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1 Einleitung

1.1 Einfithrung

1.1.1 Funktion der Haut

Mit einer Gesamtflache von durchschnittlich 1,8 Quadratmetern und einem
Gewicht von etwa sechs Kilogramm bei einem Erwachsenen ist die Haut das
groRte Organ des Menschen. Sie schutzt als aul3erste Barriere vor mechanischen
Verletzungen, Infektionen, Wasser- und Warmeverlust und chemischen Noxen.
Verletzungen der Haut kdnnen zu schweren Einschrankungen oder sogar zum Tod
fuhren [1]. Dabei reichen recht niederige Temperaturen von um 60 ° Celsius, um
schwergradige Verletzungen auszuldésen und das insbesondere aufgrund der bei
Kindern und alteren Menschen im Vergleich zur im mittleren Lebensalter deutlich
dunneren Dermisdichte. Dies ist insbesondere wichtig, um zu vertstehen, warum
Kontaktverletzungen (z.B. Verblhungen, ,verschutteter Kaffee im Pflegeheim, das zu
heisse Kindergetrank) ausreichen, im Vergleich hohergraidige thermische

Verletzungen zu generieren.

1.1.2 Aufbau der Haut

Die Haut besteht aus drei Hauptschichten: der Epidermis (Oberhaut), der Dermis
(Lederhaut) und der Subcutis (Unterhaut) [2].

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel, welches zum
groRten Teil aus Keratinozyten und dazwischen eingebetteten Melanozyten
(Melanin-produzierende Zellen), Langerhanszellen (immunkompetente Zellen) und
anderen Zellen (z. B. Vater-Paccinische-Tastkorperchen) besteht. Sie ist in vier
Schichten gegliedert: Hornschicht (Stratum corneum), Koérnerschicht (Stratum
granulosum), Stachelzellschicht (Stratum spinosum) und Basalschicht (Stratum
basale). Die Hornschicht besteht aus verhornten, abgestorbenen Zellen. Die
Kornerzellschicht, die Stachelzellschicht und die Basalschicht bestehen aus
lebenden Zellen, die fur standigen Nachschub an die oberen Hautschichten sorgen,
wo sie dann abgestollen werden. Die Transitzeit eines sich differenzierenden
Keratinozyten von der Basalschicht bis zur AbstolRung von der Hornschicht betragt
beim Menschen etwa vier Wochen. Dies stellt eines der Hauptprobleme in der



Brandverletztenmedizin dar, da bei ausgedehnten Verletzungen sogenannte
,Keratinozytensheets-Zuchtungen" eben diese Zeit bendtigen, Zeit, die der
Schwerbrandverletzte meist nicht hat und die man mit suboptimalen Deckungen
(azellularisierte Fremdhaut etc.) umgehen muss. Zwischen der Epidermis und der
Dermis sorgt die Basalmembran flur eine strukturelle Verankerung der beiden und
erlaubt einen FlUussigkeits- und Stoffaustausch zwischen den Schichten.

Die Dermis reprasentiert eine elastische Hautschicht, die einen hohen Anteil locker
verwobenes Bindegewebe enthalt. Hier befinden sich neben Fibroblasten noch
verschiedene andere Zellen, u.a. Makrophagen, Mastzellen, Plasmazellen,
Granulozyten und Monozyten. Die Dermis ist ebenfalls in Schichten unterteilt, in die
Zapfenschicht (Stratum papillare) und die Netzschicht (Stratum reticulare). Die
Zapfenschicht ist reich an Zellen und feinen Kollagenfibrillen. Die Papillen dieser
Schicht sind von einem Kapillarnetz durchzogen, das die angrenzende gefalifreie
Epidermis mit Nahrstoffen versorgt und deren metabolische Abfallprodukte
abtransportiert. Die zellarme Netzschicht enthalt miteinander verflochtene
Kollagenfaserblndel und ebenfalls vernetzte elastische Fasern, die von Fibroblasten

als extrazellulare Matrix synthetisiert und sezerniert werden.

Das subkutane Gewebe liegt unter der Dermis und besteht aus Fettgewebe und
Bindegewebe. Es enthalt Blutgefale, wobei das Fettgewebe nur schlecht
vaskularisiert ist. Das subkutane Gewebe dient als Aufprallschutz, zur Warme-
isolierung und als Energiespeicher. Die Dermis und die Subcutis sind die
hauptsachliche Stutzstruktur der Haut. Aullerdem sind hier die Schweil3drisen,

Talgdrusen und Haarfollikel, Nerven und andere Sinneszellen lokalisiert.

1.1.3 Die Verbrennungswunde

Zu Verbrennungswunden kommt es durch Einfluss thermischer Energie auf Zellen
der Haut. Das Ausmal} des Schadens ist abhangig von der Temperatur und der
Einwirkzeit dieser Energie. Ubersteigt die einwirkende Temperatur 44 C, kdnnen die
Zellschaden nicht mehr repariert werden und es kommt zur Nekrose im Sinne des
akzidentellen Zelltodes [3].

Verbrennungswunden werden je nach Schweregrad in Verbrennungen ersten bis
vierten Grades unterteilt:

Bei einer Verbrennung ersten Grades handelt es sich um eine oberflachliche
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Epithelschadigung ohne Zelltod, die sich klinisch als schmerzende Ro6tung und
Schwellung bemerkbar macht.

Verbrennungen zweiten Grades erscheinen als schmerzhafte RoOtungen mit
Blasenbildung und werden weiter in oberflachliche (,2a“) und tiefe (,2b%)
Verletzungen unterteilt. Bei der oberflachlichen Verbrennung zweiten Grades sind die
Epidermis und oberflachliche Anteile der Dermis geschadigt. Die Heilung erfolgt
innerhalb von zwei Wochen ohne Narbenbildung durch Einwanderung und
Proliferation von Keratinozyten, die in den Hautanhangsgebilden tieferer dermaler
Anteile Uberlebt haben [4]. Bei tiefen Verbrennungen zweiten Grades ist die Dermis
bis in die Netzschicht zerstort. Nur in tiefen Anteilen der Hautanhangsgebilde, in
Haarfollikeln und Drusen, haben epitheliale Zellen Uberlebt, von denen aus eine
Reepithelisierung initiiert werden kann. Die Wundheilung bendtigt deutlich langer als
zwei Wochen, es kommt zum Wundverschluss durch Wundkontraktion und Bildung
von Granulationsgewebe und schliel3lich zu ausgepragter Narbenbildung [4].

Bei einer Verbrennung dritten Grades ist die gesamte Haut zerstort, inklusive der
Hautnerven. Aus diesem Grunde schmerzt diese Verbrennungswunde nicht,
unabhangig von injizierten Analgetika. Eine vollstandige Wiederherstellung der Haut
ist nicht mehr moglich, es kommt zu ausgepragter Narbenbildung.

Eine Verbrennung vierten Grades (in manchen Lehrblichern als ,Verkohlung*
bezeichnet) beinhaltet zusatzlich zur Zerstérung der Haut die Zerstorung tieferer
Schichten mit Unterhautfettgewebe, eventuell Muskeln, Sehnen, Knochen und
Gelenken [5]. Die separate Auflistung eines vierten Verbrennungsgrades ist heute
nicht mehr ublich.

In Deutschland erleiden jahrlich etwa 370 Patienten eine tddliche Verbrennung [6].
Dabei handelt es sich insbesondere um Kinder oder altere Menschen, die sich
verbruhen, oder Erwachsene, die einen Arbeitsunfall erlitten haben. Etwa ein Funftel
der Patienten Uuberlebt die Verbrennung nicht [6]. Die Behandlung dieser
Schwerstkranken ist eine besondere Herausforderung an den Mediziner. Die
therapeutischen Optionen sind hier limitiert und der Langzeiterfolg unbefriedigend.
Daher ist die Etablierung optimierter und innovativer Therapiekonzepte einzufordern,
um den Verbrennungsopfern eine héhere Uberlebenschance zu erméglichen.



Ein Verbrennungstrauma ist eine besonders schwere Form des Traumas und wird
von einer hypermetabolischen Kaskade begleitet, die durch folgende Parameter
charakterisiert ist: Erhohtes Herzzeitvolumen, erhdhter Sauerstoffverbrauch, ein
beeintrachtigtes Immunsystem und stark gesteigerter Protein- und Fettabbau [7]. Die
Verbrennungswunde unterstitzt und triggert diesen Hypermetabolismus, indem sie
pro-inflammatorische Zytokine und Mediatoren synthetisiert und sezerniert [8-10]. In
der Literatur wird dieses Phanomen auch als ,Verbrennungskrankheit” bezeichnet.
Es ist also von aullerster Wichtigkeit, zu verstehen, dass es sich bei dem
Verbrennungstrauma um eine generalisierte Erkrankung handelt, die den
Gesamtkorper betrifft, aber auch den Verbrennungschirurgen lokal zur Intervention
bendtigt.

In mehreren experimentellen und klinischen Studien ist nachgewiesen worden, dass
aus diesen Griinden die Wundheilung den kritischen Punkt fir das Uberleben und
die Erholung bei Verbrennungs- oder Traumapatienten darstellt [11-13].

(,Zwiebelschalentheorie” der Verbrennungswunde).

Anabole Substanzen, wie z.B. Wachstumshormone oder Insulin-like growth factor-1
(IGF-I) vermindern die hypermetabolische Antwort und verbessern die Wundheilung
[8, 13-15].

1.1.4 Die Wundheilung

Die Wundheilung der Haut ist ein dynamischer Prozess, an dem Blutzellen,
parenchymale Zellen, die extrazellulare Matrix sowie Wachstumsfaktoren beteiligt
sind [1, 16].

Die wichtigsten Ziele bei der Wundbehandlung sind ein schneller
Wundverschluss und eine funktionell und asthetisch befriedigende Narbe [1,
14].

Der erste Schritt der Wundheilung ist durch die Rekrutierung von Entzindungszellen
gepragt. Schon 24 bis 48 Stunden nach der Verletzung treten neutrophile
Granulozyten in der Wunde auf. Sie werden durch chemotaktische Signale von
Wachstumsfaktoren wie Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), IGF-1, Epidermal
Growth Factor (EGF) und Transforming Growth Factor B (TGF-B) sowie
Abbauprodukten von Matrixkomponenten in die Wunde geleitet und aktiviert.



Dort produzieren sie pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukine (meist 1 und 6),
das high-mobility-group-box Protein -1 (HMGB-1), oder Tumornekrosefaktor o
(TNF-a), die Fibroblasten und Epithelzellen aktivieren. Nach wenigen Tagen werden
die Granulozyten durch Monozyten und daraus hervorgehende
Gewebsmakrophagen ersetzt. Als letztes folgen die Lymphozyten, deren Menge an
Tag 6 nach der Verwundung ihren Hohepunkt erreicht [1, 3, 4].

Die Migration der epidermalen Zellen beginnt einen Tag nach der Verletzung vom
Wundrand aus. Sie schieben sich als sogenannte Epithelzungen zwischen Dermis
und Koagulationszone vorwarts. Dafur andern die Keratinozyten deutlich ihren
Phanotyp. Der normalerweise feste Kontakt zwischen den Keratinozyten und der
Basalmembran geht verloren, die Keratinozyten flachen ab und bilden Fortsatze,
sogenannte Lamellipodien, mit deren Hilfe sie aktiv lateral auf die Wundmatrix
zuwandern. Die Migration und Proliferation der Keratinozyten wird durch
Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten, Makrophagen, Keratinozyten und
Fibroblasten, z. B. EGF, TGF-B und Keratinocyte Growth Factor (KGF), angeregt.
Sobald die Wundflache vollstandig reepithelisiert ist, lauft die normale
Differenzierung der Epidermis wieder an. Parallel zur fortschreitenden
Reepithelisierung wird auch die Basalmembran wiederhergestellt. Drei bis vier Tage
nach der Verletzung beginnen die Fibroblasten unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren zu proliferieren und eine neue Kollagenmatrix zu synthetisieren.
SchlieBlich wachsen Kapillarsprosse, gefordert von den Wachstumsfaktoren Basic
Fibroblast Growth Factor(bFGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in
die neu gebildete Epidermis ein [1, 4, 14, 17].

Wenn die Schadigung bis in die Netzschicht reicht (bei Verbrennungswunden also ab
Grad 2b), verlauft die Heilung weniger komplex und es kommt zur Narbenbildung:
Das neu gebildete Kollagen ist nicht mehr komplex verflochten, sondern besteht aus
einfachen, dichten Parallelbundeln, die erst im Laufe der Zeit, meist Wochen bis
Monate, geordnet und parallelisiert werden. Aullerdem werden keine
Hautanhangsgebilde gebildet und die Hautfunktion ist eingeschrankt [3, 14, 17].
Ausgeheilte  Verbrennungswunden stellen also neben teils flurchterlichen
Entstellungen fur den Patienten auch eine lebenslange Minderqualitat der

regenerierten Haut dar, die durch intensive Pflege abgefangen werden muss, um



Sekundarschaden wie Hauteinrisse, (chronische ) Wunden etc. zu vermeiden

(Infektionsgefahr!)

1.1.5 Gentherapie

Die Etablierung von innovativen Behandlungsstrategien zur Optimierung der
dermalen Zellstruktur und Wundheilung stellen einen wichtigen
Forschungsschwerpunkt, mit dem Ziel das Uberleben sowie die Lebensqualitat von
Patienten mit akuten Wunden zu verbessern. Dies beinhaltet nicht nur
Verbrennungsopfer, sondern Traumapatienten im Allgemeinen, Patienten mit
chronischen Wunden, Patienten mit einer venodsen Insuffizienz, Diabetes mellitus,

Bluthochdruck oder Autoimmunerkrankungen.

Anabole Substanzen wie beispielsweise Wachstumshormone vermindern die
hypermetabolische Antwort und verbessern gleichzeitig die Wundheilung (REF). Fur
IGF-1 wurde gezeigt, dass eine Gabe des Proteins zwar positive Effekte auf die
hypermetabolische Katabolie und die Wundheilung ausubt [8, 11], dass allerdings
diverse Nebenwirkungen wie Hypoglykdmie, Odembildung, Abgeschlagenheit,
Kopfschmerzen oder sogar Storungen des Elektrolythaushalts mit Herzstillstand die
therapeutische Anwendung limitieren [18]. Diese Nebenwirkungen wurden
wahrscheinlich durch supraphysiologische Dosen von freiem IGF-I, die allerdings

notwendig fur einen biologischen Effekt sind, ausgelost.

In Studien der Arbeitsgruppe Jeschke wurde gezeigt, dass die nonvirale liposomale
Gentherapie einen neuen, effektiven Ansatz darzustellen vermag, um
Wachstumsfaktoren spezifisch an die Zielzellen zu liefern und so Nebenwirkungen zu
vermeiden. So kann die Wundheilung beschleunigt und die posttraumatische
Katabolie verringert werden. Die optimale Genkombination und Applikationsweise ist

allerdings noch nicht bestimmt worden [19-21].

Der Gentransfer ist bislang in klinischen Studien fur die Behandlung von einigen
pathophysiologischen Erkrankungen wie Karzinomen, Infektionen oder Leukamien
zur Anwendung gekommen [22]. Der Erfolg der Gentherapie hangt jedoch von der
Auswahl des Vektors fur den Gentransfer ab [22-24]. Bis heute wurden bevorzugt

virale Vektoren als Genvektoren benutzt, weil sie sehr spezifische



Transfektionsmaoglichkeiten aufweisen [22-24]. Derartige Vektoren haben allerdings
die Eigenschaften, vireninfektionsahnliche pathologische Reaktionen auszuldsen,
z.B. immunologische Reaktionen, mutagene oder karzinogene Effekte. Der klinisch-
therapeutische Einsatz viraler Vektoren ist damit potentiell gefahrlich [22]. Vor allem
ein Einsatz von Viren in Patienten mit einem geschwachten Immunsystem, wie dies
bei Verbrennungspatienten der Fall ist, ware kontraindiziert. Als Alternative ist ein
Gentransfer mit ,nackter DNA“ denkbar, also die Verwendung einer DNA ohne
Zusatz von Hilfsmitteln, welche die Transfektion unterstitzen. Nackte DNA enthalt
keine viralen Komponenten, allerdings wird bei systemischer Applikation die nackte
DNA aulerst schnell degradiert [25]. Als weiterer Nachteil ist zu werten, dass nackte
DNA keine hohen Transfektionsraten erreicht, da sie relativ grof3 ist und die negative
Ladung der nackten DNA einen Zelleintritt behindert.

Liposomen stellen als Transfektionssystem ein attraktives Modell dar, da sie keine
viralen Komponenten aufweisen, sehr stabil sind und die Fahigkeit haben, mit der
Zellmembran zu interagieren [25]. Verschiedene methodische Verbesserungen
haben die Transfektionsraten, die mit Liposomen erreichbar sind, in die mit
adenoviralen Konstrukten erzielten Bereiche angehoben. Dazu gehoren vor allem
der Einbau von Cholesterin, die Hinzufugung kationischer Eigenschaften zur
Standard-Liposomenstruktur sowie die Verwendung des Cytomegalovirus-(CMV)-
Promotors in der cDNA [25, 26]. Kationische Liposomen haben zudem die nutzvolle
Eigenschaft, bei der Behandlung von Trauma einen  endogenen
antiinflammatorischen Effekt auszulosen: Kationische Cholesterin-Liposomen
inhibieren die systemische Synthese von Stickstoffmonoxid (NO), Interleukin-13 (IL-
13) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und vermindern somit die hypermetabolische
Katabolie [27-30].

In experimentellen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die wochentliche
subkutane Injektion von kationischen Cholesterin-Liposomen mit der fur das IGF-I-
Gen kodierenden cDNA unter Kontrolle des CMV-Promotors effektiv und sicher ist.
Die dermale IGF-I- Proteinkonzentration wurde erhoht, die dermale Zellerholung und
Stabilisierung wurde verbessert und die Wundheilung beschleunigt [31-33]. Die
Mechanismen dieser Effekte sind inzwischen definiert und bestimmt worden [33].
Indem das in Saugetieren nicht vorhandene Lac-Z-Gen fur 3-Galactosidase als

Marker-Gen benutzt und zusatzlich in Liposomen inkorporiert wurde, konnten nach



einer subkutanen Injektion von Liposomen-transfizierte = Myofibroblasten,
Endothelzellen und Makrophagen in der Entzindungsregion nachgewiesen werden
[33]. Diese Zellen weisen hohe Proliferationsraten auf. Dies ist in Ubereinstimmung
mit Studien von Felgner und Kollegen, die zeigten, dass, um Genexpression zu
erzielen, DNA-Plasmide in die Zellen eindringen und in den Zellkern diffundieren
muassen  (,cellular ftrafficking”) [23-25]. Es existieren mehrere mogliche
Zelleintrittsmechanismen, allerdings ist die Endozytose der wahrscheinlichste
Mechanismus fur die Transfektion durch Liposomen [29, 34, 35]. Nach der
Endozytose wird dann die aus den Liposomen ausgeschleuste cDNA vom Zellkern
aufgenommen [28]. Die Kernmembran stellt eine Barriere fur die DNA dar. Da die
Kernmembran wahrend der Zellteilung aufgelost ist, erfolgt die Transfektion in sich
schnell teilenden Zellen effizienter [24]. Die cDNA wird dann im Kern in mRNA
transkribiert, zum rauen endoplasmatischen Retikulum transportiert und dort in
Proteine translatiert.

In weiteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass bei subkutaner Injektion die
Expression des transfizierten Gens spezifisch auf die Haut beschrankt bleibt [33]. Bei
Ratten, die den IGF-I-cDNA-Komplex subkutan injiziert bekommen hatten, wurde
keinerlei Anhalt fur eine Transfektion oder eine Erhdhung der IGF-I-Expression im
Blut, der Leber, Milz oder Niere gefunden [31-33].

1.1.6 KGF
Der Wachstumsfaktor Keratinocyte Growth Factor(KGF) ist ein 26-28 kDa grof3es

Glykoprotein, das von Rubin et al. [36] als ein von M426-Lungenfibroblasten

produziertes epitheliales Mitogen entdeckt wurde.

Die spatere Klonierung und Sequenzierung ergab, dass es zur Familie der
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fibroblast Growth Factors, FGF) gehort, so dass
ihm zunachst der Name FGF-7 zugeordnet wurde [37]. KGF wird vor allem von
verschiedenen  mesenchymalen  Zelltypen produziert, wie  Fibroblasten,
Endothelzellen und Glattmuskelzellen der Gefalwand [36, 38, 39]. In Zellen
epithelialen Ursprungs ist dagegen nie eine Expression von KGF gefunden worden.
Die Expression eines KGF-Rezeptors (FGFR2-IIIb) in der Epidermis legt daher eine
vor allem parakrine Wirkungsweise nahe [40]. KGF stimuliert in der Tat Parakrin die

Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen. Zu den von KGF in [In-vitro-



Experimenten hochregulierten Genen, die eine Rolle bei der Wundheilung spielen,
gehoren unter anderem VEGF, das die Kapillarsprossung fordert, und TGF-3, das
die Produktion von Molekllen der extrazellularen Matrix fordert. Ebenfalls verstarkt
exprimiert als Reaktion auf KGF wird die Matrix-Metalloprotease Stromelysin-2, die
von migrierenden Keratinozyten exprimiert wird und wahrscheinlich fur die Migration

der Keratinozyten in die Wunde wichtig ist [41].

Nach Hautverletzungen wird die normalerweise schwache Expression von KGF stark
induziert [42]. Eine Zugabe von KGF zu Wunden stimuliert dort die Proliferation von
Keratinozyten, erhoht die Motilitat epidermaler Zellen und hat keine schéadlichen
Wirkungen auf die Expression differenzierungsspezifischer Keratine in humanen
primaren Keratinozyten [4, 43]. Bei transgenen Mausen, die eine dominant-negative
Version des KGF-Rezeptors in der Basalzellschicht der Epidermis und den
Keratinozyten der aulReren Haarwurzelscheide exprimieren (KGF-knockouts), war die
Reepithelisierung stark verlangsamt [44]. Dass bei transgenen KGF-Knockout-
Mausen deutliche histologische Anomalitaten waren, aber keine
Wundheilungsstérungen beobachtet wurden, wird mit der Ubernahme der KGF-
Funktion vom stark homologen Protein FGF-10 erklart, das an den gleichen Rezeptor
bindet [41].

In einem Schweinemodell fur die epidermale Wundheilung stimulierte KGF die
Reepithelisierung und verstarkte die Einlagerung von Kollagenfasern in der oberen
Dermis [45]. Da eine erhohte Ablagerung von Kollagenfasern in der Wunde mit dem
Risiko einer hypertrophen Narbenbildung verbunden ist, war die Quantifizierung und
Identifizierung der Kollagenfasertypen von Interesse, deren Bildung von KGF
induziert wird. Aullerdem war die Interaktion von KGF mit anderen
Wachstumsfaktoren und mit der extrazellularen Matrix sowie mesenchymalen Zellen
in vivo noch nicht geklart. Die vorliegende Arbeit sollte diese Interaktionen nach
Verabreichung von KGF-cDNA naher untersuchen und zu einem verbesserten
Verstandnis der indirekten Effekte von KGF auf die Wundheilung fuhren.

1.1.7 Zielsetzung
Die Behandlung von Verbrennungsopfern stellt eine besondere Herausforderung an
den Mediziner. Angestrebt ist die moglichst vollstandige Wiederherstellung der

Integritat der Haut. Dies bedeutet neben einem raschen Wundverschluss und einer



optimalen Wundheilung die rasche Re-Epithelisierung des verletzten Hautareals. Der
Keratinozytenwachstumsfaktor KGF vermag Uber einen direkten Wirkmechanismus
das Wachstum geschadigter Keratinozyten positiv zu beeinflussen. Verschiedene
Studien legen nahe, dass eine Blockade des KGF-Rezeptors eine Suppression der
Keratinozytenproliferation mit verminderter Re-Epithelisierung induziert [44] und
umgekehrt die Addition exogenen KGF eine vermehrte Re-Epithelisierung auslost
[45, 46].

Der therapeutische Einsatz von KGF konnte somit eine innovative Option zur

Behandlung von Verbrennungswunden darstellen.

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zur Entwicklung neuer

Therapiemdglichkeiten leisten, um zu helfen, Verbrennungspatienten das Uberleben

und eine bestmaogliche Rehabilitation zu sichern.

Als mogliche therapeutische Interventionsmoglichkeit sollte der Einfluss von KGF auf

die Wundheilung in vivo untersucht werden. Im Einzelnen wurde am Rattenmodell

evaluiert:

1) Der Effekt einer Verabreichung von KGF-cDNA auf die Wundheilung nach
einer Verbrennungsverletzung.

2) Die molekularen Wechselwirkungen der KGF-cDNA mit anderen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen.

3) Die molekularen Wirkungen der KGF-cDNA auf das Kollagenspektrum in der
Wundregion.

Um diese Fragen zu beantworten, wurde Ratten mit einer definierte
Verbrennungsverletzung KGF-cDNA injiziert und der Erfolg dieser Therapie nach vier
Wochen makroskopisch, histologisch und immunhistochemisch untersucht.

2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

n = 22 ausgewachsene mannliche Sprague-Dawley-Ratten (350-375g) wurden in
einem klimatisierten Raum mit einem 12-h-Licht-Dunkel-Zyklus gehalten. Die
Ratten wurden 7 Tage an ihre Umgebung gewohnt, bevor die verblindete Studie
begann. Alle Tiere erhielten wahrend der gesamten Studie die gleiche Menge
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Flussignahrung (Fresubin, Fresenius Medical Care, Bad Homburg) und Wasser
ad libitum. Die gesamte im Labor durchgefuhrte Studie wurde unter der Leitung
von Jeschke und Schubert am Universitatsklinikum Regensburg durchgefuhrt.
Samtliche Experimente wurden vom Regierungsbezirk Oberpfalz genehmigt (AZ:
621-2531.1.-37/99).

2.2 Verbrithungsmodell

Jede Ratte erhielt eine Verbriuhung 3. Grades Uber 30% der Korperoberflache
(30% VKOF) unter Vollnarkose (Pentobarbital 50 mg/kg Korpergewicht) und
Analgesie (Buprenorphin 1 mg/kg Korpergewicht) gemall eines modifizierten
Protokolls, das sich an das in [47] beschriebene Protokoll anlehnte. Die Ratten
wurden anasthesiert, rasiert, in eine Schablone platziert und erhielten dann eine
Verbrihung entsprechend 30% VKOF (10s Kontakt des Ruckens mit 99°C
heiRem Wasser). Nach Setzen der Verbruhung erfolgte sofort ein Volumenersatz
durch intraperitoneale Injektion von Ringerlosung (50 ml/kg Korpergewicht). Die
Tiere wurden gemaRf den Tierschutzbestimmungen behandelt und mit
Schmerzmedikation, Spezialnahrung und FlUssigkeitssubstitution entsprechend
der Behandlung von menschlichen Brandopfern versorgt.

2.3 Experimentelle Gruppen und liposomale Applikation des KGF-
Konstrukts

Die thermisch geschadigten Ratten wurden zufallig auf zwei Gruppen aufgeteilt,
die die folgenden wochentlichen subkutanen Injektionen erhielten:

Gruppe A: Liposomen (10 pl Liposomen in 180 pul physiologischer
Kochsalzlésung) mit 0,22 ug des Lac-Z-cDNA-Konstrukts fir das Reportergen [3-
Galaktosidase, Vehikel, n = 11 oder

Gruppe B: Liposomen (10 pl Liposomen in 180 pul physiologischer
Kochsalzlésung) mit 2,2 ug eines KGF-cDNA-Konstrukts plus 0,22 ug des Lac-Z-
cDNA-Konstrukts fur das Reportergen 3-Galaktosidase, n = 11.

Vorangehende Experimente hatten ergeben, dass Tiere, die Liposomen mit dem
Lac-Z-Gen erhielten, eine bessere Kontrolle darstellten als Tiere, die nur
Kochsalzlésung erhielten, da sie eine schnellere Wundheilung und eine
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verstarkte Akute-Phase-Reaktion zeigten [48]. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Studie der Kontrollgruppe Liposomen mit Lac-Z verabreicht. Bei
dem Ratten-KGF-cDNA-Konstrukt handelte es sich um ein Plasmid mit der KGF-
cDNA unter Kontrolle eines CMV-Promotors (Cytomegalovirus), das an der
Recombinant DNA Core Facility des UTMB Sealy Center for Molecular Science
(Galveston, TX, USA) hergestellt worden war. Zur Herstellung der Liposomen
wurden DMRIE (1,2-Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethylammoniumbromid)
und Cholesterin in membrangefiltertem Wasser (Life Technologies Inc., Rockville,
USA) im Verhaltnis 1:1 (Molverhaltnis) gemischt. Dieses Reagenz interagiert
spontan mit der KGF-cDNA und formt so einen Lipid-cDNA-Komplex. Die cDNA-

Dosis von 2,2 ug war in einer Dosisfindungsstudie ermittelt worden [32].

Sofort nach der thermischen Verletzung erhielt jede Ratte an zwei
gegenuberliegenden Stellen am Wundrand Injektionen mit insgesamt 0,2 ml der
Lipoplexe subkutan in gesunde, unverbrannte Haut. Die Injektionen erfolgten am
Wundrand, da dort die groRte zellulare und metabolische Aktivitat beobachtet

wird und so viele Zellen wie moglich transfiziert werden sollten.

Nach Erholung und Aufwachen der Tiere wurden diese dann in ihre Kafige
zuruckgebracht. Die Tiere wurden selbstverstandlich, um grotmaogliche
Vergleichbarkeit zu erzielen, direkt nach dem Aufwachen mit einer nach der
Baxter-Formel berechneten i.p. Gabe von Ringerldsung i.p. volumenrestituiert.

Die Injektionen wurden wochentlich Uber vier Wochen wiederholt, jeweils mit
frischen, kurz vor der Injektion hergestellten Liposomen. 5 Tage nach der letzten
Injektion wurden die Tiere durch Dekapitation getotet. Proben der Ruckenhaut
wurden entnommen und entweder in 4% Paraformaldehyd/ 1% Glutaraldehyd
fixiert oder in fliussigem Stickstoff schockgefroren und bei =73°C bis zur Analyse

gelagert.

2.4 Transfektion

Die Transfektion wurde an Hautproben untersucht, die 33 Tage nach der

Verbrennung und 5 Tage nach der letzten Injektion enthommen worden waren.

Das Vorhandensein des [-Galaktosidase-Proteins wurde durch histochemische

Farbung mit halogeniertem Indolyl-B-D-Galaktosid (Life Technologies,

Gaithersburgh, USA) nachgewiesen. Die geraden, etwa 4 mm breiten
12



Hautbiopsien reichten von der Mitte der Brandwunde bis deutlich in die
umgebende normale Haut hinein. Die Biopsien wurden uber Nacht in 4%igem
Paraformaldehyd mit einer HEPES-gepufferter Hanks-Losung mit einem pH-Wert
von 7,6 bei 4°C fixiert. Nach ausfuhrlichem Waschen in Puffer und PBS wurden
die Biopsien uber Nacht in 0,1%iger Bluo-Gal-Substratiésung, pH 7,6 bei 37°C
inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurden die Hautbiopsien in Paraffin
eingelegt, 4um dicke Schichten geschnitten und eine HE- oder Eosin Farbung

durchgefuhrt.

2.5 Makroskopische Untersuchungen

2.5.1 Reepithelisierung

Die Reepithelisierung wurde durch Planimetrie und Histologie bestimmt. Die
Wundflache wurde sofort nach der Verbrennungsverletzung bestimmt. Dies geschah
durch Aufzeichnen der Wunde auf durchsichtige Folien und anschlieende
planimetrische Auswertung mit einem speziellen Programm, das fur diese Studie
entwickelt wurde (Entwicklung und Design: Systat Software Inc., San Jose, USA; und
der Versuchsleiter PD Dr. med. Marc G Jeschke, Uni Regensburg).

Bei Versuchsende wurde der Wundschorf durch vorsichtiges Ziehen entfernt. Dabei
wurde Sorge getragen, dass der heilende Wundrand nicht beschadigt wurde. Nach
Entfernen des Schorfs wurden die Tiere auf eine gewohnliche Oberflache gelegt, und
die Wundflache wurde erneut auf Klarsichtfolie aufgemalt. Dazu wurden die gut
sichtbare Grenze zwischen reepithelisierter und unverbrannter Haut sowie die
Vorderkante des neuen Epithels abgepaust. So konnte das Neoepithelium leicht

definiert und identifiziert werden. Es folgte eine erneute planimetrische Auswertung.

Die Flache mit neuem Epithel wurde in Prozent Reepithelisierung der
ursprunglichen Wundflache ausgedruckt und wurde gemafl der folgenden Formel
berechnet:

Reepithelisierung = [(o - i)/b]x 100

wobei o die auldere Flache 4 oder 5 Wochen nach der Verbrennung ist, i die innere
Flache 33 Tage nach der Verbrennung und b die ursprungliche Wundflache direkt
nach der Verbrennung.
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AuRerdem wurden Biopsien zur histologischen Bestimmung der Reepithelisierung

genommen.

2.6 Immunhistochemie

2.6.1 Expression von Wachstumsfaktoren und Kollagenen

Die Menge von Wachstumsfaktoren in Dermis und Epidermis wurde mit
peroxidasegekoppelter Immunhistochemie ermittelt. Die zum Nachweis von
Insulin-like Growth Factor | (IGF-1), Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3
(IGFBP-3), KGF, Transforming Growth Factor B (TGF-B), bFGF und Platelet-
derived Growth Factor (PDGF) verwendeten Antikorper (inklusive Verdinnungen

und Zweitantikorper) sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Die Paraffinproben wurden 4 pm dick geschnitten, in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert und in PBS uberfuhrt. Dann wurden sie fur 30 Minuten bei
37°C in Protease K (100 pg/ml) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS
wurden endogene Peroxidasen durch 15-minutige Inkubation mit Methanol/H202
blockiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Proben fur 20 min mit
Blockierungsserum inkubiert. Es folgten ein weiterer Waschschritt und
anschlielend die Inkubation mit dem Erstantikorper bei 4°C uUber Nacht. Nach
einem Waschschritt wurden die Proben fur 1h bei 37 C mit dem biotinylierten
Zweitantikorper inkubiert. Dann wurden die Proben gewaschen und fur 1h bei
37 C mit peroxidasegekoppeltem Streptavidin (1:300, DAKO P0397, Dako,
Glostrup, Danemark) inkubiert. Die Schnitte wurden grindlich gewaschen und zur
Farbentwicklung mit Diaminobenzidin inkubiert. Die Gegenfarbung erfolgte mit
Hamatoxylin. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe und 100%
Xylol dehydriert und anschlieBend abgedeckt. Alle Schnitte wurden jeweils in
einem Durchgang gefarbt, um Unterschiede durch den Farbevorgang zu

vermeiden.

Die Menge an Wachstumsfaktoren wurde in normaler Haut, am Wundrand und im
Wundgrund bestimmt, und zwar anhand der positiven Zellen pro Gesichtsfeld.
Die positiven Zellen wurden in jedem Schnitt verblindet an drei verschiedenen

Stellen (normale Haut, Wundrand, Wundgrund) gezahlt.
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Der Nachweis von Kollagen [, Il und IV erfolgte nach einem ahnlichen Protokoll
mit den in Tabelle 1 aufgefuhrten Antikorpern. In jedem Schnitt wurde verblindet
an drei verschiedenen Stellen (normale Haut, Wundrand, Wundgrund) die
Intensitat der Farbung gegen Kollagen |, Il und IV auf einer Skala von 1
(schwach) bis 4 (stark) beurteilt.

Tabelle 1: Liste der fir die Immunhistochemie verwendeten Erst- und Zweitantikdrper.
Verwendete Konzentrationen in Klammern.

Zielprotein Antikérper Zweitantikérper

1) KGF Ziege-Anti-KGF (1:20, Santa Cruz  Biotinylierter Kaninchen-Anti-Ziege-Antikorper
Biotechnology, Santa Cruz, USA) (1:400, DAKO E-0466)

2) IGF-I Kaninchen-Anti IGF-I (1:10, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Peprotech, Tebu, Deutschland) Antikorper (1:300, DAKO E-0431)

3) IGFBP3 Ziege-Anti-IGFBP3 (1:10, Santa Biotinylierter Kaninchen-Anti-Ziege-Antikérper
Cruz Biotechnology) (1:400, DAKO E-0466)

4) PDGF Kaninchen-Anti-PDGF (1:30, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Oncogene Research Products, Antikorper (1:300, DAKO E-0431)
Boston, USA, #PC21)

5) bFGF Kaninchen-Anti-bFGF (1:50, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Oncogene Research Products, Antikorper (1:300, DAKO E-0431)
Boston, USA, #PC15)

6) TGF-B Ziege-Anti-TGFf (1:10, Santa Cruz Biotinylierter Kaninchen-Anti-Ziege-Antikérper
Biotechnology) (1:400, DAKO E-0466)

7) Kollagen | Anti-collagen type | (1:50, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Oncogene Research Products, Antikorper (1:200, DAKO E-0431)
Cambridge, MA, USA)

8) Kollagen Il Anti-collagen type Il (1:50, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Oncogene Research Products) Antikorper (1:200, DAKO E-0431)

9) Kollagen IV Anti-collagen type 1V (1:50, Biotinylierter Schweine-Anti-Kaninchen-
Oncogene Research Products) Antikorper (1:200, DAKO E-0431)

10) Ki67 Maus-Anti-Ki67 (1:100, BD HRP-Antikérpercocktail (Universal DAB
PharMingen, USA) Detection Kit, Ventana Med. Systems, USA)

2.6.2 Proliferation

Die Proliferation der Hautzellen wurde mit AntikOrpern gegen das Protein Ki67
(Tabelle 1) abgeschatzt. Die Paraffinproben wurden 4 pm dick geschnitten, auf
Superfrost-Plus-Trager montiert, fur 20 Minuten bei 72°C erhitzt, entparaffiniert
und rehydriert. Dann wurden sie fur 30 Minuten in der Mikrowelle bei 240 Watt in
Citratpuffer mit pH 7,3 inkubiert und anschlieBend auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden endogene Peroxidasen
durch 15-minutige Inkubation mit Methanol/H,O, blockiert. Nach einem erneuten
Waschschritt wurde der Ki67-Antikorper hinzugefugt. Die Proben wurden in einer
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Ventana-Maschine (Ventana Medical Systems, USA) bei 37°C gefarbt. Mit dem
Basic DAB Detection Kit von Ventana wurde dann der Erstantikdrper
nachgewiesen. Ein dunkelbrauner Kernniederschlag wurde als positive Reaktion
gewertet.

Alle Hautzellen in der epithelialen Zunge und der Basalzellschicht wurden gezahilt.
Die Proliferation wurde als Anzahl der positiv gefarbten Zellen pro 100 gezahlte
Zellen angegeben.

2.6.3 Apoptose

Zum Apoptosenachweis diente die ,terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine  triphosphate nick end labeling“-(TUNEL)-Methode (Apoptag,
Oncogene, Baltimore, USA). Mit Hilfe der TUNEL-Methode lassen sich
apoptoseinduzierte DNA-Strangbriche nachweisen. Mit Digoxigenin vormarkierte
Nukleotide werden mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) an
das 3'-OH-Ende der DNA angehangt. Ein mit einer Peroxidasekonjugierter Anti-
Digoxigenin-Antikorper wird zugegeben und bindet an die Digoxigenin-Nukleotide.
Nach Zugabe des Chromogen/Substrat-Reaktionsansatzes DAB (Diaminobenzidin)
setzt die Peroxidase das DAB zu einem unl6slichen braunen Farbstoff um und macht
so die apoptotischen Kerne durch eine braune Farbung sichtbar.

Die Schnitte wurden wie in 2.6.1 beschrieben entparaffiniert, rehydriert und
gewaschen. Um die Hintergrundkontamination zu reduzieren, wurden die Schnitte
mit Proteinase K vorbehandelt. Dann wurden die Schnitte mit frisch zubereiteter TdT
bei 37°C fur zwei Stunden inkubiert. Anschliel3end wurden die Schnitte mit dem Anti-
Digoxigenin-Peroxidase-Konjugat bei Raumtemperatur fur 30 Minuten inkubiert.
Schlief3lich wurde zur Farbentwicklung DAB hinzugegeben und dann mit Mayers
Hamatoxylin gegengefarbt.

FUr die Zahlung wurden alle Epithelzellen untersucht. Die Apoptoserate wurde als
Zahl der apoptotischen Zellen pro 100 Epithelzellen ausgedruckt.
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2.7 Ethik und Statistik

Die Studien wurden von der Tierschutzkommission der Regierungsbehorde
Oberpfalz gepruft und genehmigt (AZ: 621-2531.1.-37/99). Die Tiere wurden
zweimal taglich von Mitgliedern der Forschergruppe besucht, um sicherzustellen,
dass sie keine Schmerzen hatten oder anderweitig litten. Die Tiere wurden
gemall den Tierschutzbestimmungen behandelt und mit Schmerzmedikation,
Spezialnahrung und Flussigkeitssubstitution entsprechend der Behandlung von
menschlichen Brandopfern versorgt.

Statistische Vergleiche wurden mit Students t-Test durchgefuhrt. Die Daten
werden dargestellt als Mittelwerte + SD (Standardabweichung). Ab p-Werten von
kleiner als 0,05 wurden Unterschiede als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Transfektion

Die Gentherapie konnte eine innovative Behandlungsoption von Verbrennungsopfern
darstellen. Die hier durchgefuhrte Studie basiert auf der Vorstellung, dass das
Einbringen von definiertem genetischem Material in die Zielzellen oder das
Zielgewebe eines Patienten die vor Ort Synthese eines therapeutisch aktiven
Proteins (KGF) ermdglicht, welches effizient im Wundmilieu seine Wirkung entfalten
konnte.

3.1.1 Transfektionseffizienz

Um den Effekt einer Verabreichung von KGF-cDNA auf die Wundheilung nach einer
Verbrennungsverletzung zu untersuchen, wurde zunachst die Transfektionseffizienz
immunhistochemisch Uberpruft. Die Transfektionseffizienz wurde dabei an
Hautproben untersucht, die 33 Tage nach der Verbrennung und 5 Tage nach der
letzten Injektion mit KGF-cDNA entnommen worden waren. Die blaue Farbung vieler
Hautzellen nach Inkubation der Schnitte mit dem halogenierten Indolyl-3-D-
Galaktosid Bluo-Gal (Life Technologies, Inc.) war ein Zeichen fur das Vorhandensein
von (3-Galaktosidase und damit fur eine erfolgreiche Transfektion (Abb. 1).

Abb. 1: Immunhistochemie. Anfarbung der Hautproben mit p-Galaktosidase. Blaue
Hautzellen bedeuten eine positive B-Galaktosidase-Reaktion und damit eine erfolgreiche
Transfektion (20x VergroRerung).
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3.1.2 KGF-und IGF-I-Expression

Um nachfolgend zu evaluieren, ob eine Transfektion mit KGF-cDNA tatsachlich zu
einer Veranderung der KGF-Synthese beitragt, wurde in weiteren Versuchen KGF-
Protein in transfizierten versus nicht transfizierten Tieren immunhistochemisch
analysiert. In Ratten, die mit Liposomen plus KGF-cDNA behandelt worden waren,
konnten viele Zellen als KGF-positiv identifiziert werden, wahrend in den Kontrollen

nur wenige Zellen eine positive Reaktion mit dem KGF-Antikorper zeigten (Abb. 2).

Abb. 2: Immunhistochemie. Reprasentative Schnitte der immunhistochemischen Farbung mit
Antikérpern gegen KGF in der Haut. In Ratten, die mit Liposomen plus KGF behandelt
worden waren (linke Abbildung), konnten viele Zellen als positiv identifiziert werden (braune
Farbung), wahrend in den Kontrollen (rechte Abbildung) nur wenige Zellen eine positive
Reaktion gegenuber dem KGF-Antikdrper zeigten (20x VergréRerung).

Die erfolgreiche Transfektion fuhrte also zu einer deutlich vermehrten Expression von
KGF. Abbildung 3 demonstriert dartber hinaus die unterschiedliche Anfarbeeffizienz
gegen den IGF-I-Antikorper in transfizierten versus nicht-transfizierten (Kontrollen)
Tieren. Auch hier waren in den transfizierten Tieren mehr positive Farbereaktionen
nachweisbar, verglichen zum Kontrollgewebe (Transfektion mit Liposomen ohne
KGF-cDNA).
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Abb. 3: Immunhistochemische Anfarbung der Hautproben mit gegen IGF-I gerichteten
Antikérpern (Braunfarbung). Linke Abbildung: IGF-I spezifische Anfarbung in mit KGF-cDNA
transfizierten Tieren. Rechte Abbildung: IGF-I spezifische Anfarbung in Kontrolltieren. Es
zeigen sich signifikant mehr positive Zellen in Tieren nach KGF-cDNA-Transfektion (400x

Vergrélierung).
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Abb. 4: Reepithelisierungsflache in % der urspriinglichen Verbrennungsflache 33 Tage nach
der Verwundung nach Liposomen- oder KGF-cDNA-Liposomengabe. N = 8 pro Gruppe,
Fehlerbalken: SD. *** Signifikanter Unterschied, p < 0,001 (Students t-Test).
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3.2 Reepithelisierung

Die Bedeutung einer Zunahme der KGF-Synthese fur die Wundheilung war
Gegenstand anschliefender Experimente. Fur die Versuche wurden hierbei pro
Gruppe 8 Tiere eingesetzt. In der Tat war die Wundheilung bei den mit KGF-
cDNA behandelten Ratten signifikant verbessert (Abb. 4). Die Reepithelisierung
33 Tage nach der Verwundung betrug bei den behandelten Tieren 34 + 3%, bei
den Kontrolltieren lediglich 21 + 3% der ursprunglichen Verbrennungsflache (p
<0,001).

Die Vermessung der Lange des Neoepitheliums in HE-gefarbten histologischen
Schnitten fuhrte zu &hnlichen Ergebnissen. Ratten, die mit der KGF-cDNA
behandelt worden waren, zeigten eine deutlich starkere lineare Reepithelisierung
von 390 + 60 um gegenuber 150 £ 80 um bei den Kontrolltieren (p < 0,001, Abb.
5).
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Abb. 5: Lineare Reepithelisierung 33 Tage nach der Verwundung nach Liposomen- oder
KGF-cDNA-Liposomengabe. n = 8 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. *** Signifikanter
Unterschied, p < 0,001.
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Abbildung 6 demonstriert reprasentativ das Ausmalf der Reepithelisierung in mit
KGF-cDNA behandelten Ratten (linke Abbildung) versus unbehandelter Tiere
(Liposomengabe, rechte Abbildung).

Abb. 6: Photographische Darstellung der Reepithelisierung nach KGF-cDNA-
Liposomengabe (linke Abbildung) versus der Kontrollgruppe (Liposomengabe).

3.3 Proliferation und Apoptose

Auf der Suche nach einem mdglichen Grund fiir die beschleunigte Reepithelisierung
der behandelten Ratten wurden Proliferation und Zelltod der Epithelzellen untersucht.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe nahm die Zellproliferation, analysiert mittels Ki67-
Farbung, in der mit KGF-cDNA behandelten Gruppe signifikant auf fast das

Zweifache zu (Abb. 7+8). Die Apoptose hingegen war in der behandelten Gruppe
deutlich abgeschwacht (Abb. 9+10).
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Abb. 7: Proliferation in der Basalzellschicht und epithelialer Zunge, immunhistochemischer
Nachweis von Ki67. n = 8 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. *: p < 0,05.

Abb. 8 Immunohistochemische Farbung gegen den Zell-Proliferationsmarker Ki67. Linke
Abbildung: Ratten exprimieren nach Gabe von KGF cDNA hdéhere KGF-Proteinspiegel, die in
einer hoheren proliferativen Aktivitdt der basalen Hautzellen resultieren (Braunfarbung,
VergrofRerung x100). Rechte Abbildung: Ki67-Farbung in den Kontrolltieren mit nur wenigen
Ki67 positiven Zellen (VergréRerung x200).
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Abb. 9: Apoptose in Epithelzellen, Nachweis mit TUNEL-Verfahren. n = 9 pro Gruppe,
Fehlerbalken: SD. **: p < 0,01

Abb. 10: Immunhistochemischer Nachweis apoptotischer Vorgange (TUNEL-Farbung). Linke
Abbildung: Reprasentativer Ausschnitt eines mit KGF cDNA behandelten Tieres. Eine Zelle
mit nachgewiesener Apoptose (Braunfarbung, VergroRerung x630). Rechte Abbildung:
Apoptose-Farbung in den Kontrolltieren (drei positive Zellen, VergréRerung x630).
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3.4 Wachstumsfaktoren KGF, IGF-I, IGFBP-3, PDGF, bFGF und TGF-f3

Wachstumsfaktoren stellen wesentliche Triggerfaktoren fur Zellwachstum und
Uberleben. Um Informationen (iber den Zusammenhang zwischen dem KGF-
Gentransfer und dem verbesserten Uberleben der Epithelzellen wahrend der
Wundheilung zu erhalten, wurden histologische Schnitte der Wunden auf ihren
Gehalt an verschiedenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen untersucht.

3.4.1 KGF

Die immunhistochemische Bestimmung der Expression des KGF-Proteins in der
Haut ergab, dass Ratten, die das KGF-cDNA-Konstrukt erhalten hatten, eine
signifikant hohere KGF-Expression in der Haut aufwiesen als Ratten, die
Kontrollliposomen erhalten hatten (Abb. 11+12). Die Zahl der KGF-positiven
Zellen war bei den mit KGF-cDNA behandelten Tieren am Wundrand und im
Wundgrund hoher als bei den Kontrolltieren (p < 0,001). Bei behandelten und
unbehandelten Tieren war die KGF-Menge in Bereichen mit unverletzter Haut am
niedrigsten und stieg am Wundrand und im Wundgrund signifikant an (p <
0,0001). Bei den behandelten Tieren waren die meisten KGF-positiven Zellen am
Wundrand zu finden (p < 0,001 Wundrand vs. Wunde).

20 - * ok ok
18 = Kontrollgruppe —

16 | ®KGF-cDNA
14 -
12 -

Positive Zellen/Gesichtsfeld
=

OoON B~ O
1

normale Haut Wundrand Wundgrund

Abb. 11: Quantifizierung der Anzahl KGF-angefarbter Zellen (positive Zellen/Gesichtsfeld).
Die Anfarbung erfolgte immunhistochemisch mittels KGF-spezifischer Antikérper. n = 8 pro
Gruppe, Fehlerbalken: SD. ***: p <0,001
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Abb. 12: Immunohistochemischer Nachweis der KGF-Expression mittels KGF-spezifischer
Antikérper. Linke Abbildung: KGF-spezifische Anfarbung (Braunfarbung) verschiedener
Zelltypen wie Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen in mit KGF cDNA behandelten
Tieren (VergroRerung x400). Rechte Abbildung: Geringere Anfarberate in Kontrolltieren
(Vergroéferung x400).

3.4.2 IGF-I

In unverletzter Haut waren nur sehr wenige IGF-I-positive Zellen zu sehen,
wahrend im Wundgrund sowohl bei behandelten als auch bei unbehandelten
Tieren signifikant mehr IGF-I-positive Zellen gezahlt wurden. Bei mit KGF-cDNA
behandelten Tieren waren im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant mehr
IGF-I-positive Zellen pro Gesichtsfeld im Wundgrund zu finden (Abb. 13+14).

_ i

m Kontrollgruppe

B KGF-cDNA

Positive Zellen/Gesichtsfeld
QO = N W B U1 N 0 W

normale Haut Wundrand Wundgrund

Abb. 13: IGF-I, immunhistochemischer Nachweis unter Verwendung IGF-l spezifischer
Antikérper. n = 8 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. *: p < 0,05.
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Abb. 14: Reprasentative Photographie von Gewebsproben nach immunhistochemischer
Anfarbung gegen IGF-I (Braunfarbung). Linke Abbildung: Mit KGF cDNA behandelte Tiere,
rechte Abbildung: Kontrolltiere (Behandlung mit Liposomen). VergréRerung jeweils x400.
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3.4.3 IGFBP-3

Aufgrund der in transfizierten Tieren beobachteten erhdéhten IGF-I-Spiegel wurde

postuliert, dass mdglicherweise auch der IGF-Rezeptor eine dahnliche Modulation

erfahren hatte. Die nachfolgenden Abbildungen verdeutlichen, dass sich IGFBP-3

ahnlich wie IGF-I verhielt. In normaler Haut war die IGFBP-3-Expression nur sehr

gering nachweisbar, wahrend sie am Wundrand und im Wundgrund signifikant

hoéher war. Bei mit KGF-cDNA behandelten Tieren waren im Vergleich zu

Kontrolltieren signifikant mehr IGFBP-3-positive Zellen pro Gesichtsfeld im

Wundgrund zu finden (Abb. 15+16).
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Abb. 15: IGFBP-3, immunhistochemischer Nachweisunter Verwendung IGFBP-3 spezifischer
Antikérper. n = 10 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. ***: p < 0,001.
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Abb. 16: Reprasentative Photographie von Gewebsproben nach immunhistochemischer
Anfarbung gegen IGFBP-3 (Braunfarbung). Linke Abbildung: Mit KGF cDNA behandelte
Tiere, rechte Abbildung: Kontrolltiere (Behandlung mit Liposomen). VergroRerung jeweils

x400.
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3.4.4 bFGF

Zellen positiv fur bFGF waren signifikant vermehrt am Wundrand von mit
liposomaler KGF-cDNA behandelten Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren zu
finden (2,2 £ 0,6 positive Zellen pro Gesichtsfeld vs. 1,1 £ 0,9 positive Zellen pro
Gesichtsfeld). Die Behandlung mit KGF-cDNA erhdhte also auch die Expression
des Wachstumsfaktors bFGF am Wundrand (Abb. 17).

m Kontrollgruppe
2,5 | MKGF-cDNA

2,0
1,5 4
1,0 -

0,5

Positive Zellen/Gesichtsfeld

normale Haut Wundrand Wundgrund

Abb. 17: Immunhistochemischer  Nachweis bFGF-positiver  Zellen (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n =7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. *: p < 0,05.

3.4.5 TGF-f

Auf die Zahl der TGF-B-positiven Zellen hatte die KGF-cDNA-Behandlung keinen
statistisch signifikanten Einfluss. Im Wundgrund schienen die behandelten Tiere
weniger TGF-B-positive Zellen zu besitzen als die unbehandelten Tiere, der
Unterschied erreichte aber keine statistische Signifikanz (p = 0,13 behandelt vs.
Kontrollgruppe, Abb. 18).
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Abb.  18: Immunhistochemischer = Nachweis  TGF-B-positiver Zellen  (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n = 7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD.

3.4.6 PDGF
Die Expression von PDGF war in Behandlungs- und Kontrollgruppe nicht

unterschiedlich, weder in unverletzter Haut noch am Wundrand oder im Wund-
grund (Abb. 19).

3.0 1 m Kontrollgruppe

25 | MKGF-cDNA
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normale Haut Wundrand Wundgrund

Abb.  19:  Immunhistochemischer = Nachweis = PDGF-positiver  Zellen  (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n = 7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD.
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3.5 Kollagen |, IIl und IV

Um weitere Informationen Uber den Heilungsverlauf der Wunden zu erhalten,
wurde der Gehalt an drei wichtigen Kollagen-Typen in den Wunden bestimmt.
Tatsachlich  reprasentieren  Kollagene die  wichtigste strukturgebende
Komponente der Extrazellularmatrix, die sich zu reillfesten Fasern
zusammenlagern kann. Gleichzeitig uUbermitteln Kollagene im Rahmen der
Reepithelisierung hier insbesondere Kollagen [V, migratorische Signale an
angeheftete Keratinozyten. Die Versuchsdaten verdeutlichen, dass die Menge an
Kollagen | (Abb. 20) und Ill (Abb. 21) in den mit KGF-cDNA behandelten Ratten
und den Kontrolltieren nicht signifikant verschieden war, weder in unverletzter

Haut noch am Wundrand oder im Wundgrund.
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Abb. 20: Immunhistochemischer Nachweis Kollagen I-positiver Zellen (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n = 7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD.
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Abb. 21: Immunhistochemischer Nachweis Kollagen lll-positiver Zellen (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n = 7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD.

Kollagen IV war dagegen in der mit KGF-cDNA behandelten Gruppe am Wund-
rand signifikant erhdht (P < 0,05, Abb. 22, siehe auch Abb. 23).
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Abb. 22: Immunhistochemischer Nachweis Kollagen [V-positiver Zellen (positive
Zellen/Gesichtsfeld) in KGF cDNA behandelter Tiere versus Kontrollen (Behandlung mit
Liposomen). n =7 pro Gruppe, Fehlerbalken: SD. *: p < 0,05.
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Abb. 23: Reprasentative Photographie von Gewebsproben nach immunhistochemischer
Anfarbung der Kollagenfasern. Linke Abbildung: Mit KGF cDNA behandelte Tiere, rechte
Abbildung: Kontrolltiere (Behandlung mit Liposomen). In mit KGF cDNA behandelten Tieren
lasst sich Kollagen intensiv anfarben. Die Struktur ist gekrauselt, gerundet. In den
Kontrolltieren ist die Anfarbung schwacher. Die Struktur ist linear ausgerichtet. Vergrof3erung
jeweils x200.

Zusammenfassend dokumentieren die Daten, dass sich im Rattenmodell eine
Transfektion mit KGF-cDNA erfolgreich durchfihren lasst. Die Genmodifikation
bewirkte nicht nur eine verstarkte KGF, sondern auch eine gesteigerte IGF-I-
Proteinsynthese. Auch der Wachstumsfaktor bFGF konnte verstarkt in den
transfizierten Tieren nachgewiesen werden. Eine daraus resultierende Zunahme
der proliferativen Aktivitat epithelialer Zellen, gekoppelt mit einer erhdhten
Kollagen IV-Synthese, fuhrte letztendlich zu einer verbesserten Wundheilung in

Tieren mit induzierter thermischen Verletzung.
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4 Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse konnten nun an der Universitat zu Lubeck folgend

ausgewertet werden.

Die maoglichst schnelle Wiederherstellung eines intakten Epithels sowie der Dermis
nach einer Verletzung, besonders einer Brandverletzung, ist von grofter
therapeutischer Bedeutung, um Mortalitat und Morbiditat zu reduzieren und eine
rasche Heilung anzustreben [17]. Die vorliegende Studie wurde durchgefuhrt, um die
Anwendbarkeit eines nonviralen Gentransfers von KGF-cDNA zur Verbesserung der
Heilung von Verbrennungswunden zu untersuchen. Als Modell wurde eine

Verbruhung dritten Grades bei der Ratte gewahilt.

Die Konzentration auf KGF-cDNA basierte auf der nachgewiesenen positiven
Wirkung von KGF auf die Reepithelisierung von Wunden im Tiermodell [45]. Durch
Gabe des KGF in Form eines cDNA-Gentransfers sollte zum einen die
grundsatzliche Machbarkeit des KGF-Gentransfers in dieser Form gezeigt werden
und zum anderen die bei Gabe des KGF-Proteins zu erwartenden Nebenwirkungen
durch die bei dieser Methode notwendigen supraphysiologischen Dosen (s. 1.1.5)
vermieden werden. Durch Verwendung eines nonviralen Systems zum Gentransfer
wurden viele der mit viralen Transfektionssystemen assoziierten Risiken und

Nachteile (s. 1.1.5) vermieden.

Es konnte gezeigt werden, dass der liposomale KGF-cDNA-Gentransfer im hier
verwendeten Rattenmodell zu einer Erhdhung der KGF-Proteinmenge fuhrt (siehe
Abb. 2). Dies deutet darauf hin, dass A) das transferierte Gen erkannt und in den
zellularen Transkriptions- und Translationsprozess integriert und B) die
physiologische Wirkung des KGF-Gens imitiert wurde.

In der Tat fuhrte der KGF-Gentransfer zu einer deutlichen Beschleunigung der
Reepithelisierung der Wunde (siehe Abb. 4-6). Ein Grund fir die verstarkte
Reepithelisierung war in der Stimulation der Keratinozyten zu sehen, die sich zum
einen in einer deutlich erhdhten Proliferationsrate (siehe Abb. 7 + 8) und zum
anderen in einer deutlich verminderten Apoptose aulRerte (siehe Abb. 9 + 10).

Auf der Suche nach einer Erklarung fur die verbesserte Wundheilung aufgrund der
KGF-Therapie wurde in nachfolgenden Experimenten die Interaktion zwischen
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KGF und anderen, fur die Wundheilung relevanten epithelialen und

mesenchymalen Wachstumsfaktoren, untersucht.

Die Mengen von synthetisiertem IGF-| (siehe Abb. 13 + 14) und seinem Rezeptor
IGFBP-3 (siehe Abb. 15 + 16) waren im Wundgrund erhdht, wahrend die Menge
an freigesetztem bFGF am Wundrand der Behandlungsgruppe anstieg (siehe Abb.
17). IGF-I beschleunigt die Wundheilung von akuten und chronischen Wunden [18,
31, 50]. Es hat mitogene Effekte auf Keratinozyten. Folglich kann die
nachgewiesene erhohte |IGF-I-Konzentration wursachlich fir die erhohte
Proliferationsrate  der  Keratinozyten  verantwortlich  zeichnen.  Weitere
Mechanismen sind zu diskutieren. So stimuliert IGF-I auch Fibroblasten, induziert
die Kollagensynthese und verbessert die Zellerholung und Stabilitat nach einer
Verletzung. Alle diese Faktoren beschleunigen und verbessern die Wundheilung
und die Wundmatrix [17, 18, 33]. Allerdings stimuliert IGF-I nicht die Migration von

epithelialen Zellen.

Kritisch anzumerken bleibt, dass eine verstarkte IGF-I-Synthese [51] und/oder
verstarkte  Signalaktivitat |GF-relevanter Wachstumsrezeptoren zu einer
uberschieRenden Induktion des Zellwachstums im Sinne einer Hyperplasie bis hin

zur Tumorgenese fuhren kann [52].

Interessanterweise scheint der IGFBP-3 Serumspiegel negativ mit der Progression
des malignen Melanoms assoziiert zu sein [53], so dass hier kompensatorische
Mechanismen spekulativ in Betracht zu ziehen sind. Inwieweit ein Ungleichgewicht
zwischen IGF-I und IGFBP-3 Synthese in der Tat zu einer epithelialen-
mesenchymalen Transition fuhrt, muss Gegenstand nachfolgender Langzeitstudien

bleiben.

Die erhohte Expression des IGF-Rezeptors IGFBP-3 kdnnte parakrin durch die
erhohte IGF-Konzentration hervorgerufen worden sein, ahnlich, wie es bei einer
Gentherapie mit IGF-I-cDNA beobachtet wurde [54].

Fruhere Studien haben gezeigt, dass IGF-I Uber die Stimulation von Makrophagen
und Endothelzellen die bFGF-Bildung erhoht, was die erhohten bFGF-Werte in der
Behandlungsgruppe erklaren konnte [18, 32, 50, 54]. Erhohte bFGF-Werte flihren
zu einer verstarkten Angiogenese und Fibroblastenproliferation [40].
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Die durch die KGF-cDNA ausgeloste erhohte Expression von IGF-1 und IGFBP-3
tragt moglicherweise durch eine positive Ruckkopplung zu einer verstarkten KGF-
Produktion der Fibroblasten bei. Eine zusatzliche Assoziation mit einer Erhéhung
von bFGF durch Stimulation von Makrophagen am Wundrand ist denkbar. Durch
die Freisetzungskaskade werden die Reepithelisierung, die Angiogenese und die
Proliferation von Fibroblasten angeregt, was zu einer allgemeinen Beschleunigung

der Wundheilungsvorgange beitragt.

Die ebenfalls in dieser Studie untersuchten Zytokine PDGF und TGF-B waren
weder in unverletzter Haut noch am Wundrand oder im Wundgrund signifikant
angestiegen. PDGF ist ein wirksamer mitogener, chemotaktischer und angiogener
Faktor. Er ist einer der ersten Wachstumsfaktoren, die in der akuten Wunde
freigesetzt werden und wird von Thrombozyten im Blutgerinnsel gebildet [19].
PDGF ist weit an der Spitze der auf eine Gewebsverletzung folgenden Signal- und
Reaktionskaskade lokalisiert [43], was eine Erklarung fur den fehlenden Einfluss
der cDNA des erst auf einer spateren Ebene eingreifenden KGF auf PDGF sein
konnte. PDGF stimuliert Uber seine starke chemotaktische Wirkung die Migration
von Monozyten und T-Zellen in der fruhen Entzindungsphase nach einer akuten
Verletzung. Dass die Behandlung mit KGF-cDNA nicht zu einem Anstieg der
PDGF-Werte fuhrte, ist von Vorteil, da die Wundheilung durch eine PDGF-
induzierte starkere Entzindung behindert wurde. TGF- stimuliert die Synthese
von Kollagen I, I, Il und VII [55, 56]. Auch die nicht erhdhte TGF-B-Menge ist
daher fur die geordnete Wundheilung insofern von Vorteil, als eine verstarkte

Narbenbildung vermieden wird.

Die Expression von Kollagen | und Ill zeigte keine Unterschiede zwischen der
Behandlungsgruppe und der Kontrollgruppe (siehe Abb. 20 + 21).
Interessanterweise war aber Kollagen IV in dieser Studie in der mit KGF-cDNA
behandelten Gruppe erhoht, am Wundrand statistisch signifikant (siehe Abb. 22).
Kollagen IV ist ein wichtiger Bestandteil aller Basalmembranen. Wenn
Keratinozyten auf Kollagengelen ohne Fibroblasten kultiviert werden, bilden sie
keine erkennbare Basalmembran; in Gegenwart von Fibroblasten wird dagegen
eine dermal-epidermale Verbindung ahnlich wie in der Haut aufgebaut [42]. Ein
Teil der Fibroblasten in der Region um die sich bildende Basalmembran

synthetisiert ebenso wie basal liegende Keratinozyten Kollagen IV und Kollagen
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VII. Dieser Zusammenhang ist als Hinweis darauf zu werten, dass die Synthese
der Grenzschicht zwischen Dermis und Epidermis von Komponenten aus beiden
Zelltypen abhangt. Die hier vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass KGF direkt
zumindest basale Keratinozyten, vielleicht auch beide, Keratinozyten als auch
Fibroblasten, zur erhohten Synthese von Kollagen IV stimuliert. Es ist allerdings
auch maglich, dass die schnellere Reepithelisierung in der Behandlungsgruppe der
Grund fir die erhohten Kollagen-IV-Werte ist. Eine umfassende
immunhistochemische Analyse von normalem und erkranktem Gewebe hat
ergeben, dass eine Hauptfunktion von Kollagen IV die Stabilisierung der
Basalmembran ist und dass es das ,Ruckgrat® der Basalmembran bildet und somit
ihr mechanische Stabilitat verleiht [19]. Die durch Gabe der KGF-cDNA erhdhten
Werte von Kollagen IV am Wundrand konnten entsprechend zu einer erhdhten
Reildfestigkeit der Wunde fuhren. Die unveranderten Mengen von Kollagen | und Il
und die erhohte Kollagen-1V-Menge sind Zeichen fur eine verbesserte Bildung der

Basalmembran ohne pathologische Narbenbildung in dieser Wundheilungsphase.

Insgesamt lasst sich aus der hier vorgelegten Studie ableiten, dass mittels KGF-
cDNA eine beschleunigte Reepithelisierung, die Forderung der
Basalmembransynthese und die gleichzeitige Vermeidung Ubermaliger
Narbenbildung nach schweren Verbrennungsschaden initiiert werden kann.
Einschrankend ist jedoch hinzuzufugen, dass die hier getroffenen Aussagen auf
einem Rattenmodell mit zugefugten Verbrennungen dritten Grades beruhen.
Weitere Studien sind notwendig, um die Moglichkeit der Gabe von KGF-cDNA in

der Therapie von Brandwunden zu evaluieren.

Neben der therapeutisch induzierten verstarkten Wundheilung bei Verbrennungen
ist ein weiteres Einsatzgebiet der KGF-cDNA Transfektion zu diskutieren. Im
Bereich der Zahn-, Mund und Kieferchirurgie wird der Einsatz von
thrombozytenreichem Plasma (PRP) als Unterstutzung fir eine verbesserte
Wundheilung und Knochenneubildung aus Augmentaten diskutiert [57]. Dennoch
ist ein solcher Einsatz umstritten, da Wundheilungsstorungen oftmals eine
chirurgische Wundrevision erfordern. Daraus ergibt sich deduktiv folgende
Hypothese: Kann eine KGF-cDNA getrankte Membran einen chirurgisch bedingten

Schleimhautdefekt zu einer accellerierten und reizloseren Abheilung fuhren?
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Als Membran konnte zum Beispiel eine porcine Kollagenmembran mit einer
naturlichen Bilayer-Struktur fungieren (Geistlich Biomaterials Vertriebsgesellschaft
mbH). Zur Verifizierung der hier aufgestellten Hypothese sind jedoch detaillierte

Studien notwendig.

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob eine Behandlung von
Verbrennungswunden mit der in Liposomen verabreichten cDNA des
Wachstumsfaktors Keratinocyte Growth Factor (KGF) positive Effekte auf die
Wundheilung ausubt. Zu diesem Zweck wurden Ratten nach Setzen einer akuten
Verbrihungswunde dritten Grades in zwei Gruppen aufgeteilt, die wochentliche
Injektionen von entweder Liposomen mit dem Lac-Z-Gen oder Liposomen mit KGF-
cDNA und dem Lac-Z-Gen erhielten. Mit histologischen und immunhistochemischen
Methoden wurden Zellproliferation und Apoptose, die Expression von
Wachstumsfaktoren und Kollagenen sowie die dermale und epidermale Struktur

untersucht.

Die Injektion liposomaler KGF-cDNA-Komplexe fuhrte zu einer deutlichen
Beschleunigung der Reepithelisierung. Aullerdem wurde gezeigt, dass KGF mit
anderen Wachstumsfaktoren interagiert, die wesentlich fur die Regeneration von
Dermis und Epidermis verantwortlich zeichnen. KGF fuhrte zu einer Erhéhung der
Konzentrationen von IGF-I, IGFBP-3 und bFGF. AuRerdem wurde eine verstarkte
Synthese von Kollagen IV beobachtet. Dieser Anstieg konnte zusammen mit dem
erhohten Proliferations/Apoptose-Verhaltnis die Erklarung fur die verstarkte Reepi-
thelisierung durch KGF wahrend der Wundheilung sein. Die Behandlung mit KGF-
cDNA fluhrte nicht zu verstarkter Narbenbildung oder Entzindung, was durch die
unveranderten Konzentrationen von TGF-B, PDGF und Kollagen | und Il in der

Wunde gezeigt wurde.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Behandlung mit KGF-cDNA die
Wundheilung Uber direkte und indirekte Effekte verbessert, ohne dass es zu
pathologischer Narbenbildung kommt. Weitere Studien sind jedoch notwendig, um

die Bedeutung fur die klinische Anwendung im Detail herauszuarbeiten.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

cDNA copy-DNA

CMmv Cytomegalovirus

DAB 3,3‘-Diaminobenzidin

DMRIE 1,2-Dimyristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethylammoniumbromid
DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxyribonucleic acid)

EGF Epidermal Growth Factor

FGF Fibroblast Growth Factor

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsaure

IGF-I Insulin-like Growth Factor |

KGF Keratinocyte Growth Factor

mMmRNA messenger-RNA

PBS phosphatgepufferte Salzldsung (engl. phosphate-buffered saline)
PDGF Platelet-derived Growth Factor

RNA Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

TdT terminale Desoxynukleotidyl-Transferase

TGF-B Transforming Growth Factor 8

TNF a Tumor Necrosis Factor a

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VKOF verbrannte Kérperoberflache
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