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1. Einleitung und Fragstellung

Heutzutage leiden 1,5 bis 2 Millionen Menschen in Europa an akuten und chronischen Wunden,
die einen erheblichen FEinfluss auf die Lebensqualitdit und dasGesundheitssystem haben
(Lindholm und Searle 2016). Bei einer Verzogerung und Stérung der Stadien im
Wundheilungsprozess kommt es zur Entwicklung einer chronischen Wunde (Velnar et al. 2009).
Daher stellt die gestorte Wundheilung eine grofle Herausforderung und ein klinisches Problem
dar, bei dem ein korrektes, effizientes Wundmanagement essentiell ist. Von ungefihr 500
Millionen Menschen, die in Europa leben, gibt es geschétzt 262 000 Menschen mit chronischen
Wunden. Die Gesamtkosten fiir die Behandlung solcher Wunden belaufen sich auf einige
Millionen Euro. Der Fokus liegt dementsprechend auf dem Verstindnis der Physiologie der
Heilung und Versorgung mit einem Schwerpunkt auf neue therapeutische Ansétze. Von grof3er
Bedeutung ist auch die Weiterentwicklung von Technologien fiir ein entsprechendes

Wundmanagement von akuten und chronischen Wunden (Lindholm und Searle 2016).

Zur Optimierung der Wundheilung gibt es mehrere grundlegende Ansdtze, denen man folgen
kann. Die fiir die Wundheilung wichtigen Faktoren stellte Winter (1962)in seiner Studie der
Epithelisierung bei jungen Hausschweinen fest. Um die Epithelisierung der Wunde zu
beschleunigen sind eine Wundhydratationund Minimierung von Infektionen wichtig. Die
Entwicklung und der Einsatz von verschiedenen Wundauflagen, die diese Faktoren unterstiitzen

sollen, ist ein wichtiger Bestandteil des Wundmanagements.

Der Fokus dieser Arbeit liegt darin, bessere Erkentnnisse {iber den Wundheilungsprozess mit
Hilfe eines Tiermodells zu bekommen. Das Erkennen und Verstehen von pathophysiologischen
Aspekten der Wundheilung spielt eine groBBe Rolle, um eine weitere Entwicklung von neuen
therapeutischen Strategien und innovativen Produkten zu ermoglichen, die die Prozesse der

Wundheilung férdern konnen.

Dadurch, dass die Schweinehaut, dhnlich wie die Menschenhaut, relativ dick und gut durchblutet
ist, hat sich das Schwein als zuverldssiges Wundheilungsmodell der Haut etabliert (Swindle
2016). Durch diese Tatsache kann bei Produkten die Férderung der Wundheilung bereits in der
praklinischen Phase getestet werden. Eine kostenintensive klinische Priifphase kann somit

verkiirzt werden.



Die vorliegende Arbeit ist eine Pilotstudie, die als Ziel die Etablierung eines Tiermodells zur
Analyse der Wundheilung hatte, um einen Vergleich der Wirksamkeit von neuen zellbasierten
Wundauflagen mit Wundauflagen, die schon als Standard zum Einsatz kommen, zu ermdglichen.
Die Wundheilungsforschung wurde dadurch profitieren in der Verkiirzung der
Wundheilungsdauer und in weiterer Folge konnte auch die Entwicklung von passenden

Wundauflagen fiir schwerheilende Wunden ermoglicht werden.
Das Priifziel der vorliegenden Studie ist die Beantwortung folgender Fragen:

1. ob das Schwein mit einem definiertem Protokoll der Wundsetzung auch fiir die
Wundheilungsstudien im Bereich Spalthautwunden als ein zuverldssiges Tiermodell etabliert

werden kann.

2. ob es einen Unterschied beziiglich der Wundheilung (Reepithelisierung) zwischen den
verschiedenen getesteten Wundauflagen gibt. Die Wirksamkeit der neuen Wundauflagen mit in
vitro kultivierten Keratinozyten im Vergleich mit feuchten Wundauflagen, die heutzutage als

Standard zum Einsatz kommen, soll in diesem Schritt iberpriift werden.



2. Literaturiibersicht

2.1 Der Tierversuch

Der Tierversuch spielte eine wichtige Rolle in vielen wissenschaftlichen und medizinischen
Entwicklungen des vergangenen Jahrhunderts. Dieser Fortschritt im wissenschaftlichen und
medizinischen Bereich trdgt zum besseren Verstdndnis von verschiedenen Krankheiten, sowie
zur Entwicklung neuer Medikamente und Behandlungen bei und ermoéglicht eine bessere
Lebensqualitdt der Menschen (Festing und Wilkinson, 2007). In der biomedizinischen Forschung
wurden schon immer Tiere verwendet. Die griechischen Wissenschaftler Aristoteles(384 — 322
v. Chr.) und Erasistratus (304 — 258 v. Chr.) haben Experimente an lebenden Tieren
durchgefiihrt (Hajar 2011). Zum besseren Verstindnis von Anatomie, Physiologie, Pathologie
und Pharmakologie hat ebenso der griechische Arzt Galen (129 — 199/217 n. Chr.) Tierversuche
durchgefiihrt. Tierversuche sind nach § 2 Abs. 1 des Tierversuchsgesetzes (TVG 2012) definiert
als ,,jede Verwendung von Tieren zu Versuchs-, Ausbildungs- oder anderen wissenschaftlichen
Zwecken][...], die bei den Tieren Schmerzen, Leiden, Angste oder dauerhafte Schiden [...]
verursachen kann“. Ebenso ist der Tierversuch im Sinne des Tierversuchsgesetzes(TVG 2012)
jede Belastung von Tieren, die durch Kaniileneinstichverursacht werden kann.Die Arbeit mit
Tieren fiir wissenschaftliche Zwecke ist auf EU-Ebene durch die Richtlinie zum Schutz der fiir
wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere 2010/63/EU des Européischen Parlaments und des
Rates vom 22. September 2010 geregelt und in nationales Recht umgesetzt. In Osterreich ist die
Verwendung von Versuchstieren durch Gesetze und Verordnungen (Tierversuchsgesetz TVG
2012, Tierversuchs-Verordnung TVV 2012, Tierversuchs-Kriterienkatalog-Verordnung
TVKKYV, Tierversuchsstatistik-Verordnung TFSt-VO 2013, Tierschutzgesetz TSchG 2004,
Tiertransportgesetz 2007, Gentechnikgesetz GTG 1994 und Systemverordnung 2012) streng
rechtlich geregelt.

Das Tierversuchsgesetz regelt vor allem, wer einen Tierversuch durchfiihren darf, welche
Tierversuche zuldssig sind, die Projektziele, den zu erwartenden Schaden an den Tieren und den
wissenschaftlichen Nutzen, welche Methoden zuldssig sind, und ob das Projekt die

Anforderungen der 3R-Leitprinzipien des Versuchstierschutzes erfiillt. Den Einsatz der 3R



Prinzipien etablierten 1959 William Russel und Rex Burch in ihrem Buch “The Principlesof

Humane Experimental Technique “.
Die folgenden 3 Grundprinzipien dienen zum Schutz der Versuchstiere:

- Replacement/Vermeidung — Anwendung von Ersatzmethoden
- Reduction/Verminderung — Reduzierung der Anzahl der verwendeten Tiere

- Refinement/Verbesserung — Haltungsbedingungen der verwendeten Tiere

Ein Tierversuch darf nur starten,wenn er durch die zustéindige Behorde (Bundesministerium fiir
Bildung, @ Wissenschaft und  Forschung) genehmigt wird. Der Ablauf des
Genehmigungsverfahrens besteht darin, dass die Forscherlnnen durch den Tierversuchsantrag
die Bedeutung, Erkldrung und Begriindung des Projekts, die Projektziele und die Umsetzung der
3R Leitprinzipien detailliert wissenschaftlich und rechtlich argumentieren, welche im § 26
Abschnitt 4 des Tierversuchsgesetzes (TVG 2012) rechtlich vorgeschrieben sind. Wenn alle
rechtlichen Vorschriften dieses Bundesgesetzes erfiillt sind, genehmigt das Bundesministerium
fiir Bildung, Wissenschaft und Forschung mit dem Bescheid den Tierversuchsantrag. Neben der
rechtlichen Seite wird auch die Ethik als Bewertungsinstrument fiir die Durchfiihrung des

Tierversuchs in Betracht gezogen (Eggel und Grimm, 2018).

Im Jahr 2018 wurden laut der dsterreichischen Tierversuchsstatistik 237.727 Tiere fiir Versuche
verwendet, meistens fiir die Grundlagenvorschung. Die hdufigsten Tierarten, die verwendet
wurden(fast 200.000), waren Méduse. Die Zahl der verwendeten Schweine in den Tierversuchen
war 1.584, beimehr als derHélfte der Tierversuche an den Schweinen (722) wurde ein mittlerer
Schwergrad angegeben. Nach § 3 Abs. des Osterreichischen Tierversuchsgesetzes (TVG 2012)
sind Tierversuche mit mittlerem Schwergrad Tierversuche mitkurzzeitig mittelstarken

Schmerzen, mittel schweren Leiden oder Angsten.
2.2 Anatomie der Haut

Die Haut ist das groBite Organ des Korpers und erfiillt eine Vielzahl von Funktionen. lhre

wichtigsten Funktionen sind:



e Schutz des Korpers vor der duleren Umgebung
e Speicherungdes Wassers und der Elektrolyte

e Thermoregulation
Die Haut besteht aus (siche Abb. 2):
1. Epidermis
2. Dermis
3. Hypodermis

1. Die Epidermis dient als duflere Schutzbarriere, die eine gro3e Rolle in der Thermoregulation
spielt. Die Epidermis besteht hauptsédchlich aus Keratinozyten (ungefiahr 90%), die kontinuierlich
durch die Proliferation von Stammzellen produziert werden und die fiir den Wundverschluss
wichtig sind (Dehkordi et al. 2019, Rousselle et al. 2018, Gantwerkerund Hom, 2011). In den
verschiedenen Korperbereichen variiert die Dicke der Epidermis von 0,05 mm bis 1,5 mm. Die
Epidermis besteht aus verschiedenen Teilschichten: Stratum basale, Stratumspinosum,
Stratumgranulosum, Stratumlucidum und Stratumcorneum. Das Stratum basale ist die erste
Teilschicht, die produziert wird und wo der Differenzierungsprozess von Keratinozyten beginnt.
Das Stratumcorneum ist die oberste Schicht der Epidermis, die eigentlich eine Schicht toter

Zellen und Grundbestandteil der Hautbarriere ist (Sarkiri et al. 2019).
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Abb. 1 Schema der Hautschichten
Abbildung leicht verindert entnommen aus Gantwerker et al. 2011

2. Die Dermis ist die innere Schicht der Haut und macht etwa 90 % des Gewichts der Haut aus.
Die Dermis ist ein Bindegewebe, das regional unterschiedliche Bereiche hat: die oberflachliche
papillire Dermis (Stratum papillare) und die tiefere retikulire Dermis (Stratum reticulare)
(Dehkordi et al. 2019, Wong et al. 2016). Die Dermis besteht aus der extracelluldren Matrix
(ECM), vaskuldren Endothelzellen und Fibroblasten, Fettdriisen, Schweildriisen, Haarfollikel,
Blutgefdlen und Nervenenden. Die Hauptzellpopulation besteht aus den Fibroblasten, die
Kollagen und Elastin entlassen und die der Haut die mechanische Festigkeit und Elastizitét
geben (Dehkordi et al. 2019). Die groBite Dicke der Dermis ist auf dem Riicken und betrégt ca. 3
mm. Die Hauptfunktionen der Dermis sind die Nahrstoffversorgung der Epidermis, die

mechanische Festigkeit und die Elastizitit der Haut (Sarkiri et al. 2019, Dehkordi et al. 2019).



3. Die Hypodermis ist die tiefste Hautschicht bzw. Trennschicht zwischen Haut und Muskulatur.
Sie besteht aus Gewebe und Zellen, die das Fett (die Halfte der Korperfette) speichern (Dehkordi
et al. 2019). Die vorkommenden Zelltypen in der Hypodermis sind: Fibroblasten, Adipozyten
und Makrophagen, die eine wichtige Rolle in der Fettgewebshomdostase, moglicherweise in der
reparativen Phase der Wundheilung und in der Wéarmeregulation des Korpers haben (Wong et al.

2016).
2.3 Das Schwein als Wundmodell

Die Auswahl eines Tiermodells fiir die Analyse der Wundheilung beim Menschen hidngt von
mehreren Faktoren ab, wie z.B. der anatomischen und physiologischen Ahnlichkeit mit der
Menschenhaut, der Verfiigbarkeit und den damit verbundenen Kosten (Seaton et al. 2015).
Kleintiere, wie z.B. Méause, Ratten und Kaninchen, sind einfach in der Haltung und im Umgang
und preiswert, jedoch unterscheidet sich ihre anatomische und physiologische Hautstruktur
signifikant von der Haut des Menschen (Tapking et al. 1993). Diese Tatsache schliefit sie zwar
fiir die Verwendung als Tiermodell nicht aus, sollte sich aber darin spiegeln, wie die Ergebnisse
im Gegensatz zur Heilung einer menschlichen Wunde stehen. Ein weiterer Grund ist die Grof3e
der Tiere. Das Schwein ermoglicht es aufgrund seiner Grofe, mehrere Wunden am Riicken des
Tieres zu setzen, so dass ein einzelnes Tier als Quelle fiir eine groBBere Anzahl von Replikationen
dienen kann. So kann eine begrenzte Anzahl von Tieren zur Erzeugung von statistisch

signifikanten Ergebnissen verwendet werden (Lindblad, 2008).

Die Epidermis des Schweines ist sehr dhnlich der menschlichen Epidermis. Die Keratinozyten
sind die am hiufigsten vorkommenden Zellen (ca. 90%) der Epidermis und sind in Schichten
organisiert (Debeer et al. 2013). Die Dicke der Epidermis betrdgt bei Schweinen 30 um bis 140
um und bei Menschen 50 um bis 120 um, beiden zeigen &dhnliches dermales Kollagen,
Papillarkorperchen und vorhandenes subdermales Fettgewebe (Tapking et al. 1993). Die
Schweine-Dermis besteht aus 2 Zonen: die papillire Dermis, die mit der Epidermis in Kontakt
steht und die retikuldre Dermis, die in Kontakt mit der Hypodermis ist. Sie setzt sich aus
zahlreichen Zelltypen zusammen, am meisten aus Fibroblasten, sowie aus der extrazelluldren
Matrix. Die Fibroblasten als meist vorkommende Zelltypen sind verantwortlich fiir die Sekretion

der dermalen Proteine (Kollagen, Elastin) (Debber et al. 2013).



Das dermal-epidermale Schichtdickenverhiltnis der Schweinehaut variiert von 10:1 bis 13:1,

welches auch vergleichbar mit der menschlichen Haut ist (Avon und Wood 2005).

In der Hypodermis sind Adipozyten die Hauptzellen, welche eine schwache perizellulire
Expression von Vimentin S 100 Protein — so wie auch in der menschlichen Haut - zeigen. Die
Schweinehaut hat ein reiches GefaBBnetz, Hautinnervation und die Struktur der Haarfolikel sind

dhnlich wie in der menschlichen Haut (Debeer et al.2013, Jacobi et al. 2006).

In Bezug auf den Haarmantel zeigen die Haut des Menschen und des Schweines eine grof3e
Ahnlichkeit, sie sind beide nur spérlich behaart. Im Vergleich dazu haben beispielsweise die
Maiuse einen dichten Haarmantel mit einem definierten Wachstumszyklus.Der sogenannte
Maushaar-Zyklus dauert 3 Wochen, wihrend menschliche Haarzyklen mehrere Jahre dauern

konnen (Abdullahi et al. 2014).

Obwohl die kleinen Sdugetiere leichter zu handhaben sind, heilen die Wunden bei diesen Tieren
hauptsdchlich durch Wundkontraktion, anstatt wie beim Menschen durch Migration von
Epidermiszellen. Im Gegensatz dazu heilt die Schweinehaut genau wie die menschlichen

Hautwunden durch Reepithelisierung (Tapking et al. 1993).

Sullivan und Kollegen verglichen die Ergebnisse von Wundheilungsstudien an Menschen,
Schweinen, kleinen Sdugetieren und in In-vitro-Studien. Die Ergebnisse zeigten, dass beim
Menschen gegeniiber dem Schwein die Ubereinstimmung 78% betrug, gegeniiber kleinen

Sdugetieren 53% und im Vergleich zu In-vitro-Studien 57% (Midelkoop et al. 2004).

Die Unterschiede der Schweinehaut im Vergleich zur menschlichen Haut sind eine geringere
Dicke korniger Zellschicht, reduzierte Mengen an Melanin und Melanozyten in der
Basalzellschicht, eine groBere Verbreitung der apokrinen (im Vergleich zu ekkrinen)
SchweiBdriisen und kleinere Talgdriisen (siehe Abb. 1) (Midelkoop et al. 2004). Die Ahnlichkeit
zwischen menschlicher Haut und Schweinehaut machen das Schwein zu einem zuverldssigen
und akkuraten Tiermodell zur Analyse der kutanen Wundheilung beim Menschen (Seaton et al.

2015).
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Abb. 2 Histologischer Vergleich zwischen menschlicher Haut und Schweinehaunt mit
dhnlichen Strukturen
Abbhildung unverindert entnommen aus Lindbald 2014

Bevor man mit der Analyse der Wundheilung beim Menschen beginnt, ist es wichtig, einen
kurzen Uberblick iiber die Faktoren darzustellen, die in einem allgemeinem Sinn und fiir die
vorliegende Studie das Schwein zu dem am besten geeigneten Tiermodell zur Untersuchung der
Wundheilung beim Menschen ausmacht. Einer der wichtigsten Faktoren ist die anatomische,
physiologische und biochemische Ahnlichkeit zwischen menschlicher Haut und Schweinehaut.
Die Schweinehaut heilt vorwiegend durch Reepithelisierung und dasmacht das Schwein zu
einem wertvollen In-vivo-Wundheilungsmodell (Seaton et al. 2015). AuBer dieser Ahnlichkeit
spielen auch die Verfligbarkeit und die Kosten eine grofle Rolle in der Auswahl des geeigneten
Tiermodells. Méduse, Ratten und Kaninchen sind zwar preiswert und einfacher zu halten, jedoch
unterscheidet sich ihre Haut in ihrer anatomischen und physiologischen Struktur signifikant von

der Haut des Menschen (Tapking et al. 1993).
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2.4 Die Wunde und Wundarten

Eine Wunde kann man als Schaden oder Stérung der normalen anatomischen Struktur und
Funktion der Haut definieren. Diese Storung kann entweder nur die epitheliale Integritit der
Haut oder auch tieferliegendes, subkutanes Gewebe betreffen und mit Schidden anderer
Strukturen wie Muskeln, GefdBle, Nerven, parenchymaler Organe oder sogar Knochen
einhergehen. Angesichts der Tatsache, dass die Zeit ein wichtiger Faktor in der Wundheilung ist,
konnen die Wunden klinisch in akut und chronisch unterteilt werden. Die akuten Wunden
konnen sich durch rechtzeitige und geordnete Wundheilungsphasenselbst reparieren, mit dem
Zeitverlauf von 5 bis 10 Tagen, oder innerhalb von 30 Tagen. Sie entstehen meistens durch einen
traumatischen Gewebeverlust oder ein chirurgisches Verfahren. Im Gegensatz dazu kdnnen
chronische Wunden eine anatomische und funktionelle Wiederherstellung der Haut in keinem
geordneten und zeitnahen Wundheilungszyklus erreichen. Der Wundheilungszyklus kann
aufgrund verschiedener Faktoren wie Infektion, Gewebshypoxie, Nekrose oder Uberschuss von
Entziindungsmediatoren verldngert werden. Verbrennungen, Vaskulitis, sowie arterielle und

vendse Insuffizienzen resultieren meistens in einer chronischen Wunde (Velnar et al. 2009).

Nach Binnebosel und Schumpelick (2010) unterscheidet man je nach Ursache folgende

Wundarten:

- mechanische Wunden (Schnitt -, Stich -, Schiirf -, Riss -, Biss -, Platz-,Schusswunde oder
Ablederungswunde)

- thermische Wunden(Verbrennung/Erfrierung)

- chemische Wunden (Séure oder Laugenveritzungen)

- strahlungsbedingte Wunden (Gewebeschddigung durch ionisierende Strahlung)

Fir die vorliegende Studie ist jedoch die Unterteilung der Wundarten nach Tiefe des

geschidigten Gewebes von Interesse (Rose und Rozée 2013):

- Spalthautwunde (begrenzt auf die Epidermis mit dem Stratum papillare der Dermis als
Grenzzone)

- Vollhautwunde (umfasst die gesamte Kutis mit Epidermis und Dermis)
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2.4.1 Die Spalthaut

Die Spalthaut ist ein Hauttransplantat, das héufig in rekonstruktiven Verfahren verwendet wird,

besonders nach Verbrennungen und bei groflen, offenen Wunden, die sich nicht primér schlieBen

konnen. Nach Definition ist ein Transplantat etwas das aus dem Korper entfernt, vollstindig

devaskularisiert und an einem anderen Ort eingesetzt wird (Thorne 2007). Die Spalthaut besteht

aus der Epidermis und einem Teil der Dermis (siche Abb. 4) (Ratner 2003). Die Dicke der

Spalthaut liegt zwischen 0,1-0,6 mm und je nach Dickewird die Spalthaut nach Rose und Rozée

(2013)wie folgt unterteilt:

- Ultradlinne Spalthaut: 0,1-0,2 mm
- Diinne Spalthaut: 0,2-0,3 mm

- Mittlere Spalthaut: 0,3-0,4 mm

- Dicke Spalthaut: 0,4-0,6 mm

Thin B | ’
Split-thickness (i
pskm graft Medium ——
Thick [
| =
Full-thickness skin graft a
Sweat gland

Hair follicle Sebaceous gland

Abb. 3 Spalthaut und Vollhaut
Abbildung unverindert entnommen aus Beldon 2003

Das entnommene Hauttransplantat ldsst sich durch sog. “mesh-graft-Technik® im Verhiltnis

1:1,5 - 1:6 vergroBern (Rose und Rozée 2013). Das ermoglicht, dass das Hauttransplantat eine

groBBere Flache pro Quadratzentimeter bedecken kann und ermdoglicht eine bessere Drinage und

auch Erndhrung des Transplantats durch die zahlreichen Locher.
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Die Spalthaut kann von iiberall aus dem Korper entnommen werden, obwohl die Farbe, Textur,
die Dicke der Dermis, Vaskularitit und die Morbiditdt der Korperstellen erheblich variieren
(Thorne 2007). Die héufigsten Bereiche fiir Spalthautspenden sind Oberschenkel, Riicken,
Oberarm und Bauchdecke (Beldon 2003).

Die Entnahme der Spalthaut erfolgt heutzutage mit dem elektrischen Dermatom, mit einer

maximalen Breite von 8 cm (Miiller 2000). Das Verfahren lduft ab wie folgt (Ratner 2003):

- Spender- und Empfingerstelle werden anésthesiert und die Haut desinfiziert.Im
Spenderbereich wird das Spalthauttransplantat in einem Winkel von 30-45° zur
Hautoberfliche mit einem Dermatom entnommen und in eine sterile Kochsalzlosung
gelegt.

- Mit einem speziellen Gerdt wird das Transplantat ,,gemesht®, das heifit, es entsteht ein
netzartiges Hauttransplantat. Das ermdglicht die Drainage von angesammeltem Blut und
serOs-blutigem Material, die den Kontakt mit dem Transplantatbett hemmen konnen.
Weiters wird dadurch die Flache des Transplantats entsprechend vergrof3ert.

- Im Anschluss erfolgt die Einpassung, Deckung und Fixierung des Transplantats am

Gewebedefekt.

Der Erfolg einer Hauttransplantantion hingt von der Féhigkeit der schnellen Vaskularisation und

Aufnahme von Nihrstoffen des Transplatants ab.

Die Spalthauttransplantate ermoglichen den Transfer von gesunder Haut (Young und Fowler

1988) um:

- Hautverluste, wie bei Verbrennungen, traumatischen Verletzungen, Epidermolysis
bullosa, Dermatitis ulcerosa, toxischer Nekrolyse der Epidermis, etc. zu ersetzen

- die Heilungsrate bei langsamheilenden Wunden zu beschleunigen

- Defekte, wie z.B. bei Narbengewebe oder nach der Entfernung von Hauttumoren, zu
rekonstruieren

- die Wunde dort zu verschlieBen, wo der primdre Wundverschluss das Risiko von

Infektionen erhoht.
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2.4.2 Die Spalthautwunden

Durch die Spalthautentnahme entsteht eine zweite Wunde, die fiir die Patienten postoperativ
mehr Beschwerden verursachen kann als das Transplantat selbst (Ratner 2003). Da bei den
Spalthautwunden die lokalen Nervenenden geschidigt und externen Reizen ausgesetzt sind, ist
Schmerz ein hiufiges Problem. Die Nervenenden schicken ein erhohtes Schmerzsignal auf das
zentrale Nervensystem und daraus resultiert, dass die Spalthautwunden schmerzhafter sind, als
die urspriingliche Wunde, und mehr Beschwerden fiir den Patienten verursachen (Varon et al.

2018, Beldon 2003).

Spalthautwunden sind oberflachliche Wunden, &hnlich wie Schiirfwunden, die per secundam
intentionem heilen. Bei der Spalthautentnahme sind die Epidermis und ein Teil der retikuldren
Dermis bzw. Haarfollikel und Schwei3driisen unvollstindig ausgeschnitten, was eine spontane

Reepithelisierung der entstandenen oberflichlichen Wunden ermdoglicht (Beldon 2003).

Im Gegensatz zu der Epidermis der Spenderseite, die sich aus den migrierenden epidermalen
Zellen regeneriert, welche urspriinglich in den Haarfollikeln und Hautanhangsgebilden

enstanden sind, hat die Dermis keine Féhigkeit sich zu regenerieren (Thorne 2007).

Der Heilungsprozess der Spalthautwunden besteht aus der Aktivierung, Migration und
Proliferation von Keratinozyten iiber die Wundoberfliche (Miyanaga et al. 2017).Nach Beldon
(2003) héngt die Reepithelisierung der Spalthautwunden von folgenden Faktoren ab:

- Tiefe der Spalthautwunde

- Ausmal der verbleibenden retikuldren Dermis am Entnahmeort
- Wundoberfliche

- Erndhrungszustand

- Infektionen

Dieser Prozess dauert bei jungen Patienten 7-10 Tage, bei einem &lteren Patienten kann es bis zu
3 Wochen dauern (Beldon 2003). Daher ist eine Heilungszeit, die mehr als 1 Monat dauert, als
abnormal anzusehen (Miyanaga et al. 2017). Wenn die Spalthautwunde infiziert ist, besteht die

Gefahr, dass die Wunde tiefer wird und die Eigenschaften von Vollhautwunden bekommit,
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wodurch die Wundheilung prolongiert wird. Die Anzeichen einer Infektion sind wie bei den

meisten anderen Wunden (Beldon 2003):

- Anstieg der inneren Korpertemperatur (bei systemischen Infektionen) sowie der
Hauttemperatur

- Erhohte Leukozytenzahl

- Entziindung

- Schmerzen/Beschwerden

- Erhohtes Exudat

- Verédnderter Geruch

- blutendes Wundbett

- Taschen am Wundgrund

Die Spalthautwunden konnen auf verschiedene Arten gepflegt werden. Jedenfalls miissen sie vor
mechanischen Verletzungen und vor Austrocknung geschiitzt sein (Thorne 2007). Eine ideale
Moglichkeit derWundversorgung bei solchen Wunden sind Wundauflagen, die folgende
Kriterien erfiillen sollten (Masella et al. 2014):

- Beschleunigung der Reepithelisierung

- Verhinderung der Austrocknung

- Beseitigung von Wundsekret

- Moglichkeit des Gasaustausches

- Resistenz gegeniiber Infektionen

- Leichte Anwendbarkeit und hoher Patientenkomfort

- Kosteneffizienz

Keine einzige derzeit existierende Wundauflage ist ideal, um eine Spalthautwunde zu behandeln.
Um das normale tégliche Leben des Patienten zu ermoglichen, ist eine Wundauflage, die bequem
und selten zu wechseln ist, wiinschenswert (Beldon 2003). In der letzten Zeit gibt es zahlreiche
Wundauflagen fiir oberflachliche Wunden auf dem Markt. Diese Studie stellt in den Fokus die
Wirksamkeit der neuen zellbasierten Wundauflagen im Vergleich mit Wundauflagen, die derzeit

auf dem Markt erhiltlich sind.
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2.5 Physiologie der Wundheilung

Die Haut, die als das grofBte Organ des Korpers mehrere Funktionen hat, dient u.a. als duf3ere
Schutzbarriere des Korpers gegen verschiedene Noxen und Mikroorganismen. Laut Wild
undAubdck (2007) bezeichnet man jede Zerstérung grofler Hautpartien durch Traumata (z.B.
Verbrennungen) oder Hautkrankheiten (z.B. toxische epidermale Nekrose) als eine Wunde (Wild
und Aubdck, 2007). Diese Lésionen, die eine Gewebedurchtrennung der dufleren Haut, der
Schleimhiute oder der Oberfliche von angrenzenden Geweben und Organen verursachen, fiihren
zu lang dauernder schwerwiegender Beeintrachtigung oder sogar zum Tod. Deswegen ist es fiir
den Korper hochste Prioritét, die Verletzung der Haut wieder zu verschlieBen, d.h. das zerstorte
Gewebe  wird  morphologisch  und  funktionell = wiederhergestellt.  Um  die
grundlegendenWundheilungsabldufe zu verstehen, ist es erforderlich, diese komplexen,

dynamischen Prozesse zu kennen.

Mutschler (2012) bezeichnet die Wunden, die nur auf die Oberfliche der Haut begrenzt sind, als
einfache Wunden, im Vergleich zu komplizierten Wunden, die in tiefere Gewebeschichten
reichen. Die einfacheWunde heilt primér unter Ausbildung einer minimalen Narbe innerhalb
weniger Tage zu, wenn die Wundrinder gut adaptiert und ohne Storfaktoren sind. Dagegen
heilen Defektwunden sekundir ab iiber breitere Narbenbildung und Granulationsgewebe und
bendtigen dazu - je nach DefektgroBe - einige Wochen (Mutschler 2012). Die Narbe entsteht
durch Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und inflammatorischen Mediatoren, die
verschiedene Mechanismen einsetzen.Dieser Wundverschluss reduziert die Moglichkeit von
Keimbesiedlungen und den damit verbundenen Stérungen der Heilungsprozesse (Trainotti und

Schelthauer 2017).

Die Wundheilung ist ein Prozess, der aus einer katabolen Phase (in der Material abgebaut wird)
und einer anabolen Phase (in der Material aufgebaut wird) besteht. Die beiden Phasen sind
zeitlich und rdumlich voneinander getrennt (siche Abb. 3), wobei zu Beginn der Wundheilung

katabole und beim Abschluss anabole Phasen {iberwiegen.
Die Wundheilung hat 3 zeitlich aufeinanderfolgende Phasen (Seebauer et al. 2019):

1. Entziindungs- oder Exsudative Phase, sie entspricht der katabolen Phase



16

2. Granulations- oder Proliferative Phase, die ein Ubergang der katabolen in die anabole Phase

ist

3. RemodellierungoderReparative Phase, sie entspricht der anabolen Phase

Mins Hrs Days Weeks Months

1.Coagulation/Inflammation 2. Tissue Formation 3. Remodeling

y
ol \
/ Wound contraction

Hemostasis
Fibrin matrix Keratinocytes: Scar maturation
Re-epithelialization 7
Neutrophils (hrs-5days): MMP production " ;‘l:“"ﬂl:"l" Skin appearance
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debris; synthesis of cytokines, growth Angiogenesis Increa sadlsvnlhesls Rl #= Keloid scars

factors MMP production anderosslinks boundaries

Abb. 4 klassischen Stadien der Wundheilung
Abbildung leicht verdndert entnommen aus Xue und Jackson 2013

Entziindungsphase

Das erste Ziel des Prozesses der Wundheilung nach einer Verletzung ist die Blutung zu stoppen
und das verletzte Gewebe zu verschlieBen. Die Entziindungsphase besteht aus der vaskuldren
Reaktion (Hdmostase) und der zelluldren Reaktion (Entziindung) (Dehkordi et al. 2019). Durch
die vaskuldre Reaktion kommt es zu einer 5 bis 10miniitigen Vasokonstriktion der Gefd3e und
die Gerinnungskaskade wird aktiviert, die Thrombozyten heften sich an der beschédigten
Gefdfwandan und bilden einen Thrombus (Reinke und Sorg 2012, Mutschler 2012). Das Ziel der

Aktivierung der Gerinnungskaskade ist Fibrin aus Fibrinogen zu bilden. Die Gruppierung der
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Thrombozyten untereinander bewirkt die Bildung eines weilen Plédttchenthrombus, der die
beschidigte GefaBwand provisorisch verschlie3t. Dieser Prozess wird als primdre Hamostase
bezeichnet. In der sekundidren Hédmostase kommt es iiber die Aktivierung der plasmatischen

Gerinnungskaskade zur Bildung von Fibrin (Seebauer et al. 2019).

Das Enzym Thrombin katalysiert am Ende der Gerinnungskaskade die Synthese von
langkettigen Fibrinpolymeren aus wasserldslichen Fibrinogenpeptiden. Die Thrombozyten
setzen sich dabei in ein festes, dreidimensionales Fibrinnetzwerk, zusammen mit Erythrozyten
und Leukozyten (Wild und Aubodck 2017). Das gebildete Fibrin und der Blut-Thrombus sind
stark in die Wunde eingebaut und dienen als mechanischer Schutz und auch als provisorische
Matrix fiir die einwandernden Zellen (neutrophile Granulozyten, Monozyten, Fibroblasten und

Endothelzellen) (Seebauer et al. 2019).

Die Entziindungsreaktion startet mit der Freisetzung von Zytokinen sowie verschiedenen
Wachstumsfaktoren (TGF-f-,,transforming growth factor-beta*; PDGF-,,platelet-derived growth
factor; EGF-,,epidermal growth factor; FGF-,,fibroblast growth factor* und Interleukin-8) aus
dem Fibrinnetzwerk (Dehkordi et al. 2019). In den ersten 24-48 h der Wundheilung sind die
neutrophilen Granulozyten die dominanten Zellen in der Wunde (Mutschler 2012). Die Funktion
von Neutrophilen ist die Verhiitung und Beseitigung von Wundinfektionen durch Produktion
und Speicherung grofler Mengen von Proteasen und freier Sauerstoffradikale, mit denen sie
fremdes Material und devitales Gewebe eliminieren und abbauen (Seebauer et al. 2019). Wenn
die Aufgabe der neutrophilen Granulozyten erfiillt ist, werden sie apoptotisch oder von

Makrophagen phagozytiert (Mutschler 2012).

Charakteristisch fiir diese Phase ist die Schwellung, welche durch die Steigerung des
Kapillardrucks und die vasoaktiven Mediatoren (Histamin, Serotonin) ausgelost wird. Das
Ergebnis ist eine Blutstase, erhohter Kohlendioxidpartialdruck und Sauerstoffmangel, die zu

einer Gewebseazidose und am Ende zu einem Wundddem fiithren (Trainotti und Schelthauer

2017).

Die Zahl der Neutrophilen nimmt ungefdhr 3 Tage nach der Verletzung ab und sie werden durch
Makrophagen ersetzt (Dehkordi et al. 2019). Die Makrophagen aktivieren auch Endothelzellen,
die TGF-B, PDGF und VEGF (“vascular endothelial grow factor®) produzieren, die als die
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wichtigsten Zytokine eine Hauptrolle in der Stimulierung der Bildung von Granulationsgewebe

spielen (Gonzalez et al. 2016).
Granulationsphase

Die proliferative Phase startet 2-10 Tage nach der Gewebsldsion mit der Interaktion zwischen
verschiedenen Zelltypen, die in der Bildung von Granulationsgewebe des Wundrandes resultiert

(Dehkordi et al. 2019).

Dieser Phase folgt die Verringerung der Azidose und der Hypoxie, das Gewebsddem wird
zuriickgebildet und das katabole Wundmilieu wird anabol (Mutschler 2012). Die dominierenden
Entziindungszellen sind Makrophagen, die die proliferative Phase der Wundheilung steuern
(Canedo-Dorantes und Canedo-Ayala 2019). Wiahrend der Entziindungsphase kommt es zur
Vermehrung der Makrophagen, die ihre maximale Konzentration wiahrend der proliferativen
Phase erreichen. Danach sinkt ihre Konzentration wihrend der reparativen Phase (Ellis et al.

2018).

Die proliferative Phase besteht aus komplexen Prozessen der Angiogenese, Fibrioplasie und
Reepithelisierung. Die Angiogenese ist ein koordinierter Prozess mit Einwanderung,
Endothelproliferation und Bildung vieler neuer Blutgefédlle, die den Transport von Fliissigkeiten,
Sauerstoff und Néhrstoffen in der Wunde iibernehmen (Gonzalez et al. 2016, Seebauer et al.
2019). Die Angiogenese, die wichtig fiir die Wundheilung ist, wird durch Wachstumsfaktoren
ausgelost und gefordert (Janis und Harrison 2014).

Die Sanierung der neurologischen Funktionen umfasst 2 Prozesse:
1. Reinnervation
2. Nervenregeneration

Die beteiligten Zellen in den beiden Prozessen sind: Monozyten-Makrophagen, Zytokine,

Fibroblasten, Schwann'sche Zellen (“SC Zellen*) und Transkriptionsfaktoren.

Die Fibroplasie ist charakterisiert durch eine Proliferation und Differenzierung von
Myofibroblasten, neuer extrazelluldrer Matrix und Wundkontraktion. Die Zytokine und

Wachstumsfaktoren aktivieren die Fibroblasten zur Proliferation, um Kollagen zu produzieren
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(Canedo-Dorantes und Canedo-Ayala 2019). Aus der bereits gebildeten tempordren Matrix, die
aus Fibrin und Fibronektin besteht, wird durch extrazellulire Matrix-Biosynthese die richtige

Struktur und Funktion des Gewebes wiederhergestellt (Olczyk et al. 2014).

Die zweite reife Population von Fibroblasten wandert in das Granulationsgewebe, ersetzt dort die
vorldufige Fibrinmatrix durch Kollagensynthese und die Fibroblasten werden zu
Myofibroblasten umgewandelt. Das Ergebnis ist die Ablagerung von Kollagen und Auslésung
der Wundkontraktion (Canedo-Dorantes und Canedo-Ayala 2019).

Die Epithelisierung wird durch die Keratinozyten im Wundrand gesteuert und beginnt mit der
Zellablosung und mitotischen Teilung. Diese Prozesse werden durch EGF, TGF-B, FGF und
Zytokine stimuliert, das Resultat ist die Bildung einer Narbe. Die Narbe erscheint hell, ohne
Haare, Talg und Schweilldriisen, da die Melanozyten nicht regenerationsfahig sind (Dehkordi et
al. 2019, Seebauer et al. 2019). Die Epithelisierung ist ein klinisches Symptom der Heilung, aber
kein Zeichen fiir das Ende dieses Prozesses (Olczyk et al. 2014).

Reparative Phase

Die letzte Phase der Wundheilung ist die Remodellierung, die 2 bis 3 Wochen nach der
Verletzung beginnt und 2 Jahre oder langer dauern kann. Wihrend dieses Stadiums kommt es
zur Anderung der Zusammensetzung der Matrix:Kollagen Typ III wird durch Kollagen Typ I
ersetzt, die Umwandlung erfolgt durchMatrix-Metalloproteinasen, welche von Fibroblasten,
Makrophagen und Endothelzellen produziert werden, um die Narbe zu stirken (Dehkordi et al.
2019). Die reparative Phase hat als Hauptziel das Erreichen der maximalen Reil3festigkeit durch
Reorganisation, Abbau und Resynthese der extrazelluldren Matrix. Die Wiederherstellung der
Funktionalitét des verletzten Gewebes ist das Ergebnis der geringen Produktion von Chemokinen
durch Wirkung von entziindungshemmenden Zytokinen wie IL-10 oder TGF-B. Eine Vielzahl
von Wachstumsfaktoren, wie z.B. TGF-B und FGF, kontrollieren die Kollagen-Synthese und

haben einen starken Einfluss auf die Genexpression dieses Proteins (Gonzalez et al. 2016).

Wihrend in der proliferativen Phase die Makrophagen die Hauptzellen sind, sind es in der
reparativen Phase die Fibroblasten, die fiir den Ersatz von Kollagen Typ III durch Kollagen Typ
I verantwortlich sind (Childs und Murthy 2016). Da die Produktion von Kollagen erhoht ist,

ermOglicht das die notwendige Festigkeit fiir das neue Gewebe, welches eine maximale
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Reiffestigkeit von iiber 30 % nach 3 Wochen und von 80 % nach 3 Monaten erreicht (Mutschler
2012). Die Balance zwischen Typ I und Typ III tritt nach ungefdhr 30 Tagen ein und die
maximale Festigkeit nach ungefdhr 42-60 Tagen.Deswegen empfiehlt sich eine
Aktivititseinschrankung fiir 6 Wochen. Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Wundheilung ist

die Sauerstoffversorgung des Gewebes an den Wundréndern (Childs und Murthy 2016).

Wiéhrend der reparativen Phase verschwinden die Fibroblasten, Entziindungszellen und
Blutgefile im Wundbereich aufgrund von Auswanderungsprozessen, Apoptose oder anderen
unbekannten Mechanismen des Zelltods, die am Ende zur Bildung einer Narbe mit einer
verringerten Anzahl von Zellen fiihrt. Das gebildene Narbengewebe enthdlt weniger Zellen und
BlutgefdBBe und zeigt eine Erhohung der Konzentration von Kollagenfasern (Gonzalez et al.
2016). Im Vergleich zu unverletzter Haut hat die Epidermis der Narbe keine Retezapfen, die in
der Bindegewebsmatrix verankert und verantwortlich fiir die Verbindung der Epidermis mit der

Dermis sind (Reindke und Sorg 2012).
2.5.1 Formen der Wundheilung

Wie oben angefiihrt, ist fiir eine erfolgreiche Wundheilung eine rechtzeitige und optimale
Funktionsweise vieler verschiedener Prozesse, Zelltypen, molekularerMediatoren und
Strukturelemente erforderlich (Velnar et al. 2009). Je nach Literaturgrundlage konnen wir

grundsitzlich 3 Formen der Wundheilung unterscheiden (Scheithauer und Riechelmann 2003):

- primdre Wundheilung (Sanatio per primamintentionem)
- sekundidre Wundheilung (Sanatio per sekundamintentionem)

- regenerative Wundheilung oberfldchlicher Wunden

Ein gutes Beispiel fiir eine primdre Wundheilung sind chirurgische Schnitte, die eine sofortige
Wiedererndhrung der Hautrdnder ermdglichen und eine Epithelisierung zur Wiederherstellung
der Hautbarriere innerhalb von 48-72 Stunden ermdglichen (Childs und Murthy 2017). Die
primdre Wundheilung ist meistens eine unkomplizierte und komplikationslose Wundheilung von
nicht infizierten Wunden mit glatten und gut adaptierten Wundrdandern. Siedurchlduft alle oben
beschriebenen Phasen der Wundheilung ohne Unterbrechung und ist innerhalb von wenigen

Tagen abgeschlossen (Gantwerker und Hom 2011, Kujath und Michelsen 2008).
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Bei einer Wundheilung sind Infektionen und sekundidre Blutungen die héufigsten
Komplikationen. Die klassischen Merkmale einer Infektion bzw. Entziindung sind: Calor
(Wérme), Dolor (Schmerz), Rubor (R6tung), Tumor (Schwellung) und Functiolaesa (gestorte
Funktion). Wenn keine Storfaktoren vorhanden sind, schlieft sich die primér heilende und
saubere Wunde bald durch die Vernetzung von Fibrin, was in einer strichformigen, wenig

sichtbaren Narbe resultiert (Kujath und Michelsen 2008, Binnebdsel und Schumpelick 2010).

Eine sekundidre Wundheilung entwickelt sich, wenn der primdre Wundheilungsprozess durch
lokale Faktoren gestort wird. Die Stoérungsfaktoren sind z.B. Infektionen, unzureichende
Blutperfusion oder Wunddehiszenz (Kujath und Michelsen 2008). Offene Wunden mit groBem
Gewebsdefekt heilen nicht primédr, sondern durch sekunddre Wundheilung, die mit

Kontraktionen, Granulation und Epithelisierung erfolgt (Ramasastry 2005).

Beim sekunddren Wundheilungsprozess erfolgt der Wundverschluss durch Bildung von
Granulationsgewebe und Wundkontraktion. Wenn der Gewebsdefekt mit Granulationsgewebe
ausgefiillt ist, erfolgt die Epithelisierung. Aus diesem Grund dauert der sekundére
Wundheilungsprozess lidnger als die primidre Wundheilung, und er resultiert in einer breiten,

funktionell storenden Narbe (Binnebdsel und Schumpelick 2010).

Oberflachliche Hautwunden, die nur mit der Verletzung der Epidermis verbunden sind, heilen
durch Regeneration der Keratinozyten (Scheithauer und Riechelmann 2003). Wenn die
Epithelisierung abgeschlossen ist, 10st sich der Wundschorf, der die Wunde gegen Infektion
schiitzt, spontan ab. Die regenerative Phase dieser Wundheilung endet ohne Narbenbildung

(Binnebosel und Schumpelick 2010).
2.5.2 Die Rolle der Keratinozyten in der Wundheilung

Die Reepithelisierung umfasst die Bildung eines neuen Epithels durch die Aktivierung der
Proliferation, Migration und Differenzierung von Keratinozyten. Die Keratinozyten sind die
Hauptzellen der Epidermis. Sie stammen aus epithelialen Stammzellen, die hauptsichlich in der
Ausbuchtung des Haarfollikels und der Basisschicht der interfollikuldren Epidermis liegen (Chen
et al. 2016).
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Die Keratinozytenwanderungiiber das Wundbett beginnt ein paar Stunden bis zu einem Tag nach
der Verletzung (Rousselle et al. 2018). Die Fahigkeit dieser Zellen zur Migration in die Mitte der
Wunde wird als “shuffling bezeichnet (Reinke und Sorg 2012). Zur Vorbereitung auf die
Wanderung miissen innerhalb der Keratinozyten bestimmte Prozesse ablaufen, wie die
Abflachung und Dehnung von Keratinozyten, der Verlust von Zell-Zell und Zell-Matrix Kontakt,
Entwicklung von pseudopodenartigen Projektionen von Lamellipodie, das Zuriickziehen von
intrazelluldren Tonofilamenten und die Bildung von Aktinfilamenten am Rand ihres
Zytoplasmas. Mehrere Elemente sind in die Keratinozytenwanderung involviert, wie die
extrazelluldire  Matrix, Integrin-Rezeptoren, = Matrixmetalloproteinasen =~ (MMPs)  und
Wachstumsfaktoren. Eine frithgebildete provisorische Matrix zusammen mit Fibronektin und
Kollagen Typ V erméglichen die Wanderung der Keratinozyten und die Abdeckung der Wunde.
Die Keratinozyten fiigen sich an das zugrunde liegende Substrat an, um die Basalmembran-Zone
(BZN) zu rekonstruieren, die die Epidermis und die Dermis verbindet, wenn die Wanderung,
moglicherweise aufgrund der Kontakthemmung, abgeschlossen ist. Dann startet der Prozess der

Differenzierung, um die Epidermis zu bilden.

Die Proliferation von Keratinozyten findet in der Néhe von epidermalen Zellen statt und
ermdglicht eine ausreichende Versorgung der Zellen, um die Wunde zu bedecken (Li et al.
2007). Nach Rousselle et al. (2018) verlieren die Keratinozyten in der suprabasalen Schicht die
Féhigkeit zur Vermehrung, wihrend nur die basalen Keratinozyten diese Fahigkeit behalten. Der
Proliferationsindex ist im Wundzentrum signifikant erhdht, wahrend die Differenzierung der neu

gebildeten Epidermishauptséchlich am Wundrand stattfindet (Li et al. 2007).

Die epidermalen Stammzellen aus der interfollikuldren Epidermis beginnen am Wundrand zu
prolifieren.Dies geschieht ungefdhr 2 bis 3 Tage nach der Verletzung,um mehr Zellen zu
produzieren, die die Wunde bedecken (Rousselle et al. 2018). Eine Hauptrolle bei der Regulation
der Keratinozytenproliferation wéhrend der Reepithelisierung spielt das Zusammenwirken von

Wachstumsfaktoren, extrazelluldrer Matrix und denIntegrinen (Li et al. 2007).
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3. Material und Methode

Die vorliegende Studie wurde durch das Bundesministerium fiir Wissenschaft, Forschung und
Wirtschaft genehmigt (BMWFW-66.010/039-WF/V/3b/2017/0136-WF/V/3b/2017/0035-
V/3b/2018). Die geplanten Versuche wurden unter der Projektleitung von Univ.Prof.Dr.MSc
Lars-Peter Kamolz von der Klinischen Abteilung fiir Plastische, Asthetische und Rekonstruktive
Chirurgie, Graz durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung dieser Studie konnten in vitro Hautmodelle
nicht benutzt werden, da diesen Modellen ein Blutgefdf3system und die Immunzellen fehlen, die

eine wichtige Rolle im Wundheilungsprozess haben.

Dieser Versuch wurde mit mittelschwerem Grad eingestuft. Bei der Spalthautentnahme
entspricht die zweite Wunde einem Schmerzausmaf, das dhnlich dem des Menschen ist. Aus
diesem Grund entspricht die postoperative Analgesie bis zu einer Schmerzfreiheit der des
Menschen. Die Versuchsdauer betrug 5 Tage und am fiinften Tag wurden die Tiere fachgerecht

euthanasiert.
3.1 Wundauflagen

Als primdre Wundverbinde wurden die neuen aktiven Wundauflagen mit Keratinozyten
Hxxixxxt I & II “ und EpiciteHydro® benutzt. Als sekundire Wundverbidnde wurden die
feuchten Wundauflagen AQUACEL®EXTRA™, Jelonet®, Adaptic®, Polyurethan-Folie
Opsite®Flexifix, Fixierpflaster Omnifix®elastic und inaktive Wundauflage Cotton Gaze
GazeVliwasoft® benuzt.

Wundauflagen mit Keratinozyten ,,xxixxxt [ & II «

Der Herstellungsprozess und Produktzusammensetzung von der ,,xxixxxt I & II “ Wundauflage
entspricht dem Verfahren, wie es in den 70-iger Jahren von Rheinwald und Green entwickelt
wurde. Durch Verwendung der humaner Keratinozyten fordert und beschleunigt sie den
Wundheilungsprozess. Nach in vitro Kultivierung bilden die Keratinozyten einen Zellrasen, der
mit einer Vaseline-getrankten Gaze auf die Wunde aufgebracht wird und eine einfache
Anwendung ermdglicht. Der Wirkungsmechanismus von zellbasierten Wundauflagen ,,xxixxxt

I und ,xxixxxt II* ist die Stimulation und Migration verbleibender Zellen an der Wundstelle,
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Freisetzung von  Wachstumsfaktoren und Forderung der frithen Bildung von

Granulationsgewebe.
Die zellbasierten Wundauflagen ,,xxixxxt [* und ,,xxixxxt II*:
- fordern eine rasche Reepithelisierung der Wundfléche
- sind leicht anzuwenden
- verkleben sich nicht mit der Wunde
- basieren auf Biomaterialien
- wirken schmerzlindernd und kénnen mehrere Tage auf der Wunde bleiben

- konnen in groBer Stiickzahl hergestellt, kryokonserviert und bei -80°C iiber mehrere

Monate gelagert werden.

Die zellbasierten Wundauflagen haben eine breite Anwendung, inbesondere bei oberflichichen
und tieferen Verbrennungen des zweiten Grades, sowie bei den Wunden, die nach der
Spalthautentnahme enstanden sind, wobei die Zeit bis zur Wundheilung an erster Stelle steht.Der
Unterschied zwischen der zellbasierten Wundauflage ,,xxixxxt [* und ,,xxixxxt II* besteht in der
Aufbereitung der Zellen. Das Priifprodukt ,,xxixxxt I ist nicht CE-Zertifiziert und somit nicht in
EU zugelassen, wihrend die Qualititskontrolle von Wundauflagen ,xxixxxt II*“ den EU

Standards entspricht.
EpiciteHydro®

EpiciteHydro® von der Firma ,,QRSKIN* ist eine hydroaktive Wundauflage aus Biomaterialien,
Zellulose und isotonischer Kochsalzlosung. Bestehend aus einem hohen Wassergehalt (mehr als
95 %) und einem pH-Wert von 7, ermoglicht sie ein feuchtes Milieu und bietet Schutz vor
massivem Feuchtigkeitsverlust. Das Produkt ist einzeln steril verpackt und eignet sich fiir die

Behandlung von Verbrennungswunden und Spalthautentnahmewunden.

Diese Wundauflage bietet folgende Eigenschaften:
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- Dbesteht aus reiner Zellulose

- biotechnologischer Produktionsprozess

- bildet eine feuchte Umgebung

- durchléssig fiir Wasserdampf, Luft und Fliissigkeit
- Absorption von Wundexsudat

- einfach anwendbar

- verklebt sich nicht mit der Wunde

garantiert eine schmerzlose Entfernung.

Die oben genannten FEigenschaften schiitzen vor Infektionen und fordern eine schnelle
Wundheilung mit reduzierter Narbenbildung. EpiciteHydro® hat eine CE-Kennzeichnung und ist

als Medizinprodukt in Europa zugelassen.
AQUACEL®EXTRA™

Es handelt sich um eine weiche, sterile, nicht gewebte Kompresse oder Tamponade aus
Natriumcarboxymethylzellulose und regenerierter Zellulosefaser als Verstirkung. Im Kontakt
mit Fliissigkeit bildet sich ein Gel. Diese Eigenschaften formen eine optimale Umgebung fiir die
Wundheilung und vermindern das Infektionsrisiko. AQUACEL®EXTRA™ ist fiir oberflichige
Wunden sowie fiir die tiefen Wunden in allen Wundheilungsphasen als primdre Wundauflage
geeignet und sie kann mit allen sekunddren Wundauflagen kombiniert werden. Entwickelt von
der Firma ,,ConvaTeclInc* bietet die Wundauflage ein optimales Wundmilleu und verldsslichen
Wundschutz, ist faltbar, mehrlagig anwendbar und reiffest. Sie hat auch eine hdhere
Aufnahmekapazitit und reduziert Bakterienwachstum. Durch die Gelbildung wirkt sie

schmerzlindernd und kann bis zu 7 Tage auf der Wunde bleiben.

Jelonet®
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Jelonet® von der Firma ,smith&nephew* ist eine sterile Paraffinwundauflage aus offen
gewebter Gaze, die als Verklebungsschutz zwischen Wunde und sekundidren Wundauflagen
dient. Diese Eingenschaften ermdglichen, dass das Wundexsudat problemlos in eine sekundére
Wundauflage abflieBen kann. Aus diesem Grund ist das Verbandwechseln nicht so schmerzhatft.
Jelonet® ist anwendbar bei Verbrennungen, bei Entnahme und Transplantationsstellen, Wunden

mit Hautverlust, Risswunden und Abschiirfungen.
Adaptic®

Adaptic® von der Firma ,,JJonson & Jonson Medical* ist ein nichthaftender, steriler und feuchter
Priméarverband, der aus einem Zellulose-Acetat-Netz besteht, das mit einer Vaseline-Emulsion
imprégniert ist. Laut Hersteller schafft Adaptic® die Voraussetzung fiir eine rasche und
ungestorte Wundheilung. Die Porengrofle von Adaptic® ermdglicht ein ungestortes Abflieen
von Wundexudat in den Sekundirverband, somit vermindert sich das Risiko von
Exsudatansammlung und Mazeration in der Wunde. Die oberflichenglatte Viskose-Faser von
Adaptic® ermoglicht die Reduktion von Verklebung mit der Wunde. Sie kann mehrere Tage auf
der Wunde bleiben und atraumatisch und schmerzlos entfernt werden. Diese Wundauflage 148t
sich einfach auf das notwendige Mal} schneiden, ohne auszufransen oder zu zerfasern. Adaptic®
kann fiir alle Wundarten verwendet werden, besonders fiir Verbrennungen 1. und 2. Grades, fiir
Spender- und Empfangerstellen bei Hauttransplantationen bzw. bei sezendierenden Wunden bei

denen ein Verkleben von Wundoberflache und Verbandmaterial verhindert werden soll.

Opsite®Flexifix

Opsite®Flexifix von der Firma ,smith&nephew* ist ein transparenter Wundverband aus
Polyurethan-Folie, die zur Fixierung von primdren Wundauflagen dient. Die Folie ist
wasserdicht, bildet eine Barriere gegen Bakterien und minimiert das Infektionsrisiko von auf3en.
Opsite®Flexifix ist auch atmungsaktiv aufgrund ihrer hohen Wasserdampfdurchléssigkeit.
Weitere Eigenschaften dieses Wundverbandes sind eine einfache und sichere Handhabung. Die
Wundkontrolle wird durch Transparenz des Folienverbandes ermdglicht und eine problemlose

und schmerzarme Entfernung wird von dem Hersteller garantiert.

Omnifix®elastic
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Omnifix®elastic ist von der Firma ,,PAUL HARTMANN® entwickelt worden und garantiert
eine sichere Verbandabdeckung und Verbandfixierung an allen runden und konischen
Korperteilen. Es handelt sich um eine klebende, vollfichige Verbandfixierung aus 100 %
Zellwollgewebe mit  Zinkoxid-Kautschuk-Kleber. ~ Aufgrund ihrer hautfreundlichen
Eigenschaften bietet Omnifix®elastic sowohl dem Patienten als auch dem Anwender eine
einfache, komfortable und problemlose Anwendung. Synthetischer Kautschuk-Kleber ermoglicht
eine sichere Haftung, und eine schmerzlose Entfernung ohne Riickstinde. Sie ist extrem luft- und
wasserdampfdurchldssig, absorbiert keine Rontgenstrahlen und kann auch strahlensterilisiert
werden. Omnifix®elastic kommt in unterschiedlichen GréBen auf den Markt und eine

aufgedruckte Messskala auf dem Abdeckpapier ermdglicht ein exaktes Abschneiden.

3.2 Tiermanagement: Anzahl, Art, Herkunft, Lebensabschnitte, Gewicht und Haltung der

Versuchtiere

Fiir die Durchfiihrung der Studie wurden 10 Hausschweine (Hybridschweine: Kreuzung aus den
Rassen Landrassen/Edelschwein) als Versuchstiere verwendet.Die Versuchstiere wurden aus
kontrollierter Zucht (LFBIS Nummer: 3201953, Zehenthofer, Wohldorf25, 8521
Wettmannsstitten, Osterreich) bestellt.Alle Tiere waren 3 bis 4 Monate alt, weiblich, nicht
kastriert,hatten ein Gewicht zwischen 35 und 45 kg (£ 3 kg) und waren mit Ohrmarkierung

gekennzeichnet.

Die Versuchstiere wurden in den Stallungen der Biomedizinischen Forschung der Medizinischen
Universitdt Graz, Roseggerweg 48, 8036 Graz unter Standardbedingungen (benachbarte
Einzelboxen von 2x 3m) mit 12 stiindigen hell-dunkel-Phasenund einer Raumtemperatur von
22°C £ 2°C und einer Luftfeuchtigkeit von 55 — 65 % untergebracht.Sie wurden einmal téglich
mit Schweinemastfutter G-22 gefiittert (Gsellmann Mischfuttererzeugung GmbH, Gnas,

Osterreich) und alle Tiere hatten ad libitum Zugang zu frischem Trinkwasser (Trinkenippel).

Durch  entsprechendes  Handling des  Tierpflegepersonals wurde  wéhrend der
Eingew6hnungsphase (7 bis10 Tage) versucht, den Stress der Tiere so weit wie moglich zu
reduzieren und die Schweine an den Umgang mit den Menschen zu gewdhnen, um
sicherzustellen, dass der moglich empfundene Stress durch oftmalige Beriihrungen und

addquates Handling wihrend der Experimente reduziert ist.
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3.3 Einsatz von Anésthesieund Analgesie

Am Versuchsstart bzw. Tag 0 wurde bei den Tieren mit einer mobilen Einzell-Tierwaage das
préizise Tiergewicht ermittelt um die exakte Medikamentdosierung festzustellen. Die Operation
wurde mit folgender Sedierung eingeleitet: eine Kombination aus Midazolam (I1mg/kg KG i.m.,
Dormicum®,Roche Austria GmbH, Wien Osterreich), Azaperon (2mg/kg KG i.m., Stresnil®,
Elanco, Sanochemia Pharmazeutika AG, Neufeld, Osterreich) und Ketamin (15mg/kg KG
1.m.,Ketasol®, aniMedica GmbH, Senden-Bosensell, Deutschland).

Bei ausreichender Sedierung wurde nach entsprechender Hautdesinfektion ein vendser Zugang
(IV-Katheter Vasofix®Safety 1,10 x 33 mm G 20 rosa,B/Braun Austria GmbH, Osterreich) am
OP-Tisch in eine Ohrvene gelegt und das Tier wurde mit 100% Sauerstoff fir 5 min
priaoxygeniert. Die Einleitung der Narkose erfolgte mit Propofol (2-5 mg/kg KG i.v., Propofol®,

Fresenius Kabi Austria GmbH, Graz, Osterreich).

Die Intubation erfolgte mit Spiraltubus (Oral/Nasaler Trachealtubus mit Manschette 8,0 —
9,0mm COVIDIEN®IIc, Mansfield, USA) und die Tiere wurden mit Sevofluran (1,5
Volumenprozent, SEVOrane®, AbbVie GmbH, Wien, Osterreich) maschinell beatmet. Wihrend
der OP lag das Schwein in Brust-Bauch-Lage, die die Ventilation -erleichterte. Als
Dauertropfinfusion bekamen die Tiere widhrend der ganzen Operation Fentanyl (30pg/kg/h,
Fentanyl-hameln®, Hamelnpharma plus GmbH, Hameln Deutschland), sowie eine
Elektrolytlosung (10ml/kg/h i.v., ELO-MEL Isoton, Fresenius Kabi Austria GmbH., Graz,
Osterreich) infundiert.Die Austrocknung der Konjunktiven wihrend der Narkose wurde
verhindert, indem die Tiere eine Augenschutzcreme (Oleovit® mit Vitamin A, Fresenius Kabi
Austria GmbH, Graz, Osterreich) erhielten. Das perioperative Monitoring besteht aus einer
Pulsoxymetrie am Schwanz zur Uberwachung der Sauerstoffsittigung und der Pulsfrequenz,
Kapnographie und Uberwachung der inneren Korpertemperatur durch intranasale Sonde

(Ausriistung: SanitasAespire® mit S-5 Monitor, Sanitas Ges.m.b.H. Wels, Osterreich).
3.4 Operationstechnik

Nach ensprechender Anidsthesie wurde der gesamte obere Riicken mit einer Schermaschine
(Aesculap Favorita 11 von B/Braun, Austria GmbH, Osterreich) rasiert. Danach wurden

paravertebral 10 (Versuchstier I und II) bzw.12 (Versuchstier III bis X) quadratische Felder mit
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einem Abstand von 4 cm, davon 6 Felder auf dem rechten und 6 Felder auf dem linken
Schweineriicken a 3 cm Seitenldnge (9 cm? pro Feld) mit einer Schablone und Hautmarker
(edding®8020,Vetriecb GmbH Wunstorf, Deutschland) angezeichnet (siche Abb. 5). Die genaue
Lage der Wundeinsetzung ist am Schweineriicken dorsal, 3 cm paramedian von den Processus

spinosi, und kranial von Hoéhe des Schulterblattes in kaudale Richtung bis zu den

Darmbeinhdckern.
- - a
v , '
| | 1
> J | | |

Abb. 5 Die Lage der Wundeinsetzung

Das bereits gereinigte und rasierte Operationsfeld wurde mittels sterilen Kompressen und

Desinfektionsmittel (Octenisept®, Schuelke + Mayr GmbH, Wien, Osterreich) desinfiziert.

Die Spalthautentnahme erfolgte auf beiden Seiten an angezeichneten Feldern mittels Dermatom
(Humeca D42, ,,Humeca®, Borne, Niederlande), welches ein prizises Schneiden der Haut auf die

gleiche Hautdicke ermoglicht (siehe Abb. 6).
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Abb. 6 Die Spalthautentnahme

Dadurchenstehen gleichméBige, glatte Wunden. Die Schidigung umfasst die Epidermis und
Teile der Dermis bis zum Stratum papillare der Dermis (siche Abb. 7).

Abb. 7 Spalthantwunde

Die Hiamostase der Wunde wurde mittels sterilen, feuchten Kompressen erreicht.

Versuchstier I und II dienten zur Etablierung der Wundtiefe, die eine entprechende Beurteilung

des Wundheilungsprozesses ermdglichen. Aufgrund dessen wurden die 3 Wundtiefen von 0,3
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mm (300um) bzw. 0,5 mm (500 um)und 1,2 mm (1200 pm) exploriert und makroskopisch
beurteilt.

Die Spalthautwunden wurden mit den verschiedenen Wundauflagen (primire und sekundére
Wundauflagen), behandelt. Die Wundauflagen wurden auf die passende GroBe 3,5x3,5 cm
zugeschnitten und auf die Wunde angepasst. Nach Abschluss wurde die sterile Mullkompresse
10x10 cm (Lohmann&Rauscher GmbH., Wien, Osterreich) auf die Wunde bzw. Wundauflage
aufgebracht und mit dem Hautklammergerdt (Weck Visitat® 35W, Teleflex®, Westmeath,
Ireland) fixiert. Zusaztlich  wurde die gesamte Operationsfliche mittels
Standardiiberkniipfverband (Dog & Cat- Body Basic, Groe L von VetMedCare, Koblach,
Austria) vor Verschmutzung und mechanischen Stérungen geschutzt. Die genaue

Verbandanordnung wird im Kapitel 3.4 beschrieben.

Nach der Operation wurden die Tiere in warme, gepolsterte und trockene, ca. 3x3 m grofle
Einzelboxen gelegt, um zu verhindern, dass das aufwachende Tier von den anderen Schweinen

im Bestand gestort oder attackiert wird. Die Versuchstiere wurden taglich visitiert.

Die Tiere wurden postoperativ mittels transdermalem Opiat-Pflaster (Fentanyl 50 pg/h, Gebro
Pharma im Nackenbereich, hinter dem Ohr, Wechsel nach 48 Stunden) und Benzylpenicillinum
procainum-Dihydrostreptomycinum (1ml/10 kg KG fiir 6 Tage i.m., Pen-Strep 20/20 ad us.vet.,
MSD AnimalHealthGmbh, Luzern, Schweiz) analgetisch und antibiotisch abgedeckt. An den

postoperativen Tagen 2, 3 und 4 erfolgte die Kontrolle der duBleren Verbénde.

Am Versuchsende (Tag 5) wurde die Euthanasie in tiefer Narkose durch eine Uberdosis
Kaliumchlorid-Losung (1 M-Kaliumchlorid-Lsg., Fresenius Kabi Austria GmbH., Graz,
Osterreich) durchgefiihrt. Danach erfolgte die Abnahme der Uberkniipfverbinde und
Wundauflagen und die Entnahme der Hautprédparate fiir die histologische Untersuchung. Die
Wunden wurden mittels epifaszialer Exzision mit einem Abstand von 1 cm von dem Wundrand
entnommen. Die kraniale Seite des entnommenen Wundfeldes wurde mittels Biopsiestanze 4
mm(pf medical ag, Kéln, Germany) markiert. Die entnommenen Hautprdparate wurden in den
Einbettkassetten (Super-mega-Einbettkassetten, Malle 7,4x5,2x1,8 c¢cm, Resolab® GmbH, Bad
Oeynhausen, Deutschland) eingelegt und in der 4% Formaldehyd-Losung (Formaldehyd-Losung
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4 % gepuffert, Donauchem GmbH, Wien, Osterreich) konserviert. Danach wurden die

konservierten Hautpréparate einer externen Firma zur histologischen Untersuchung geschickt.

Die Kontrolle der Wirksamkeit der Wundauflagen wurde im Bezug der Epithelisierung
histologisch durch einen externen Histopathologen verblindet beurteilt. Dazu wurden
standardisiert mehrere Schnitte der fixierten Préparate durchgefiihrt. AnschlieBend wurden diese
durch den Histopathologen analysiert und ausgewertet. Hierbei wurde der Mittelwert aller
untersuchten Areale einer Wunde fiir die Beurteilung der Wundheilung in % Reepithelisierung

herangezogen.
3.5 Anordnung der Wundauflagen

Die 12 Wundfelder (Versuchstier III bis X) wurden in jeweils 4 Behandlungsgruppen unterteilt.
Ausnahmen warenTiere VI und X, bei denen 12 Wundfelder in 3 Behandlungsgruppen unterteilt
wurden. Die Kombinationen aus primdren und sekundidren Wundauflagen wurden (siche Tab.1
primdre und sekundire Wundauflagen) randomisiert auf die Wundfelder aufgelegt. Die
Randomisierung erfolgt im Microsoft® Excel 2016 (Microsoft Deutschland GmbH, Miinchen,

Deutschland) mittels Zufallsgenerator.

Tab.1: Die verwendeten Wundauflagen

primire Wundauflagen

sekundire Wundauflagen

Zellbasierte Wundauflage ,,xxixxxt [

Jelonet® (smith&nephew GmbH,
Hamburg, Deutschland)

Zellbasierte Wundauflage ,xxixxxt [“ ohne

Keratinozyten

AQUACEL®EXTRA™(ConvaTec
Austria GmbH, Wien, Osterreich)

EpiciteHydro® (QRSKIN Gmbh, Wiirzburg,
Deutschland)

Adaptic® (Jonson & Jonson

Medical, Gargrave, England)

Zellbasierte Wundauflage ,,xxixxxt 1%

Opsite®Flexifix
GmbH., Hamburg, Deutschland)

(smith&nephew

Placebo (Zellbasierte Wundauflage ,,xxixxxt I

ohne Zellen in trockener Form)

Omnifix®elastic (Paul Hartmann
Ges.m.b.H., Wiener Neudorf,

Osterreich




33

Vliwasoft® Gauze

GmbH.,

Cotton
(Lohmann&Rauscher

Wien, Osterreich)

Fiir die Behandlung von Versuchstierenwurden die in Tabelle 2 gezeigten Kombinationen von

primdrenundsekundiren Wundauflagen benutzt.

Tab. 2: Anordnung der Wundauflage

Tier primiren Wundauflagen sekundiren Wundauflagen
3 | EpiciteHydro® Vliwasoft® Cotton Gaze
Tier II1 3 | EpiciteHydro® AQUACEL®EXTRA™
3 | EpiciteHydro® Jelonet®
3 | EpiciteHydro® Opsite®Flexifix
3|, xxixxxt I Jelonet®
Tier IV 3 | ,xxixxxt I* ohne Keratinozyten | Jelonet®
3 | EpiciteHydro® Jelonet®
3|, xxixxxt [ EpiciteHydro®
3 | EpiciteHydro® Jelonet®
Tier V 3|, xxixxxt [ EpiciteHydro®
3|, xxixxxt [ Jelonet®
3 |, xxixxxt [* ohne Keratinozyten | Jelonet®
4 | xxixxxt [ Vliwasoft® Cotton Gaze
Tier VI 4 | xxixxxt [T ,Xxixxxt [ ohne Keratinozyten
4 | Placebo ,Xxixxxt [ ohne Keratinozyten
3 | EpiciteHydro® Adaptic®
Tier
VII 3 | EpiciteHydro® Omnifix®elastic
3|, xxixxxt [ Vliwasoft® Cotton Gaze
3 |, xxixxxt [ ohne Keratinozyten | Vliwasoft® Cotton Gaze
2 | EpiciteHydro® Adaptic®
Tier
VIII 2 | EpiciteHydro® Omnifix®elastic
4 |, xxixxxt I Vliwasoft® Cotton Gaze
4 | ,xxixxxt I ohne Keratinozyten | Vliwasoft® Cotton Gaze
3 | EpiciteHydro® Adaptic®
Tier IX 3|, xxixxxt I Vliwasoft® Cotton Gaze
3

,Xxixxxt [ ohne Keratinozyten

Vliwasoft® Cotton Gaze
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3 | EpiciteHydro® Omnifix®elastic
2 | EpiciteHydro® Adaptic®

Tier X 8 | EpiciteHydro® Vliwasoft® Cotton Gaze
2 | EpiciteHydro® Omnifix®elastic

Legende: n= Anzahl der behandelten Wundfelder
3.6 Statistische Auswertung

Die gewonennen Daten wurden mittels deskriptiver Statistik beschrieben, mit Microsoft® Excel
2016 (Microsoft Deutschland GmbH, Miinchen, Deutschland) gesammelt und grafisch mittels
Kastengrafikdiagramme in Excel dargestellt. Die statistische Auswertung wurde mittels der
Programmiersprache Pyhton durchgefiihrt und als statistische Einheit wurde die Prozentzahl der
Reepithelisierung der Wunde genommen. Es lag keine Normalverteilung der Daten vor. Der
Gruppenvergleich wurde mittels Kruskal-Wallis-Test und einer Bonferroni Korrektur fiir den p-
Wertausgewertet. Als statistisch signifikant wurde fiir die Analyse ein Signifikantniveau von 1%
(p<0,01) festgelegt.Die numerischen Daten wurden durch die Mittelwerte, Standartabweichung,
Minimum, Maximum und Standardfehler des Mittelwerts fiir die Behandlungsgruppen und pro

Tier berechnet und tabellarisch dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Ablauf des Tierversuchs

Auf dem Riicken von 10 Schweinen wurden insgesamt 116 Spalthautwunden, Grofle 9 cm?
operativ, wie im Kapitel 3.4 (Material und Methode) beschrieben, mittels Dermatom gesetzt. Die
Tiere zeigten wéhrend der Behandlung keine Komplikationen oder Anzeichen von Krankheiten
und die Wunden zeigten keine Eiterbildung oder Anzeichen von Infektionen. Anisthesie,

Operation und postoperative Phase sind komplikationslos verlaufen.
4.2 Tiermodell

Die ersten 2 Schweine dienten der Etablierung der Wundtiefe zur Simulation oberfldchiger
Wundlédsionen und tiefer Verbrennungswunden des Grades II. Die Erfahrung aus fritheren
Experimenten zeigte, dass die Haut des Schweins wesentlich dicker ist als die Haut des
Menschen. Deshalb wurden drei verschiedene Wundtiefen, nimlich 0,3 mm (300pm), 0,5 mm
(500 pm) und 1,2 mm (1200 pm) exploriert und makroskopisch beurteilt. Die Wundtiefe von 0,3
mm (300um) bzw. 0,5 mm (500 um) zeigte sich als sehr gering, bei diesen Wundtiefen lauft die
Wundheilung sehr schnell ab und das erschwert eine entsprechende Beurteilung der
Wundheilung. Die Wundtiefe von 1,2 mm (1200 pm) zeigte verléBlich tiefdermale Lasionen, die

eine entsprechende Beurteilung der Wundheilungsprozesse ermoglichen.
4.3 Wundheilung

An 8 Schweinen wurden insgesamt 96 Spalthautwunden, Gréf3e 9 cm? mit einer Wundtiefe von
1,2 mm (1200um) mit verschiedener Kombinationen von primdren und sekundiren

Wundauflagen behandelt (insgesamt 13 verschiedene Kombinationen).

In der Ergebnisbewertung wurde die Reepithelisierung (in %) evaluiert. Dies wurde durch einen
externen Histopathologen anhand mehrerer histologischen Schnitte standardisiert und verblindet
durchgefiihrt. Die resultierende Prozentzahl spiegelt den Mittelwert aller evaluierten Bereiche
einer Wunde wider. In Abbildung 8 ist die Wirksamkeit aller Kombinationen von priméren und
sekunddren Wundauflagen in Bezug auf die Prozente der Reepithelisierung der Wundfelder in

Form der Kastengrafik dargestellt.
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Wirksamkeit verschiedenen Wundauflagekombinationen

100,00%
M EpiciteHydro® & Adaptic®
B0,00%
- M EpiciteHydro® & Cotton gauze
[ ]
BO0,00%
’ [ EpiciteHydro® & lelonet®
70,00% 1 M EpiciteHydro® & Omnifix®elastic
:éﬂ ) [l EpiciteHydro® & Opsite®Flexifix
&0,00%
- N m oot 1 & Viwasoft® Cotton
'.ﬁ Gaze
= 50,00%
B= X0 piciteHydro
& W ,soxiooct 1 & EpiciteHydro®
0 N
pd  40.00% . W oot 1 & Jelonet®
=
u Lot 1Y ohne Zellen &
30,005 Viiwasoft® Cotton Gaze
4 M oivocet 1* ohne Zellen & Jelonet®
20,00%
M placebo & it 1 ohne Zellen
10,00%: ﬁ 1 B oot 11 & exiesxt 1 ohne
J_ l Zellen
= EpiciteHydro® &
0,00% AQUACEL=EXTRA™

Abb. 8 Prozentsitze derReepithelisierung von verschiedenen Wundauflagekombinationen

Es lieB sich in dem oben angefiihrten Boxplot die Tendenz erkennen, dass bei den Wunden, die
mit Kombinationen mit zellbasierten Wundauflagen ,xxixxxt [“ behandelt wurden, eine
potentiell raschere Reepitelisierung stattfand, mit Ausnahme der Kombinationen mit
zellbasierten =~ Wundauflagen ,xxixxxt II“. Des Weiteren fillt auf, dass die
Wundauflagekombinationen ,xxixxxt [ ohne Zellen mit Standard-Wundauflagen auch einen
erhohten Reepithelisierungsgrad (,,xxixxxt [ ohne Zellen & Jelonet n= 10, mit einem Mittelwert
von 65,7 % + 27,32 %) zeigten. Fiir die Wunden, die mittels zellbasierter Wundauflage ,,xxixxxt
I & Cotton Gauze behandelt wurden (n= 12 mit einem Mittelwert von 61,30 % + 26,69 %)

konnte im Vergleich mit epicite & Omnifix, die eine Standard Kombination fiir die Behandlung
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von Verbrennungswunden ist (n= 12, Mittelwert von 61,30 % + 26,69 %),ein signifikanter
Unterschiede (p= 0,01) ermittelt werden. Dies traf auch fiir die Wunden zu, die mit der
Wundauflagekombination epicite & Adaptic (n= 12, Mittelwert von 26,84 % + 16,95 %), die
auch eine Standard Kombination fiir die Behandlung von Wunden mit verzogerter Wundheilung
ist, behandelt wurden. Im Vergleich mit der zellbasierten Wundauflagenkombination ,xxixxxt I
& Cotton Gauze zeigte sich hier einen signifikanten Unterschied (p=0,009). DerVergleich der
restlichen Wundauflagenkombinationen ergabkeine signifikanten Unterschiede. Die Werte aller

Wundauflagekombinationen wurden auch tabellarisch dargestellt (Tabelle 3).

Tab. 3: Darstellung der Ergebnisse pro Wundauflagekombination

Wundauflagekombination | n Mittelwert SD min 25% 50% 75% | max
11,6666666

epicite & Opsite 3 7| 2,88675135 10 10 10 12,5 15
25,1827272

epicite & Cotton gauze 11 7 13,401262 5 15,87 | 23,13 31,07 55

epicite & Adapatic 20 25,537 | 19,7441832 5,67 12 18,04 33,938 85

epicite & Omnifix 20 26,849 | 16,9563275 0,5 14 | 28,28 37,658 70

Xxixxxt 11“&,,xxixxxt 1“ ohne

Zellen 4 33,5 | 7,85281266 25 28 33,5 39 42
37,9666666

epicite & Jelonet 15 7| 23,1689961 0,5 24 35 44,5 82

epicite & Augacel 3 40 | 13,2287566 30 32,5 35 45 55

,Xxixxxt 1“ ohne Zellen& 79,3

Cotton gauze 10 40,605 | 25,4178901 8,57 | 18,39 | 39,645 58,753 3

placebo &, xxixxxt 1“ ohne

Zellen 4 42 | 13,4907376 24 | 36,75 44 49,25 56

43,78 94,2

HXxixxxt 1“& Cotton gauze 24 61,305 | 26,6932955 10 3| 71,185 80,5 3

HXxixxxt 1“ ohne Zellen&

Jelonet 10 65,7 | 27,3254054 24 | 52,25 65,5 91 98
70,4545454

HXXixxxt 1“& Jelonet 11 51 21,5655449 25 56,5 74 88,5 92
71,0909090

HXXixxxt 1“& epicite 11 9| 14,6523346 40 67 76 81 87

4.4 Ergebnisse derverwendetenWundauflagen pro Einzeltier

Die Ergebnisse der verwendeten Kombinationen von Wundauflagen (n = Haufigkeit der
verwendeten Kombinationen) pro Einzeltier wurden deskriptiv ausgewertet und durch Angabe

des Mittelwertes + Standardabweichung (mean + SD) dargestellt. BeiVersuchstier I wurden 4
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Wundauflagenkombinationen benutzt: epicite&Auqacel (n = 3) mit einem Mittelwert von 40 +
13,22 %, epicite& Cotton Gauze (n = 3) mit einem Mittelwert von 40 + 13,22 %;
epicite&Jelonet (n = 3) mit einem Mittelwert von 23,33 % + 12,58 % und epicite&Opsite (n = 3)
mit einem Mittelwert von 11,66 % + 2,88 % (siche Abb 9.).

Tier ll
100,00%
90,00% | EpiciteHydro® &
80,00% AQUACEL=EXTRA™
70,00%
60,00% M EpiciteHydro® & Cotton gauze
50,00%
40,00% [ EpiciteHydro® & lelonet®
30,00%
20,00% i ) ¥
10.00% =%F= M EpiciteHydro® & Opsite®Flexifix
0,00%

Abb. 9 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier 111

Bei Versuchstier [V wurden 4 Wundauflagenkombinationen benutzt: epicite&Jelonet (n = 3) mit
einem Mittelwert von 46 % + 25,05 %; ,,xxixxxt [“&epicite (n = 3) mit einem Mittelwert von
75,66 % = 10,40 %,; ,,xxixxxt I &Jelonet n = 3 mit einem Mittelwert von 53 % =+ 20,44 % und
»Xxxixxxt I ohne Zellen &Jelonet n = 3 mit einem Mittelwert von 61,33 % =+ 7,63 % (siche Abb.
10).

Tier IV

100,00%

90,00%
£0,00%
70.00% EpiciteHydro® & Jelonet®
60,00% k B oot 1° & EpiciteHydro®
50,00%

40.00% B oot 14 & lelonet®

30,00% = B it 1 ohne Zellen & Jelonet®
20,00%

10,00%
0,00%

Abb. 10 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier IV
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Bei Versuchstier V wurden die gleichen Wundauflagekombinationen wie beim Versuchstier [V
benutzt: epicite&Jelonet (n = 3) mit einem Mittelwert von 40,16 % + 25,15 %; ,xxixxxt
[“&epicite (n = 3) mit einem Mittelwert von 69,37 % =+ 16,22 %; ,xxixxxt [ &Jelonet (n = 3)
mit einem Mittelwert von 80,42 % + 15,71 % und ,,xxixxxt [ ohne Zellen &Jelonet (n = 3) mit
einem Mittelwert von 67,57 % + 32,96 % (siche Abb. 11).

TierV
100,00%
90,00%
B0,00% EpiciteHydro® & Jelonet®
70,00%
60,00% B oot 1 & EpiciteHydno®
50,00%
40, 00% B oot 14 & Jelonet®
30,00% .
20,00% |- 3 g o000 I ohne Zellen &
10,00% — — Jelonet®
0,00%

Abb. 11 Prozentder Reepithelisierung in Versuchstier V

Bei Versuchstier VI wurden 3 Wundauflagekombinationen mit folgenden Ergebnissen benutzt:
Hxxixxxt [“& Cotton Gauze (n = 4) mit einem Mittelwert von 63,75 % + 21,10 %, ,xxixxxt [I &
»xxixxxt [ ohne Zellen (n = 4) mit einem Mittelwert von 33,5 % =+ 7,85 % und placebo&

»xxixxxt [ ohne Zellen (n = 4) mit einem Mittelwert von 42 % = 13,49 % (siche Abb. 12).

Tier VI

100,00%
o0,00%
80,00% xioodt 1% & Viiwasoft® Cotton
70,005 Gaze
60,00%

50,005 m Lot 117 & oot 1 ohne
40,005 Zellen

30,005 B placebo & odixot 1* ohne
20,005 Zellen

10,00%
0,00%

Abb. 12 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier VI
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Bei Versuchstier VII wurden 4 Wundauflagekombinationen mit folgenden Ergebnissen benutzt:
epicite&Adaptic (n = 3) mit einem Mittelwert von 25,11 % =+ 21,77 %,; epicite&Omnifix (n = 3)
mit einem Mittelwert von 27,60 % £ 14,95 %; ,xxixxxt [“& Cotton Gauze (n = 3) mit einem
Mittelwert von 77,45 % + 11,54 % und ,xxixxxt [ ohne Zellen & Cotton Gauze (n = 3) mit
einem Mittelwert von 72,25 % +8,47 % (siche Abb. 13).

Tier VI

100,00%
a0,00% z 8 B Epici )
20,00% piciteHydro® & Adaptic®
L EpiciteHydro® &
il ' u Omnifix®elastc
50,00%
40,00% Hrxioot 1 & Viwasofit® Cotton
30,00% Gaze
20,00% |- B ,,x_xi)ixxt I* ohne Zellen &
10,00% e — — 4 Viiwasoft® Cotton Gaze

0,00% *

Abb.13 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier VIII

Bei Versuchstier VIII wurden 4 Wundauflagekombinationen wie bei Versuchstier VII mit
folgenden Ergebnissen verwendet: epicite&Adaptic (n = 2) mit einem Mittelwert von 13,93 % =+
3,53 %; epicite&Omnifix (n = 2) mit einem Mittelwert von 20,36 % + 8,58 %, ,xxixxxt [“&
Cotton Gauze (n = 4) mit einem Mittelwert von 15,17 % + 4,33 % und ,,xxixxxt I ohne Zellen

& Cotton Gauze (n = 4) mit einem Mittelwert von 15,89+5,60 (siche Abb. 14).

Tier VIII
100,00%
a0,00%
80,00% I EpiciteHydro® & Adaptic®
70,00%
60,005% M EpiciteHydro® & Omnifix2elastic
50,00%
40,00% oot |1 & Viiwasoft® Cotton
Gaze
30,00% i ;
2000% —— L. B vescne Cotion Gate
10,00% ! i

0,00%
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Abb. 14 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier VIII

Bei Versuchstier IX wurden die gleichen 4 Wundauflagekombinationen wie bei Versuchstier VII
und VIII mit folgenden Ergebnissen verwendet: epicite&Adaptic (n = 3) mit einem Mittelwert
von 34,58 % £23,19 %; ,xxixxxt [“& Cotton Gauze (n = 3) mit einem Mittelwert von 49,58 % =+
23,01 %; ,xxixxxt [ ohne Zellen & Cotton Gauze (n = 3) mit einem Mittelwert von 41,90 % =+
7,83 % und epicite&Omnifix (n = 3) mit einem Mittelwert von 38,18 % + 29,03 % (siche Abb.
15).

Tier IX

100,00%

00,005%

e B EpiciteHydro® & Adaptic®

70,005 . .

60,00% B LHinoo 17 & Viwasoft® Cotton
Gaze

o i I* ohne Zellen &
Lot 1 ohne Zellen

g 00% Viiwasoft® Cotton Gaze

=iy B EpiciteHydro® &

20,00% Omnifix®elastic

10,005 mil—

0,00%

Abb. 15 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier IX

Bei Versuchstier X wurden 3 Wundauflagekombinationen mit folgenden Ergebnissen verwendet:
epicite&Adaptic (n = 2) mit einem Mittelwert von 26,32 % + 10,50 %); epicite& Cotton Gauze (n
= 8) mit einem Mittelwert von 19,62 % =+8,78 % und epicite&Omnifix (n = 2) mit einem

Mittelwert von 11,42 % =+ 8,08 % (sieche Abb. 16).
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Tier X

==

Abb. 16 Prozent der Reepithelisierung in Versuchstier X

Tab. 4: Darstellung der Ergebnisse pro Tier

M EpiciteHydro® & Adaptic®

M EpiciteHydro® & Cotton gauze

[ EpiciteHydro® & Omnifix®elastic

Wundauflagekombinationen | Tier Mittelwert | SD min 25% 50% 75% | max
epicite & Augacel 3 3 40 | 13,22875656 30 32,5 35 45 55
epicite & Cotton gauze 3 3 40 13,22875656 30 32,5 35 45 55
epicite & Jelonet 3| 3] 23,3333333|12,58305739 10 17,5 25 30 35
epicite & Opsite 3| 3] 11,6666667 |2,886751346 10 10 10 12,5 15
epicite & Jelonet 4| 3 46| 25,05992817 22 33 44 58 72
Xxixxxt 1“ & Jelonet 4 3 53| 20,4450483 25 47,5 56,5 62 74
HXxixxxt 1“ & epicite 4| 3| 75,6666667 10,40833 64 71,5 79 81,5 84
SXXixxxt 1“ ohne Zellen &

Jelonet 4| 3|61,3333333|7,637626158 53 58 63 65,5 68
epicite & Jelonet 5| 3] 40,1666667 | 25,15700698 0,5 24 37 45 82
Hxxixxxt 1“ & Jelonet 5| 3| 80,4285714|15,71471861 49 76,5 87 91 92
HXXixXxxt 1 & epicite 5| 3 69,375 | 16,22993266 40 65 74 78,5 87
LXxixxxt 1“ ohne Zellen &

Jelonet 5| 3|67,5714286|32,96896087 24 39,5 79 96,5 98
SXXixxxt 11 &, xxixxxt |“ ohne

Zellen 33,5| 7,85281266 25 28 33,5 39 42
HXXixxxt 1“ & Cotton gauze 63,75 |21,10884491 38| 50,75 67,5 80,5 82
placebo & ,xxixxxt |“ ohne

Zellen 6 4 42 | 13,49073756 24| 36,75 44 | 49,25 56
epicite & Adapatic 7| 3| 25,1146154 |21,77416727 | 5,67 9,09 | 17,19 34,5 85
epicite & Omnifix 7| 3| 27,6038462 |14,95879092 0,5 23,7 35| 38,13 45
HXXixxxt 1“ & Cotton gauze 7| 3| 77,4507692|11,54531829 | 58,57 | 68,08 77 88(94,23
SXXixxxt 1“ ohne Zellen &

Cotton gauze 3| 72,2566667 | 8,477242083 | 62,86 | 68,72 | 74,58 76,955 79,33
epicite & Adapatic 8 13,93 |3,535533906 | 11,43 | 12,68 | 13,93| 15,18 16,43
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epicite & Omnifix 8 20,36 | 8,584276324 | 14,29 | 17,325 | 20,36 23,395 | 26,43
»Xxixxxt 1“ & Cotton gauze 8| 4 15,1775 | 4,339680288 10| 12,678 | 15,355 | 17,855 20
SXXixxxt 1“ ohne Zellen &

Cotton gauze 8| 4 15,89 | 5,604753935 | 8,57| 13,925 16,425| 18,39 22,14
epicite & Adapatic 9| 3] 34,5833333| 23,1952761| 12,5 22,5 32,5| 45,625 | 58,75
epicite & Omnifix 9| 3] 38,1866667 |29,03082213 | 13,13 | 22,28 | 31,43|50,715 70
HXXixxxt 1“ & Cotton gauze 9| 3] 49,583333323,01575402 | 28,75| 37,23 | 45,71 60| 74,29
LXxixxxt 1“ ohne Zellen &

Cotton gauze 9| 3| 41,9066667 |7,834643153 | 32,86 | 39,645 | 46,43 | 46,43 |46,43
epicite & Adapatic 10| 2 26,32 |10,50760677 | 18,89 | 22,605 | 26,32 | 30,035 | 33,75
epicite & Cotton gauze 10 8 19,62625 | 8,785442403 5115,473 | 18,055 | 24,848 | 32,14
epicite & Omnifix 10| 2 11,425 | 8,082230509 | 5,71 8,5675| 11,425 | 14,283 |17,14
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5 Diskussion
5.1 Das Tiermodell

Ein wichtiger Aspekt bei der Auswahl eines Tiermodells fiir eineWundheilungsstudie ist, ob das
Modell zur Analyse der akuten und chronischen Wundheilung die humane Haut widerspiegeln
kann (Middelkoop et al. 2004). Zur Analyse der Wundheilung bei Spalt-und Vollhautwunden hat
sich das Schwein als zuverldssiges Tiermodell sehr gut etabliert (Swindle und Smith 2016).
Aufgrund der anatomischen, physiologischen und biochemischen Ahnlichkeit der Schweinehaut
mit der menschlichen Haut und auch dadurch, dass sie vorwiegend durch Reepithelisierung heilt,
wurde das Schwein als Versuchstier fiir diese Studie verwendet. Einige in vitro Modelle wurden
zwar beschrieben, jedoch wurde die vorliegende Studie in vivo durchgefiihrt. Grund dafiir sind
fehlende BlutgefiBe und Immunzellen im In vitro-Modell, welche jedoch im

Wundheilungsprozess eine wichtige Rolle spielen.

Das Ziel dieser Studie war die Etablierung eines Tiermodells zur Analyse der Wundheilung bei
oberflachlichen Lisionen, die unter rascher Reepithelisierung heilen. Diese Lésionen sind
dhnlich den Verbrennungswunden des Grades II. Es gibt in der Literatur keine standardisierten
Protokolle, um solche simulierten Wunden zu erzeugen. Die Unterschiede zur spontanen
Wundheilung sind (in diesem Fall) sehr gering. Um zu vermeiden, dass die Anwendung von den
zu untersuchenden Wundauflagen zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt, war es notwendig,
tiefere Lésionen zu generieren, die zu verzogerter Wundheilung flihren. Die Unterschiede
zwischen den Wundauflagen im Bezug auf die Beschleunigung der Wundheilung konnten somit
klarer aufgezeigt werden. Die Lokalisation der Wunden am Schweineriicken 3 cm von der
Medianen entfernt, ermoglicht eine einfache Behandlung und Abdeckung mit den zu
untersuchenden Wundauflagen. Die Schweine mit einem Gewicht zwischen 35 und 45 kg, die in
dieser Studie verwendet wurden, ermdglichten eine leichtere Verteilung der Wunden und
Handhabung der Tiere. Die Wunden wurden als 10 bzw. 12 quadratische Felder mit einem
Abstand von 4 cm und einer Grofle von 9 cm? gesetzt. Diese Wundgrofle ermdglicht eine
entsprechende Probengewinnung und Beurteilung der Wundheilung. Der Abstand der Wunden

von 4 cm minimiert eine eventuelle Ubertragung von Infektionen und erméglicht eine bessere
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Abdeckung der Wunden mit einem sicheren Abstand der Wundauflagen voneinander. Dadurch

konnen mit einer minimalen Anzahl von Tieren viele Daten gewonnen werden.

Fiir die Setzung der Wunden wurde ein humanes Dermatom verwendet, welches immer vom
selben Operateur mit immer dem gleich ausgetlibten Druck angewandt wurde. Diese Tatsache ist
von Bedeutung, da durch unterschiedlichen Druck auf das Dermatom unterschiedliche
Wundtiefen gewonnen werden. Die Variationen der Wundtiefe wurden somit vermindert. Die
Wundtiefe von 1,2 mm (1200 pm) zeigte sich als sicher, um tiefdermale Lisionen zu erzeugen,
die zu einer verzdgerten Wundheilung fiihrten. Somit wurde eine entsprechende Beurteilung der

Wundheilung erméglicht.

Obwohl sich das Schwein als Tiermodell in der Wundheilung gut etabliert hat, verbleiben
Unterschiede zwischen Mensch und Tier. Daher sollte immer eine sorgféltige Priifung der
Ergebnisse erfolgen, bevor man mit der Interpretation in Richtung Anwendung beim Menschen

beginnen kann (Middelkoop et al. 2004).

Die Verwendung vom Schwein als Tiermodell war nur auf junge und gesunde Tiere, die von
Natur aus keine altersbedingten Wundheilungsstérungen zeigen, begrenzt. Die Alterungseffekte
spielen eine wichtige Rolle beim Menschen, da dltere Menschen hdufig an systematischen
Erkrankungen leiden, die einen groBen Einfluss auf Wundheilungsstéorungen und
Wundinfektionen haben. Ein weiterer Unterschied zwischen dem Schweinemodell und dem
Menschen ist der Ort der gesetzten Wunden. Der einzige Ort, wo es moglich ist, die Wunde
zusetzen, ist bei Schweinen dorsal und dorsolateral am Riicken. Im Gegensatz dazu entstehen
solche Wunden bei Menschen meistens an den unteren Extremititen (Klein et al. 2018).
Aufgrund dieser Tatsachen wire eine eventuelle, weitere Optimierung des Schweinetiermodells

in Richtung des Lebensalters der Tiere und der Lokalisation der Wunden notwendig.

Das Schwein als Tiermodell in der vorliegenden Studie ist mit kleiner Optimierung zuverlissig,
weniger aufwédndig und kann fiir ein besseres Verstindnis der Wundheilung im Bereich

tangentialer Wunden niitzlich sein.
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5.2 Wundheilung und untersuchte Wundauflagen

Die vorliegende Studie ist eine Pilotstudie, in welcher verschiedene Kombinationen von
primdren und sekunddren Wundauflagen auf die Wunden eines etablierten Tiermodells
randomisiert aufgebracht wurden. Das flihrte zu der Erkenntnis, welche Wundauflage bzw.
Kombination von Wundauflagen eine Tendenz zur raschen Reepithelisierung der oberflachigen
Hautlésionen zeigen. Die Ergebnisse aus dieser Pilotstudie dienen als Grundlage fiir weitere
Tierversuche und zur Uberpriifung der Wirksamkeit und Vergleichbarkeit neuer zellbasierter
Wundauflagen mit Wundauflagen, welche schon Standard fiir die Behandlung solcher Wunden

beim Menschen sind.

Im Mittelpunkt der Wundheilungsforschung steht der Einfluss von humanen allogenen
Keratinozyten auf die Heilung der Spalthautwunden. Die Spalthauttransplantation ist der
Goldstandard fiir Behandlung von groBen verbrannten Hautflichen mit gut durchblutetem
Wundgrund. Die beschleunigte Wundheilung von Spalthautwunden ist von grofer Bedeutung in
der Therapie der PatientInnen mit Schwerbrandverletzungen, wo eine mehrmalige Hautentnahme
erforderlich ist. Die Therapie von Schwerbrandverletzten ist durch mehrere Schwierigkeiten
eingeschrinkt, wie z.B. ein hohes Infektionsrisiko oder eine prolongierte Epithelisierung von
Verbrennungswunden. Eine weitere Schwierigkeit bei der Therapie von Verbrennungen ist die
begrenzte Menge an Spenderhaut, da die Spalthautwunden bis zur Heilung und wiederholter

Hautentnahme 2 bis 2,5 Wochen brauchen (Rivas-Tores et al. 1995).

Die Kultivierungstechnik von epidermalen Keratinozyten entspricht dem Verfahren, wie es in
den 70-iger Jahren von Rheinwald und Green beschrieben wurde (Rivas-Tores et al. 1995). Die
Zellen wurden 10-14 Tagen kultiviert, mit Vaseline-Gaze iibertragen und sind sofort verfiigbar
oder bei —80°C bis zu 6 Monaten kryokonserviert (Auxenfans et al. 2013). Die humanen
allogenen Keratinozyten, die auf die PatientInnen aufgebracht werden, fordern die Wundheilung,
aber nach dem Wundverschluss (4 bis 6 Tagen) werden sie durch eigene epidermale Zellen der
Patientlnnen ersetzt (Tamariz et al. 1999). Der Wirkungsmechanismus von humanen allogenen
Keratinozyten besteht in der Forderung der Generation von extrazeulldrer Matrix und der

Produktion von Wachstumsfaktoren. Zusitzlich fordern die Keratinozyten die Synthese von
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Matrixmetalloproteinasen, Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ V, die fiir die initiale

Bildung des Granulationsgewebes verantwortlich sind (Rivas-Tores et al. 1995).

Die allogenen Zellen fordern eine rasche Reepithelisierung um ca. 76 % der Wundflédchen mit
einer normalen Pigmentierung und geringeren Haufigkeit von Erythemen in der neugebildeten
Epidermis. Die Beschleunigung der Wundheilung und die Reepithelisierung wurden durch
Zytokinensekretion stimuliert, die von kultivierten Keratinozyten an der Wundstelle gefordert

wurde (Tamariz et al. 1999).

In dieser Studie wurden 13 Kombinationen von primédren und sekundidren Wundauflagen
benutzt. Es wurden sowohl Kombinationen aus primaren Wundauflagen (feuchte Wundauflagen:
AQUACEL®EXTRA™,  EpiciteHydro®, Adaptic®, Jelonet®), die bereits eine
weitverbreitete Anwendung haben, verwendet, wie auch neue zellbasierte Wundauflagen, die aus
einer Schicht in vitro kultivierter menschlicher Keratinozyten bestehen (Material und Methode
Kapitel 3.5). Die Ergebnisse in dieser Studie zeigten ein tendentiell erhdhten Prozent der
Reepithelisierung der Wunden (maximaler Wert von 94,23 %, mit Ausnahme des Tieres Nr. I1I:
maximaler Wert 20 %), die mit der zellbasierten Wundauflage ,,xxixxxt [ in der Kombination
mit Cotton Gaze behandelt waren. Die Wunden haben nach 5 Tagen einfeuchtes Milieu behalten
und die Cotton Gaze als sekundédrer Verband hat sich nicht mit der Wunde verklebt. Im
Vergleich der zellbasierten Wundauflage ,,xxixxxt [ mit der Kombination von EpiciteHydro®
und Omnifix®elastic, (maximaler Wert 70 % Reepithelisierung) und der Kombination von
EpiciteHydro® und Adaptic® (maximaler Wert 85 % Reepithelisierung) ergaben sich
signifikante Unterschiede. Die Studie von Rivas Tores et al. aus dem Jahr 1996 hat gezeigt, dass
die Verwendung von Wundauflagen mit allogenen Zellen bei Spalthautwunden der Spenderseite
im Vergleich zu einem konventionellen trockenem Verbandeine schnellere Epithelisierungsrate
gezeigt hat,. Solche rasche Reepithelisierung der Spalthautwunden innerhalb von 7 Tagen
ermoglicht eine mehrmalige Hautentnahme von der gleichen Stelle und vermag somit eine
groflere Oberfliche von Verbrennungen abzudecken (Auxenfans et al. 2014). Gleicherweise
haben die Wunden, die mit zellbasierten Wundauflagen, xxixxxt [“ in verschiedenen
Kombinationen behandelt wurden, eine Tendenz zur raschen Reepithelisierung gezeigt. Die
Wundauflage ,,xxixxxt II hat keine allgemeine Verbesserung der Reepithelisierung gezeigt,

jedoch wurde die fiir die statistische Auswertung notwendige Anzahl von Wundfeldern nicht
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behandelt. Die Kombinationen von ,xxixxxt [“ ohne Zellen haben eine potenziell bessere
Zusammensetzung mit Vaseline-impréignierter Gaze gezeigt. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie lassen noch keine eindeutigen Riickschliisse im Bezug auf den Vergleich der Wirksamkeit
von verschiedenen Wundauflagegruppen ziehen. Im weiteren Verlauf der Studie wird ein festes
Behandlungsprotokoll mit gleich groBen Gruppen gebildet werden, damit die Unterschiede
zwischen den ausgewidhlten Wundauflagen aus dieser Studie im Bezug auf die Beschleunigung

der Wundheilung klarer aufgezeigt werden konnen.

Eine weitere Optimierung wére im Sinne der Lagerungsfihigkeit bei —80°C von grof3er
Bedeutung. Aus diesem Grund sollte die zellbasierte Wundauflage weiterentwickelt werden, um

eine Lagerfahigkeit bei +4°C zu ermoglichen.

Die Beurteilung und die Bewertung der Schmerzen, die wichtig fiir humane Studien sind, waren
in dieser Studie nicht moglich, jedoch haben die Tiere wihrend der gesamten postoperativen Zeit
keine Anzeichen von Schmerzen gezeigt. Daher bleibt die klinische Relevanz der

Schmerzunterschiede zwischen den Wundauflagen fraglich.

Die geringe Anzahl der behandelten Wunden pro Wundauflagegruppe war zum Nachweisen
statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den verschiedenen Wundauflagenkombinationen

nicht ausreichend.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die zellbasierten Wundauflagen mit in vitro
kultivierten menschlichen Keratinozyten ein Potential zur Verkiirzung der Wundheilungsdauer
haben und somit eine rasche Reepithelisierung von nicht infizierten, oberflachigen
Spalthautwunden fordern konnen. Somit haben sie moglicherweise das therapeutische Potential
zur Behandlung der Wunden, die nach der Spalthautentnahme entstanden sind, wobei die Zeit bis

zur Wundheilung an erster Stelle steht.
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6 Zusammenfassung

Die Spalthauttransplantation ist eine der hiufigsten Methoden in der plastischen und
rekonstruktiven Chirurgie zur Deckung von Hautdefekten, die nach Verbrennungen entstanden
sind. Nach der Spalthautentnahme entsteht die zweite Wunde, bei der immer ein Risiko einer
verzogerten Wundheilung besteht. Solche Wunden sind immer eine grofle Herausforderung fiir

das Wundmanagement, das als Ziel eine schnelle Reepithelisierung und den Wundverschluss hat.

Die vorliegende Arbeit hatte als Ziel, einen Vergleich der Wirksamkeit von unterschiedlichen
Wundauflagen auf den Wundheilungsprozess an einem geeignetem Tiermodell zu schaffen. In
dieser Pilotstudie wurden bei 10 Schweinen jeweils 10 bzw. 12 Spalthautwunden mit einer fiir
diese Studie etablierten Wundtiefe von 1,2 mm (1200 um) am Riicken operativ gesetzt. Die
ersten 2 Schweine mit insgesamt 20 Wundfeldern dienten zur Etablierung des Tiermodells.
Insgesamt 96 Wunden von den restlichen 8 Schweinen wurden mit verschiedenen
Kombinationen, bestehend aus neuen Wundauflagen mit in vitro kultivierten Keratinozyten und
feuchten Wundauflagen, die heutzutage als Standard zum Einsatz kommen, randomisiert
abgedeckt. Am Versuchsende (Tag 5) wurden die Schweine euthanasiert und die Wundfelder

wurden im Bezug auf die Reepithelisierung histologisch beurteilt.

Die Wundtiefe von 1,2 mm (1200 um) zeigte eine geniigende Wundtiefe, um eine entsprechende
Beurteilung der Wundheilung zu ermdglichen. Die histologische Untersuchung wurde durch
einen externen Histopathologen verblindet durchgefiihrt. Der Mittelwert aller untersuchten
Areale einer Wunde wurde fiir die Beurteilung der Wundheilung in % Reepithelisierung
herangezogen. Die zellbasierten Wundauflagen fiihrten zu einer tendenziell beschleunigten
Reepithelisierung der Spalthautwunden, im Vergleich zu den standardisierten feuchten
Wundauflagen. Diese Tendenz zu einer schnelleren Wundheilung wird im weiteren Verlauf der
Studie genau iiberpriift und mit der Wirksamkeit standardisierter Wundauflagen, die schon auf

dem Markt sind, verglichen werden.

Das vorgestellte Tiermodell kann im weiteren Verlauf der Studie zur Simulation der
Spalthautwunden dienen und kdnnte wichtige Erkenntnisse fiir eine weitere Entwicklung der
Wundauflagen ermdglichen. Dies muss an einer groBeren Anzahl an behandelten Wunden pro

Wundauflagengruppe iiberpriift werden. Weitere Entwicklung und Ansatz der neuen
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Wundauflagen konnten die Wundheilungszeit verkiirzen und einen Fortschritt im

Wundmanagement bedeuten.
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7 Summary

Split-thickness skin grafting is one of the most common methods in plastic and reconstructive
surgery to cover skin defects that have arisen after burns. After the split skin removal, the second
wound is created, which is always at risk of a delayed wound healing. Such wounds are always a
major challenge for wound management, with the goal of rapid re-epithelialization and wound

closure.

The aim of the present study wasto compare the efficacy of different wound dressings on the
wound healing process on a suitable animal model. In this pilot study, 10 or 12 split-skin wounds
with a 1.2 mm (1200 um) wound depth established for this study were surgically inserted in the
back of the animal. The first 2 pigs with a total of 20 wound fields served for the establishment
of the animal model. A total of 96 wounds from the remaining 8 pigs were randomly covered
with various combinations consisting of new wound dressings with in vitro cultured

keratinocytes and moist wound-dressings which are nowdays standardly used in wound healing.

At the end of the experiment (day 5), the pigs were euthanized and the wound fields were
histologically assessed for re-epithelialization. The wound depth of 1.2 mm (1200 pm) showed
sufficient wound depth to enable a corresponding assessment of wound healing. Histological
examination was performed blinded by an external histopathologist. The mean value of all
investigated areas of a wound was used for the evaluation of wound healing in %
reepithelialization.. The cell-based dressings showed a tendency to rapidly re-epithelialize the
split-skin wounds compared to the standard wet dressings. This tendency for rapid wound
healing will be inspected in the further course of the study and compared with the efficacy of

standardized wound dressings already on the market.

The presented animal model can be used in the further course of the study to simulate split-skin
wounds and could provide important insights for further development of wound dressings.
Further development and approach of the new wound dressings could shorten wound healing

time and lead to progress in wound management.
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