aktiver MMP-9 in Gegenwart des
Batimastats durchaus moglich. Fiir die MMP-2 hingegen wire eine Abnahme der aktiven
Form zu erwarten, was unter Ilomastat Einwirkung auch beobachtet wurde [58, 82]. Die
fehlende Reduktion aktiver MMP-2 in unserem Versuch konnte durch verringerte MMPI
Konzentration in der heilenden Wunde erklart werden, da die Hemmung von MMP-14 eine
hohere Konzentration von Batimastat erfordert im Vergleich mit der Inhibierung von MMP-2
und MMP-9.

Batimastat nimmt offenbar Einfluss auf Prozesse, die zu einer Vermehrung und Aktivierung
von MMP-9 fithren. MMP-9 degradiert Bestandteile der epidermalen Basalmembran, eine
entscheidende Vorraussetzung fiir die laterale Migration der Keratinozyten und somit fiir die
Epithelialisierung [2]. Die durch Batimastat verminderte MMP-Aktivitdt nicht nur der MMP-
9 sondern auch anderer MMP, wie zum Beispiel MMP-1 [84] fiihrt vermutlich zu der
festgestellten Storung der Reepithelialisierung. Eine kompensatorische Hochregulation der
MMP-Sekretion durch die gehemmte Aktivitit der Enzyme im Sinne eines Rebound-
Phénomens ist durchaus wahrscheinlich, um die blockierte Migration zu iiberwinden.

Wie bereits ausgefiihrt kann aktive MMP-9 den latenten Wachstumsfaktor TGF-8 aktivieren
und aus Proteinverbindungen in der EZM 16sen [77]. Aktiviertes TGF-B wirkt antiproliferativ
auf Epithelzellen [73] und ist Schliisselreiz in der Differenzierung von Myofibroblasten [11].
Die Beeintrachtigung der fibroblastidren Funktionalitdt unter Batimastat-Behandlung und die
gesteigerte epitheliale Proliferation im Wundrand konnten somit auf die verminderte
Freisetzung und Aktivierung von TGF- 3 zuriick zu fiihren sein.

Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen wurde in einer in vitro Studie mit humanen
Keratinozyten in Zellkulturen kein Effekt von Batimastat auf die MMP-9 Sekretion gezeigt
[63]. In Monozyten wurde MMP-9 durch TGF-f herunterreguliert [85]. In transgenen Méausen
bewirkte die Unterdriickung von TGF-B jedoch eine erhohte MMP Expression in
Pankreaszellen [86]. Auch wenn man berlicksichtigen muss, dass zwischen in vitro und in
vivo erhobenen Daten Diskrepanzen bestehen konnen, so verdeutlicht diese kontroverse
Literaturlage zur Regulation von MMP-9 doch die Komplexitit der beteiligten

Signaltransduktionsmechanismen.
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4.5. Schlussfolgerungen

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Kontraktion von Hautwunden unter lokaler
Therapie mit dem MMPI Batimastat unter Vermeidung potentieller Nebenwirkungen einer
systemischen Therapie. Der Effekt von Batimastat auf pathologische Wundkontraktion wurde
in diesem Experiment nicht untersucht. Da Narbenkontrakturen vor allem beim Menschen
auftreten, gibt es keine addquaten Tiermodelle, um den Einsatz von MMPI in pathologischer
Wundkontraktion zu studieren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Stabilitdt kutaner
Wunden unter Inhibitoreinfluss nicht beeintrachtigt ist und die ReiBfestigkeit zunimmt [87].
Unter der lokalen Therapie mit Batimastat waren die Wunden zwar zeitlich verzogert aber am
14. postoperativen Tag verschlossen. Die intakte Epithelialisierung bei reduzierter
Wundkontraktion wiirde im Gegensatz zum systemischen Wundverschluss fiir die topische
Applikationsart sprechen. Die bei der systemischen Studie beobachtete fehlende
Epithelialisierung des Wundbereiches gefidhrdet den Organismus durch die hohe Anfilligkeit
fiir Wundinfektionen. Intensive Wundpflege und hiaufige Verbandswechsel konnten bei der
Lokaltherapie die geringe zeitliche Verzogerung des Wundverschlusses kompensieren.

Die Ergebnisse zeigten, dass auch die topische Applikation von Batimastat einen deutlich
hemmenden FEinfluss im Sinne einer verzogerten Wundkontraktion bei reduzierter
Epithelialisierung ausiibt. Ob es sich bei der verdnderten Wundkontraktion um einen zeitlich
verzogerten oder dauerhaften Prozess handelt, werden Studien mit einem Ilédngeren
Beobachtungszeitraum klidren. Weiterhin wére der Einsatz selektiver MMP-Inhibitoren eine
Moglichkeit, gezielt in promigratorische und prokontraktile Prozesse wéhrend der
Wundheilung einzugreifen. Klinische Anwendung wiirden solche selektiven Inhibitoren der
MMP dann als Lokaltherapeutikum bei Problemwunden, die bekanntermalen zu

Kontrakturen fithren, finden.
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5. Zusammenfassung

Der Heilungsprozess von Hautwunden schlieB3t in der letzten Phase die Wundkontraktion ein.
Pathologische Wundheilung duflert sich in Form von hypertrophen Narben, Narbenstrangen
und Narbenkontrakturen. Klinische Bedeutsamkeit erreichen diese Prozesse bei Lokalisation
tiber Gelenken mit funktioneller Einschrinkung der aktiven und passiven Beweglichkeit und
Immobilisation. Zentrale Rolle bei der Wundheilung spielen Myofibroblasten als
Haupteftektoren der Wundkontraktion und Matrixmetalloproteinasen in der Umwandlung des
Gewebes und der Reepithelialisierung. Wir gingen im experimentellen Tiermodell der
Fragestellung nach, ob die Wundkontraktion von Vollhautexzisionswunden iiber die lokale
Applikation des synthetischen Matrixmetalloproteinasen-Inhibitor Batimastat gehemmt
werden kann. Die Wirkung des Inhibitors wurde iiber einen Zeitraum von 14 Tagen
untersucht. Epithelialisierung und Beschaffenheit des Granulationsgewebes der Wunden
wurden im histologischen Priparat, die Gréfe der Wunden zusitzlich makroskopisch
gemessen. Uber BrdU-Immunhistochemie konnte die Zellproliferation ermittelt werden. Zur
Beurteilung der Wundkontraktion erfolgte der immunhistochemische Nachweis von
Myofibroblasten mit Hilfe der Markierung von alpha-smooth-muscle-actin. Die
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 wurden mit der Gelatine-Zymographie dargestellt.
Die lokale Behandlung mit Batimastat fiihrte zu einer signifikant verzogerten
Reepithelialisierung der Wunden (p < 0,05). Verglichen mit den Kontrollwunden, die sich am
8. postoperativen Tag bereits zu 96 % mit Epithel bedeckt zeigten, waren erst 52 % der mit
Batimastat behandelten Wunden reepithelialisiert. AuBerdem bewirkte Batimastat eine
verzogerte Wundkontraktion. Am 8. postoperativen Tag hatte sich die relative Wundfldche
erst auf 46 % reduziert, wohingegen in der Kontrolle bereits eine Reduktion auf 21 % der
Ausgangsfliche stattgefunden hatte. ASMA-positive Zellen traten in der mit Batimastat
behandelten Gruppe erst verzogert auf. Zudem zeigten Myofibroblasten durch Batimastat eine
verdnderte Zellmorphologie und Ausrichtung im Zellverband, was auf eine Verdnderung in
deren Funktionalitdt schliefen ldsst. Batimastat erhohte die epitheliale Proliferation (p < 0,05)
im Wundrand und im sich neu bildenden Epithel und flihrte zur signifikante Zunahme (p <
0,05) der MMP-9 im Wundrand in den frithen Wundheilungsphasen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass im Wundgewebe lokalisierte Matrixmetalloproteinasen nicht
nur die Epithelialisierung, sondern auch die Kontraktion von Vollhautwunden beeinflussen.
Weiterfiihrende  Untersuchungen  werden  kldren miissen, ob  Batimastat als
Lokaltherapeutikum auch bei Problemwunden, die bekanntermaB3en zu Kontrakturen fiihren,

wirksam ist.
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10. Anlagen

10.1. Paraffineinbettung

10.1.1. Material

e Paraffin: Roti®-Plast (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Ethanol (Stammldsung 99,8 %), vergéllt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e Xylol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

10.1.2. Durchfihrung:

1. Waschen der fixierten Préparate in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2 4x 30 min

2. beginnende Entwésserung in 50 % Alk. 2x lh

3. Entwisserung und Paraffininfiltration im Gewebeeinbettautomat Shandon Citadel™ 100

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) mit folgenden Stufen:

70 % Alk 2h
80 % Alk 2h
90 % Alk 1,5h
90 % Alk I,5h
100 % Alk 1 lh
100 % Alk 11 lh
100 % Alk III lh
Xylol I I,5h
Xylol I I,5h
Xylol 1T I,5h
Paraffin [ 3h
Parafin II 3h

4. Giellen und Hérten der Paraffinblocke mit Hilfe der Paraffinausgiefstation Leica EG 1150

(Leica Mikrosysteme, Bensheim, Deutschland)

10.2. Hamalaun- Eosin Farbung

10.2.1. Material:

e Himalaunldsung nach Mayer (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e FEosin G-Losung: wissrig, 0,5 % (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Roti®Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

e Ethanol (Stammlésung 99,8 %), vergillt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
e Xylol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)



e Proben: 5 um dicke Paraffinschnitte auf Superfrost® Plus Objekttriger (Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland), vorbehandelt mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland), aufgezogen und iiber Nacht bei 60°C getrocknet

10.2.2. Durchfiihrung:

1. Entparafinieren in 3 Stufen Xylol 3x 5 min
2. 100 % Alkohol 3 min
3. 96 % Alkohol 3 min
4. 90 % Alkohol 3 min
5. 70 % Alkohol 3 min
6. 50 % Alkohol 3 min
7. Aqua dest 10 min
8. Himalaunlésung nach Mayer 2 min
9. unter flieBendem Leitungswasser blduen 10 min
10. Eosin G-Losung 2 min
11. kurz in Aqua dest abspiilen

12. kurz in 70 % und 96 % Alkohol differenzieren

13. 2 Stufen 100 % Alkohol 2x 3 min
14. Xylol I 3 min
15. Xylol IT 10 min
16. Eindecken in Roti Histokit

10.3. BrdU- und ASMA-Immunhistochemie
10.3.1. Material - (a) nur BrdU, (b) nur ASMA
e Freilegung der Epitope
(a) 10 mM Na-Zitratpuffer: 2,94 g Trinatrium-Zitrat (x2 H,O) (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in 600 ml demineralisiertem Wasser 16sen, mit 1N HCI
auf pH 6,0 einstellen, auf 1000 ml mit demineralisiertem Wasser auffiillen
e TBS (Tris buffered saline = 0,05 M Tris/HCL + 0,9 % NaCL, pH 7,6): Tris (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland)
e Roti Liquid Barrier Marker (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
¢ Blockade unspezifischer Bindungen:
Rinderserumalbumin (BSA; Sigma-Adrich, Steinheim, Deutschland), 1 % in TBS
Kaninchennormalserum (KNS, X0903, DAKO Cytomation, Glostrup, Danemark)



Primére Antikorper:
(a) monoklonaler (Maus) Antikorper gegen BrdU (M744; DAKO Cytomation,
Glostrup, Dédnemark), Verdiinnung 1:100 in TBS und 1 % KNS
(b) monoclonaler mouse-anti-human-smooth-muscle (ASMA; CBL 171,
Chemicon), Verdiinnung 1:150 in TBS + 1 % KNS
Sekundére Antikorper:
(a) biotinylierter Kaninchen-Anti-Maus Antikorper (E354; DAKO Cytomation,
Glostrup, Dédnemark), Verdiinnung 1:400 in TBS
(b) biotinylierter Kaninchen-Anti-Maus Antikorper (E354; DAKO Cytomation,
Glostrup, Dédnemark), Verdiinnung 1:400 in TBS
Nachweissystem:
Vectastain ABC Kit mit biotinylierter Meerrettichperoxidase (PK 4000, Vektor
Laboratories, Peterborough, Grofbritannien): Gebrauchslosung: 1 Tropfen Reagenz A
und 1 Tropfen Reagenz B nacheinander in 20 ml 0,05 M Tris/HCI, pH 7,6 geben und
30 min rithren, frisch hergestellt
DAB: 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland): Gebrauchslosung: 0.05 % DAB - 0.015 % H,0,1in 0,05 M Tris/HCL, pH
7,6, frisch hergestellt
Hiamalaunlosung nach Mayer (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Roti®Histokit (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Proben: 5 pm dicke Paraffinschnitte auf Superfrost® Plus Objekttrager (Menzel GmbH,
Braunschweig, Deutschland), vorbehandelt mit Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland), aufgezogen und iiber Nacht bei 60 °C getrocknet

10.3.2. Durchfuhrung (ASMA-Immunhistochemie ohne Schritt 5!)

1.

2.

Entparaffinieren der Schnitte in 3 Stufen Xylol 3x 5 min
Waissern der Schnitte iiber eine absteigende Alkoholreihe bis zum Aqua dest

jede Stufe 5 min

. Hemmung der endogenen Peroxidase mit 3 % H»O, in Aqua dest 20 min

kurz spiilen in Aqua dest

Zur Freilegung der Epitope kochen der Schnitte in 10 mM Na-Zitrat-Puffer (pH 6,0) bei
95-100 °C im Dampftopf 50 min



6. Spiilen in TBS 10 min

7. Umzeichnen der Schnitte mit Roti Liquid Barrier Marker

8. Spiilen in TBS 2x 5 min
9. Blockieren unspezifischer Bindungen mit 1 % BSA in TBS 30 min
10. Blockieren unspezifischer Bindungen mit 1 % KNS in TBS 15 min

11. Inkubation mit dem Priméaren AK tiber Nacht bei 4 °C

12. Spiilen in TBS 3x 5 min
13. Inkubation mit dem Sekundaren AK 90 min
14. Spiilen in TBS 3x 5 min
15. Inkubation mit Vectastain 60 min
16. Visualisierung mit DAB 2 min
17. Spiilen in TBS 2x 5 min
18. Spiilen in Aqua dest 2x 5 min
19. Kernfarbung mit Himalaun nach Mayer 45 sec
20. Blduen in flieBendem Leitungswasser 5 min
21. Spiilen in Aqua dest 2 min
22. Entwisserung in aufsteigender Alkoholreihe und 2 Stufen Xylol je 2 min

23. Eindecken in Roti®Histokitt

Anmerkung: Schritte 18-20 nur bei einem Teil der Schnitte durchgefiihrt

10.4. Zymographie

10.4.1. Material

Extraktionspuffer
10 mM Natrium-Cacodylat (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 M Natriumchlorid
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,01 % Triton-X-100 (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland), 0,001 % Natriumacid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1 uM
Zinkchlorid (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH-Wert 6,0



Extraktionslésung
Extraktionspuffer + 1 uM Pepstatin (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) +
CompleteTM (Mini, EDTA-free, 1 Tablette pro 10 ml) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland)
Waschpuffer
0,05 M Tris (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 6,7 mM Calciumchlorid (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 10 uM Zinkchlorid, 0,02 % Natriumazid, 2,5 % Triton X-100
Inkubationspuffer
0,05 M Tris, 6,7 mM Calciumchlorid, 10 uM Zinkchlorid, 0,02 % Natriumazid, 0,1 %
Triton X-100
Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI pH 8,8
Sammelgelpuffer
0,5 M Tris/HCL pH 6,8
SDS
=Natriumdodecylsulfat (Bio-Rad, Hercules, CA,USA)
20 % SDS in Aqua dest
Acrylamid
30 % Acrylamide/Bis-Solution 37,5 : 1 (Bio-Rad, Hercules, CA,USA)
Ammoniumpersulfat
10 % Ammoniumperoxodisulfat (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Aqua dest
TEMED
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, Hercules, CA,USA)
Probenpuffer
Trenngelpufter, Glycerol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 20 % SDS im
Verhiltnis 1:1,6:1,6 gemischt und mit wenigen Kornchen Bromphenolblau (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) versetzt
Elektrophoresepuffer
0,025 M Tris, 0,2 M Glycine (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,1 % SDS
Zymo-Farbeldsung
2,5 % Coomassie Brilliant Blau R-250 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 45 %
(vol/vol) Methanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 3 % (vol/vol) Essigsédure (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland)



Zymo Schnell-Entfarbelésung
20 % (vol/vol) Methanol, 16,6 % (vol/vol) Ethanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland),
7 % (vol/vol) Essigséure, 0,6 % (vol/vol) Diethylether (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland)

Gelatine
aus Schweinehaut (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Zymographie-Standard:
humane MMP-2 (0,1 mg/ml, Molekulargewicht 72 kDa)/ MMP-9 (0,1 mg/ml,
Molekulargewicht 92 kDa) (CC073, Millipore/Chemicon, Billerica, MA, USA) verwendet
in einer Konzentration von 50 ng/ul

Elektrophoresesystem
XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA)

10.4.2. Proben-Extraktion
1. Hautstiick auftauen und wiegen
2. Inkubieren bei 4 °C unter kontinuierlichem Schiitteln 24 h
in 4 ml Extraktionslésung pro 100 mg Probe
3. Hautstiick herausnehmen und verwerfen
4. Zentrifugieren bei 12000 g 10 min

5. Uberstand direkt zur weiteren Analyse

10.4.3. Proteinanalyse
Bestimmung des Proteingehaltes im Probenextrakt (s. 10.4.2.,3.2) mit dem DC Protein Assay
(Bio-Rad, Hercules, CA,USA) nach Vorschrift des Herstellers



10.4.4. Gelpraparation, Vorbereitung der Elektrophorese

Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel:

Substanz Sammelgel Trenngel

Fiir 1 Gel Fiir 1 Gel
Gelatine - 6 mg (=0,5 mg/ml)
Aqua dest 1,59 ml 5,84 ml
Trenngelpuffer 3,0 ml (=1:4)
Sammelgelpuffer 0,75 ml (=1:4)
20 % SDS 15 pl (=0,1 %) 60 pl (=0,1 %)
30 % Acrylamid 0,5 ml (=5 %) 3,0 ml (=7,5 %)
10 % Ammonium persulfate 22,5 ul (=0,075 %) 90 ul (=0,075 %)
TEMED 2,25 ul (0,075 %) 9 ul (=0,075 %)
Durchfuhrung:
1. Komponenten des Trenngels mischen
2. in die Gelkammer (bis zur 1. Linie) luftblasenfrei einfiillen
3. vorsichtig mit Aqua dest (oder Isopropanol) iiberschichten
4. 45 min gelieren lassen (Rest des angesetzten Gels als Gelierkontrolle!)
5. Aqua dest abgieflen
6. Komponenten des Sammelgels mischen
7. Luftblasenfrei iiber Trenngel gieBen und die Gelkammer komplett fiillen
8. Proben-Kamm luftblasenfrei einsetzen
9. 45 min gelieren lassen

[a—
(=]

. Probenkamm vorsichtig herausnehmen

—_
—_

. Schutzstreifens an der Gel-Kammerelektrode abziehen

—
[\

. Einsetzen der Gele in die Elektrophorese-Apparatur

13. Fiillen der inneren und duBeren Kammer mit Elektrophoresepuffer

10.4.5. Besttickung der Gele und Elektrophoretische Auftrennung

1. bei allen Proben Auftragung einer Proteinmenge von 5 pg (in 25 pl), Extraktionslosungen
entsprechend mit Inkubationspuffer auf ein Endvolumen von 40 pl verdiinnen

2. mit 10 pl Probenpuffer mischen

3. mit Hilfe einer Hamiltonspritze 25 ul dieser Probenldsung in die Geltaschen fiillen

4. neben den Probenldsungen in jedem Gel 20 pl des Zymographie-Standard (1:2000 mit 2x

Probenpuffer verdiinnt) auftragen



5. Gele bei 25 mA pro Gel und maximaler Spannung laufen lassen, bis die Proben durch den

Farbstoff sichtbar auf Hohe der unteren Kammer-Elektrode angekommen sind

10.4.6. Enzymreaktion, Farbung und Konservierung
1. Gele aus den Gelkammern herausnehmen, Sammelgel und untersten Rand des Trenngels
abschneiden, die Auftragungsrichtung durch Abtrennen einer kleinen Ecke zur

Orientierung markieren

2. Gele in Waschpuffer spiilen 3x 30 min

3. bei 37 °C in Zymo-Inkubationsldosung inkubieren 18 h

4. in Zymofirbeldsung farbe 30 min

5. in Schnell-Entfarbeldsung einlegen 30 min

6. 1in 7 % Essigsdure weiter entfirben 2x 30 min

7. Einlegen in 3 % Glycerin (mindesten 3 Stufen) iber Nacht
8. Gel zwischen Folie blasenfrei einlegen, in einen Rahmen spannen und mindestens 2 Tage

trocknen lassen
Anmerkung: Schritte 2-7 werden auf einem Schiittler unter stindiger leichter Bewegung

durchgefiihrt.
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