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2. Abkürzungsverzeichnis 
 

“ Inch, Zoll 

°C Temperatur in Grad Celsius 

μl Mikroliter 

μm Mikrometer 

3MRGN Gegen drei von vier Leitsubstanzen (Antibiotika) multiresistente 

gramnegative Stäbchen 

AHL-12 N-(3-oxododecanoyl)-L-Homoserin-Lacton 

AmpC Klasse C Cephalosporinase 

ArBl Leerer Array 

ArPr Mit Probe beladener Array 

ATCC American Type Culture Collection 

AXYLO Achromobacter xylosoxidans 

BCA Bicinchoninic acid assay, Bicinchoninsäure Test 

bFGF Basic fibroblast growth factor, basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor 

BM Basalmembran 

BSA Bovines Serum Albumin 

CA Celluloseacetat 

ca. Circa 

CCN CTGF Cyr61 nov 

CITKOS Citrobacter koseri 

CLSI Clinical and Laboratoy Standards Institute 

cm2 Quadratzentimeter 

CTGF Connective tissue growth factor, Bindegewebs-Wachstumsfaktor 

Cyr61 Cystein-rich protein 61, Cystein-reiches Protein 61 
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demin. Demineralisiert 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure  

eap Extrazelluläre Adhärenz-Proteine 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGF Epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor 

ELISA Enzyme-linked immunosorbend assay, enzymgekoppelter 

Immunadsorptionstest 

ENFIS Enterococcus faecalis 

EPS Extrazelluläre polymere Substanzen 

ES Exkrete/Sekrete 

EUCAST The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

EW Erwartungswert 

EZM Extrazelluläre Matrix 

FGF Fibroblast growth factor, Fibroblasten-Wachstumsfaktor 

FKS Fötales Kälberserum 

g Gramm, mittlere Erdbeschleunigung 

GF Glasfaser 

GF+ Sartopure GF+ 

GMP Good manufacturing practice, gute Herstellungspraxis 

Gr. Gruppe 

h Hour, Stunde 

HaCaT Human adult low calcium high temperature (keratinocytes), menschliche 

Erwachsenen niedrig Kalzium hoch-temperatur Keratinozyten 

HB-EGF Heparin binding EGF, Heparin bindender EGF 



Abkürzungsverzeichnis 

7 
 

HD Hemidesmosomen 

HGF Hepatocyte growth factor, Hepatozyten Wachstumsfaktor 

HUVEC Human umbilical vein endothelial cells, humane Nabelschnur 

Endothelzellen 

I Intermediär 

JAK2 Janus Kinase 2 

KGF Keratinocyte growth factor, Keratinozyten-Wachstumsfaktor 

kGy Kilogray 

KLEB Klebsiella pneumoniae 

Konz. Konzentration 

KZ Keratinozyten 

L Liter 

LPS Lipopolysaccharid(e) 

mA Milliampere 

mbar Millibar 

MDT Maggot débridement therapy, Madentherapie 

mg Milligramm 

MHK Minimale wachstumshemmende Konzentration 

min Minute 

MiQ Mikrobiologisch-infektiologische Qualitätsstandards 

ml Milliliter 

mmol Millimol 

MMP Matrixmetalloproteinase(n) 

MRSA Methicillinresistenter Staphylococcus aureus = ORSA 

MSSA Methicillinsensitiver Staphylococcus aureus 

MT Membrane type, Membran Typus 
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MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

MW Mittelwert 

n Anzahl 

NHDF Normale humane dermale Fibroblasten 

nm Nanometer 

nov Nephroblastoma overexpressed gene, im Nephroblastom überexprimiertes 

Gen 

OD Optische Dichte 

OprD/M Outer membrane porin D/M, Außenmembran Porin D/M 

P Patient 

p.a Per Analysis 

pAVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit 

PBS Phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR Polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion 

PDGF Platelet derived growth factor, von Thrombozyten stammender 

Wachstumsfaktor 

PE Polyethylen 

PES Polyethersulfon 

pg Picogramm 

pH Potentia hydrogenii 

Pip Piperacillin 

PMN Polymorphonukleäre Granulozyten 

PMT Photo multiplier tube, Photonenelektronenvervielfacher 

PP Polypropylen 

PP2 Sartopure 2 

PQS Pseudomonas Quinolone Signal, Pseudomonaden Quinolon Signal 
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PRETT Providencia rettgeri 

PROMIR Proteus mirabilis 

PS Polystyrol 

PYO Pseudomonas aeruginosa 

QRDR Quinolone Resistance-Determing Regions, Quinolon-Resistenz 

bestimmende Region 

R Resistent 

RF Referenzfaktor 

ROS Reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies 

RT Raumtemperatur 

S Sensibel 

sei Styphylococcal enterotoxin I, Staphylokokken-Enterotoxin-I 

SG PES Sartoguard PES 

SMAD2 Mothers against decapentaplegic homolog 2 

sog. sogenannt 

SOP Standard operating procedure, Standardvorgehensweise 

SP2 Sartopore 2 

STAAUR Staphylococcus aureus 

Stabw. Standardabweichung 

syn. Synonym 

Taz Tazobactam 

TGF Transforming growth factor, transformierender Wachstumsfaktor 

TIMP Tissue inhibitors of metalloproteinases, Gewebeinhibitoren der 

Metalloproteinasen 

TMP/SMZ Trimethoprim/Sulfamethoxazol 

TNF Tumor necrosis factor, Tumornekrosefaktor 
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TSB Tryptische Soja Bouillon  

VEGF Vascular endothelial growth factor, vaskulärer endothelialer 

Wachstumsfaktor 

VRE Vancomycinresistenter Enterococcus 

Xnorm Normalisierte Messwerte 

Xreal Reale Messwerte 
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3. Einleitung 
 

3.1. Aufbau der menschlichen Haut 
Die Haut ist das flächenmäßig größte und gleichzeitig schwerste Organ des Menschen. Sie 

schützt die darunterliegenden Gewebe vor äußeren Einflüssen und übernimmt wichtige 

Funktionen in der Flüssigkeits- und Wärmeregulation des gesamten Organismus und 

besitzt Funktionen in Wahrnehmung thermischer und chemischer Reize sowie 

mechanischer Reize (Braun-Falco et al. 2005; Godin und Touitou 2007; Hurkmans et al. 

1985; Kanitakis 2002). Die Haut kann grob in Epidermis, Dermis und subkutanes Fett- und 

Bindegewebe gegliedert werden. Der Hauptzelltyp des mehrschichtigen Plattenepithels der 

Epidermis sind Keratinozyten, wobei die oberste Schicht der Epidermis aus abgestorbenen 

Zellen besteht. In der darunter liegenden Bindegewebsschicht treten Fibroblasten als 

Hauptzelltyp auf. Im Gegensatz zur Epidermis befindet sich in der Dermis ein Geflecht von 

sowohl Blut- als auch Lymphgefäßen (Jung 1995). Eine Unterbrechung dieser Barriere 

macht die darunter liegenden Gewebe für äußere Einwirkungen angreifbar. Eine 

Gewebedurchtrennung der Haut, aber auch von Schleimhäuten sowie anderen Geweben 

und Organen, wird als Wunde bezeichnet. Es wird zwischen einfachen Wunden, die nur auf 

die Haut begrenzt sind, und komplizierten Wunden unterschieden, wobei letztere durch die 

Durchtrennung von Gefäßen, Muskeln und Nerven charakterisiert sind (Kujath und 

Michelsen 2008). 

 

3.2. Phasen der primären, kutanen Wundheilung 
Im Zuge der Wundheilung kann die Unterbrechung dieser Barriere repariert und deren 

Wiederherstellung in verschiedene Phasen eingeteilt werden (Abbildung 1). Als eine erste 

Reaktion auf die Gewebedurchtrennung und den damit einhergehenden Verletzungen von 

Kapillaren erfolgt der Austritt von Blut, Lymphe und Gewebswasser in den Wundspalt. Unter 

Beteiligung von Thrombozyten und verschiedenen Gerinnungsfaktoren erfolgt der 

Verschluss dieser Gefäße. Diese Phase wird häufig synonym mit Hämostase, Gerinnungs- 

oder Exsudationsphase bezeichnet (Falanga 2005; Schmidt et al. 2004; Singer und Clark 

1999). Durch die Sekretion von Thrombin durch Thrombozyten kann Fibrinogen zu Fibrin 

gespalten werden, wodurch ein Fibrinpfropf entsteht, der den Wundspalt verschließt und 

auch als temporäre extrazelluläre Matrix (EZM) dient. Weitere Bestandteile dieses Pfropfs 

sind Fibronectin, Vitronectin und Thrombospondin. Der Fibrinpfropf dient zudem als 

Speicher für Wachstumsfaktoren und Zytokine, die durch degranulierende Thrombozyten 

freigesetzt werden. Sauerstoffmangel infolge der Hämostase führt zu einem erhöhten 



Einleitung 

12 
 

Kohlendioxid-Druck und einem Absinken des pH-Werts. Es bilden sich generell durch 

Rötung, Schwellung und Schmerzen Anzeichen einer physiologischen Entzündung 

(Scheithauer und Riechelmann 2003a). 

Durch die Abgabe von Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch Thrombozyten, aber auch 

durch Spaltprodukte des Fibrins, werden polymorphonukleäre neutrophile Granulozyten 

(Neutrophile) als erste Zellen des Immunsystems bereits ca. 24 Stunden nach 

Wundentstehung in den Wundspalt gelockt. Sie sind unter anderem an der Phagozytose 

von Bakterien und der Wundreinigung beteiligt. Zusätzlich sekretieren sie pro-

inflammatorische Zytokine wie TNF-  (tumor necrosis factor- ) und das Interleukin 1 . 

Beide wiederum stellen frühe Signale für Fibroblasten und Keratinozyten dar. Unter 

physiologischen Bedingungen wandern etwas verzögert (nach ca. 48 Stunden) Monozyten 

und Makrophagen, aber auch Lymphozyten in den Wundbereich ein, die wiederum große 

Mengen verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren, z.B. FGF (fibroblast growth 

factor), TGF-  und TGF-  (tranforming growth factor- /- ) sekretieren, die für die 

anschließende Migrations-/Proliferationsphase notwendig sind (Park und Barbul 2004; 

Scheithauer und Riechelmann 2003a; Vilcek et al. 1986). Der von Thrombozyten 

abgegebene PDGF (platelet–derived growth factor) sowie TGF- 1 kennzeichnen diese 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der kutanen Wundheilung. Die Darstellung zeigt eine Einteilung der zeitlich 
überlappenden Phasen der Wundheilung und die wichtigsten Vorgänge in den jeweiligen Phasen sowie die beteiligten 
Zelltypen. EZM = Extrazelluläre Matrix. Verändert nach (Falanga 2005). 
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Phase. Durch sie wird auch die Migration und Proliferation von Keratinozyten vom 

Wundrand sowie von Fibroblasten eingeleitet (Martin 1997; Singer und Clark 1999). 

Verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMP), die nahezu alle Bestandteile der 

temporären EZM spalten können, bauen diese wieder ab (Kahari und Saarialho-Kere 1999; 

Nagase und Woessner 1999). Makrophagen und Endothelzellen sekretieren VEGF 

(vascular endothelial growth factor) und bFGF (basic fibroblast growth factor), was zum 

Einsprossen neuer Blutgefäße führt, die den Wundspalt mit Sauerstoff und Nährstoffen 

versorgen (Sunderkotter et al. 1994). Vom Wundrand migrieren weitere Keratinozyten ein 

und verschließen den Wundbereich mit einer Neoepidermis. Hinter der Migrationsfront 

befindet sich eine Zone aus sich teilenden Keratinozyten. Der Vorgang wird unter anderem 

durch die Wachstumsfaktoren EGF (epidermal growth factor), TGF- , HB-EGF (heparin 

binding-EGF) und KGF (keratinocyte growth factor) gesteuert, wobei die Bildung eines 

mehrschichtigen Epithels angeregt wird (Blotnick et al. 1994; Martin 1997; Singer und Clark 

1999). Im Anschluss an die Reepithelisierung erfolgt eine Remodellierungs-Phase, in der 

Fibroblasten zu Myofibroblasten differenzieren, die vermehrt „ -smooth muscle actin“ 

exprimieren und dem Wundbereich eine gesteigerte Elastizität verleihen. Diese Phase 

dauert bis zu einem Jahr an (Grinnell 1994; Welch et al. 1990). Verschiedene MMP tragen 

in dieser Phase maßgeblich zur Remodellierung von Typ I, Typ II und Typ V Kollagenfibrillen 

bei, die über TGF-  gesteuert wird. Nach der Verknüpfung der Myofibroblasten wird 

vermutlich durch PDGF aus Fibroblasten die Wundkontraktion eingeleitet (Montesano und 

Orci 1988; Scheithauer und Riechelmann 2003a). 

 

3.3. MMP in der kutanen Wundheilung 
Die Familie der MMP umfasst 25 Mitglieder von zinkabhängigen, extrazellulären 

Endopeptidasen, die alle als strukturelle Gemeinsamkeit ein Propeptid, eine katalytische 

Domäne und eine Zink-Bindungsstelle aufweisen. Es treten 24 dieser MMP bei Säugetieren 

auf (Chen und Parks 2009; Martins et al. 2013; Overall und Lopez-Otin 2002). Die für die 

Wundheilung wichtigsten MMP sind Kollagenasen (MMP-1, MMP-8 und MMP-13), 

Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) und die Stromelysine (MMP-3 und MMP-10). MMP 

werden von verschiedenen Zelltypen (Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, 

Monozyten, Lymphozyten und Makrophagen) exprimiert. Abbildung 2 zeigt eine Übersicht 

der Expression der verschiedenen MMP in der kutanen Wundheilung sowie die Zuordnung 

zu bestimmten Zelltypen. Die Transkription wird hauptsächlich durch 

Zytokine/Wachstumsfaktoren (Interleukine, Interferone, EGF, KGF, FGF, VEGF, PDGF, 

HGF (hepatocyte growth factor), TNF- , TGF- ) eingeleitet (Martins et al. 2013; Yan und 

Boyd 2007). Aktiviert werden die in ihrer latenten Form vorliegenden MMP durch 

verschieden Serinproteinasen, aber auch durch andere MMP. Die Regulation von MMP 
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kann über verschiedene im Plasma enthaltende Proteinaseinhibitoren gesteuert werden 

( 2-Makroblobulin, 1-Proteinase oder Thrombospondin-1 und -2), aber hauptsächlich 

durch spezifische TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) (Baker et al. 2002; Martins 

et al. 2013; Sottrup-Jensen und Birkedal-Hansen 1989). 

Die unterschiedlichen MMP übernehmen eine Vielzahl verschiedener Funktionen, wie z.B. 

die Freisetzung und Aktivierung, aber auch die Deaktivierung von Zytokinen und 

Wachstumsfaktoren, die zum Teil in der EZM gespeichert sind. Darüber hinaus sind sie an 

der Remodellierung der EZM beteiligt. Sie sind notwendig für die Migration von 

Keratinozyten, Fibroblasten, Neutrophilen und anderen Zellen des Immunsystems (Martins 

et al. 2013). Es scheint gesichert zu sein, dass sich chronische Wunden durch die 

anhaltende Stimulation des angeborenen Immunsystems in einem Status der chronischen 

Inflammation befinden (Pukstad et al. 2010). Durch die Verlängerung dieser Phase kommt 

es zu einer Störung des Gleichgewichts der verschiedenen Zytokine, Wachstumsfaktoren, 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und Proteinasen. ROS können Zellen direkt schädigen, 

führen aber auch zu einer vermehrten Expression verschiedener MMP (-1, -2, -3, -9, -13), 

wodurch ein Wundverschluss verlangsamt bzw. verhindert wird (Bournelis 2012; Eming et 

al. 2007; Majno 1998; Schreml et al. 2010; Weiss 1989; Wysocki et al. 1993). Zudem scheint 

 

Abbildung 2: Expression und Lokalisation von MMP und TIMP in der kutanen Wundheilung. Überblick über die 
wichtigsten, an der kutanen Wundheilung beteiligten Zellen und der Lokalisation der Expression verschiedener MMP und 
TIMP. MMP = Matrixmetalloproteinase; MT = membrane type; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases; 
KZ = Keratinozyten; HD = Hemidesmosomen; BM = Basalmembran; EZM = extrazelluläre Matrix. Abbildung verändert nach 
Martins et al. (2013). 
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es auch mit steigendem Alter einen Anstieg in der Expression der MMP-2 und -9 in Wunden 

zu geben (Ashcroft et al. 1997). Es lassen sich auch drastisch erhöhte Level der 

Neutrophilen-Elastase und Plasmin in Wundexsudaten nachweisen, die zusammen mit den 

erhöhten MMP-Leveln die Degradation von Wachstumsfaktoren und neu gebildeter EZM 

katalysieren (James et al. 2003; Kurtagic et al. 2009; Lauer et al. 2000; Palolahti et al. 1993; 

Wysocki und Grinnell 1990). 

 

3.4. Ursachen für Störungen im kutanen Wundheilungsgeschehen 
Der Prozess der primären und physiologischen Wundheilung ist ein äußerst komplexer 

Vorgang, bei dem eine Vielzahl beteiligter Zelltypen und eine bei weitem größere Anzahl 

verschiedener Zytokine, Wachstumsfaktoren, Anheftungsfaktoren und Proteinasen, z.T. 

zeitlich überlappend und koordiniert, benötigt werden. Störungen in diesem vielschichtigen 

und kompliziert organisierten Prozess können diesen verlangsamen, aufhalten oder gar 

umkehren. Verschiedene Faktoren können sich zu einer Wundheilungsstörung 

manifestieren. Aber auch wenn keine Störung vorliegt, können z.B. sehr großflächige 

Wunden zu sekundär heilenden Wunden gezählt werden. Ein Verschluss erfolgt dann nicht 

mehr primär vom Wundrand ausgehend, sondern vielmehr durch ein Auffüllen des 

Wundbereichs durch Granulationsgewebe (Scheithauer und Riechelmann 2003b). 

Faktoren, die die Wundheilung negativ beeinflussen, können in lokale (intrinsische) und 

systemische (extrinsische) Faktoren unterschieden werden. Zu den intrinsischen Faktoren 

zählen unter anderem Wundinfektionen, Fremdkörper im Wundbereich (z.B. Nahtmaterial), 

Ischämie, venöser Bluthochdruck, ionisierende Strahlungen, lokale Toxine und 

Tumorerkrankungen (Malignome). Es können beispielsweise aber auch bestimmte OP-

Techniken dazu gezählt werden. Dem gegenübergestellt können Therapien mit Cortisonen 

oder Chemotherapeutika, Fehlernährungen, andere Tumorerkrankungen, Urämie, Ikterus 

und Alkoholismus ursächlich zu einer Chronifizierung beitragen. Hinzu kommen genetisch 

bedingte Prädispositionen und die vermutlich wichtigste Ursache, das Alter. Bei über 60-

jährigen wird schätzungsweise mit bis zu dreifach erhöhten Störungen der Wundheilung 

gerechnet. Fibroblasten, denen eine wichtige Rolle in allen Phasen der kutanen 

Wundheilung zuteilwird, treten im Verlauf der Alterung in verringerter Anzahl auf und teilen 

sich langsamer. Hierdurch kommt es in allen Phasen zu Störungen im koordinierten Ablauf 

dieser Prozesse (Lawrence 1992; Scheithauer und Riechelmann 2003b). Wunden, die über 

drei Wochen, aber weniger als drei Monate bestehen, können als kompliziert und Wunden, 

die über drei Monate bestehen, als chronisch bezeichnet werden (Dissemond 2006). 

Chronische Wunden stellen für die betroffenen Patienten eine erhebliche Belastung dar, 

die mit einem massiven Verlust der Lebensqualität einhergeht. Hinzu kommen häufig lange 

Behandlungszeiten und steigende Kosten für das Gesundheitssystem. Etwa 2 % der in 
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Deutschland für das Gesundheitssystem anfallenden Kosten werden durch die Behandlung 

von Ulcera der Beine verursacht. Der Großteil der Ulcera ist durch venöse Störungen des 

Blutabfluss (Ulcus cruris venosum), aber auch durch arterielle Durchblutungsstörungen 

(Ulcus cruris arteriosum), häufig in Verbindung mit dem diabetischen Fußsyndrom, auf 

Grundlage einer Diabetes mellitus, verursacht. Die Prävalenz des Ulcus cruris venosum 

liegt in der deutschen Bevölkerung bei etwa 0,8 %, die der peripheren arteriellen 

Durchblutungsstörungen bei etwa 3 bis 10 %. Etwa 2 bis 10 % der an einer Diabetes 

Erkrankten zeigen ein diabetisches Fußsyndrom. Aufgrund uneinheitlicher Definitionen für 

das Vorhandensein dieser Erkrankungen lassen sich jedoch keine exakten Werte ermitteln. 

Etwa 60 % der rezidiven diabetischen Fuß-Ulcera machen eine Amputation unumgänglich 

(Herber et al. 2007; Medicine 2008; Morbach et al. 2012; Nord 2006; Rüttermann et al. 

2013). Losgelöst von diesen Hauptursachen für chronische Ulcera der Unterschenkel sind 

diese Wunden vor allem durch die verlängerte Dauer der Eröffnung anfällig für bakterielle 

Besiedlungen/Infektionen (Dissemond 2014). 

 

3.5. Bakterien und bakterielle Biofilme in chronischen Wunden 
Die Ulcera umgebenden Hautbereiche und die Bereiche der Ulcera teilen zwar einen 

Großteil ihrer bakteriellen Flora, jedoch besitzen die Ulcera als solche häufig eine reduzierte 

Diversität auf Art und Gattungsniveau. Hinzu kommen einige opportunistische 

Bakterienspezies, die zwar in und außerhalb der Wunde gefunden werden können, aber in 

den Wundbereichen in höherer Dichte auftreten (Gontcharova et al. 2010). Zu den 

häufigsten in Wunden auftretenden bakteriellen Spezies scheinen Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und Proteus mirabilis zu zählen (Dissemond et 

al. 2004). Eine mit Bakterien besiedelte Wunde ist jedoch nicht gleichzeitig auch infiziert. 

Ob ein Fortschreiten von einer besiedelten zu einer kritisch besiedelten oder sogar 

infizierten Wunde vorliegt, hängt unter anderem von der Immunantwort des Patienten, der 

Summe verschiedener Bakterienspezies, der Dichte der Besiedlung und der Virulenz der 

verschiedenen Spezies ab (Edwards und Harding 2004). Bakterielle, extrazelluläre 

Adhärenz-Proteine (eap), z.B. von S. aureus, nehmen direkten Einfluss auf die 

Reparaturmechanismen in der Wundheilung (Athanasopoulos et al. 2006). Die 

Organisation wundbesiedelnder Bakterien in Biofilmen (Abbildung 3) vermittelt diesen 

zudem einen Schutz vor externen Einflüssen, wie z.B. Antibiotika. Biofilme bestehen zu 

einem großen Teil extrazellulären polymeren Substanzen, die in Verbindung mit Wasser 

eine Art Hydrogel bilden (McCarty et al. 2012). Bestimmte wundbesiedelnde Bakterien wie 

P. aeruginosa sind in der Lage, voll funktionsfähige Biofilme in nur zehn Stunden zu bilden 

(Harrison-Balestra et al. 2003).  
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Biofilme vermittelten dabei den bakteriellen Gemeinschaften nicht nur Schutz vor Antibiotika 

und Desinfektiva, sondern auch vor dem Immunsystem des kolonisierten Wirts selbst. 

Hierbei ist das Eindringen von Neutrophilen in die Biofilm-Matrix und die Phagozytose der 

beinhalteten Bakterien nicht ausgeschlossen, wird aber in den reifen Biofilmen gemindert 

(Gunther et al. 2009). Kennzeichnend für den Einfluss bakterieller Biofilme (aber auch 

planktonisch auftretender Bakterien) auf die kutane Wundheilung sind eine verlängerte 

Aktivierung pro-inflammatorischer Immunantworten, steigende Level der MMP-

Konzentrationen und hierdurch sowie durch bakterielle Virulenzfaktoren bedingte 

Degradation von Geweben (McCarty et al. 2012), Komponenten der EZM durch Elastase 

(Grinnell und Zhu 1996) und damit verbunden auch die Verhinderung einer 

Reepithelisierung (Schierle et al. 2009). Diese pro-inflammatorischen Immunantworten 

werden durch das verstärkte Auftreten von Monozyten und Makrophagen bedingt und 

lassen sich unter anderem durch das Auftreten von z.B. TNF-  und den Interleukinen -1 

und -6 in der Wundflüssigkeit nachweisen (Eming et al. 2007). Einige Signalmoleküle des 

„quorum sensing“, einer Art Kommunikation zwischen Bakterien (Fuqua et al. 1994), 

können die Wundheilung zusätzlich beeinflussen. Vor allem Signale von P. aeruginosa 

verringern die Migration von Fibroblasten und Keratinozyten (Jacobsen et al. 2012) und 

 

Abbildung 3: Verhinderung des Wundverschluss durch bakterielle Biofilme. (1) Gefäßverschluss durch Thrombozyten 
und (2) anfängliche Formierung des Fibrinfropfs. (3) Infiltration durch Immunzellen und lokale Entzündungsreaktion. (4) 
Wundverschluss und Abnahme inflammatorischer Signale. MMP = Matrixmetalloproteinase; EPS = extrazelluläre polymere 
Substanzen. Verändert nach McCarty et al. (2012). 
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stehen in einem direkten Zusammenhang mit der Erhöhung der Chemotaxis in Neutrophilen 

(Kahle et al. 2013) sowie der Größe (Nakagami et al. 2011) und der Bestehensdauer von 

Wunden (Gjodsbol et al. 2006). Es besteht sogar die Hypothese, dass in Biofilmen 

organisierte P. aeruginosa und die unvollständige Eradikation durch Neutrophile einer der 

Hauptfaktoren für die Nicht-Wirksamkeit von Antibiotika gegen P. aeruginosa sind 

(Bjarnsholt et al. 2008). 

 

3.6. Larven von Lucilia sericata in der Behandlung chronischer 
Wunden 

Für die Behandlung chronischer Wunden steht aktuell eine Vielzahl unterschiedlicher 

Strategien zur Verfügung. Während bis in die 1960er Jahre eine trockene Wundbehandlung 

als das Mittel der Wahl galt (Protz 2014), hat sich bis heute die feuchte Wundbehandlung 

als Goldstandard durchgesetzt. Hierfür stehen heute eine nahezu unüberschaubare 

Auswahl verschiedener Wundauflagen und die Hydratisierung unterstützende Hydrogele 

für stark und weniger stark exsudierende Wunden zur Verfügung. Beim Auftreten von 

Nekrosen oder Wundbelägen, die sich als besonders persistent erweisen, ist häufig ein 

Débridement (Wundtoilette) notwendig, durch welches diese Beläge entfernt werden. 

Fibrinbeläge sind zwar Teil des physiologischen Wundheilungsprozess, jedoch kann die 

Qualität der enthaltenden EZM nicht äußerlich beurteilt werden (Abschnitt 3.2). Fibrinbeläge 

werden häufig dem, durch Feuchttherapie unterstütztem, Abbau durch endogene 

Proteinasen im Rahmen eines autolytischen Débridement überlassen (Davidson 2015). Für 

nekrotische Beläge steht meist nur ein chirurgisches Débridement zur Verfügung.  

Neben diesen Methoden kann auch ein biochirurgisches Débridement angewendet werden. 

Hierzu werden Larven der Goldfliege Lucilia sericata entweder als Freiläufer oder in sog. 

Biobags auf die Wundareale gesetzt. Diese Larven, wie auch viele andere Larven der 

Calliphoridae, verfügen über eine extrakorporale Verdauung (Mehlhorn und Gestmann 

2011), so dass es sich hierbei vordergründig aufgrund des Vorhandenseins verschiedener 

bereits identifizierter Proteinasen um ein enzymatisches Débridement handelt (Doerler et 

al. 2012). Fliegen der Art L. sericata, aber auch anderer nah verwandter Arten (z.B. Lucilia 

cuprina), legen ihre Eier bevorzugt auf Kadavern, aber auch in parasitischer Weise 

(Myiasis), auf Wunden z.B. von Schafen ab (Heath und Tenquist 1971; Pekelder 1991). 

Hier findet binnen weniger Tage nach zwei Larval-Häutungen die Entwicklung zur Puppe 

statt, aus der temperaturabhängig nach wenigen Tagen die Fliege schlüpft (Mehlhorn und 

Piekarski 1998). Belegbare Beobachtungen einer Myasis beim Menschen gehen auf den 

franzözischen Hofchirurgen Ambroise Paré zurück „Pare speaking of the Battle of St. 

Quentin. 1557, says: „the wounds of the hurt people were greatly stincking, and full of 
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wormes with gangrene and putrification“ (Goldstein 1931). Erste belegbare, positive Effekte 

einer humanen Myiasis gehen auf den obersten Chirurgen Napoleons Baron Larrey zurück, 

der berichtet, dass Maden, die während der Schlacht in Wunden belassen wurden, 

Infektionen verhinderten und die Heilung der Wunden beschleunigten (Sherman und 

Pechter 1988).  

Die wissenschaftliche Auseinandersetzung und die Aufklärung der möglichen 

Wirkprinzipien nahm zu Beginn der 30er Jahre des 20. Jahrhunderts ihre Anfänge, als 

begonnen wurde, aufgrund der noch nicht entdeckten bzw. noch nicht industriell verfügbar 

gemachten Antibiotika, wie Penicillin und Sulfonamide, lebende, sterile Maden erfolgreich 

in der Behandlung chronischer Osteomyelitis einzusetzen (Baer 1931). Bereits 1931 

wurden eine proteolytische Wirkung (Kollagen) und eine antibakterielle Wirksamkeit als die 

verantwortlichen Mechanismen postuliert (Hobson 1931; Weil et al. 1933). Livingston 

(1935) gelang es, einen zumindest kurzzeitig haltbaren und erhitzten Extrakt aus den 

Larven von L. sericata herzustellen. Mit der industriellen Nutzbarmachung des Penicillins 

und anderer Antibiotika geriet die Therapie mit lebenden Fliegenmaden in Vergessenheit 

und wurde erst mit der zunehmenden Entwicklung von Antibiotikaresistenzen eine attraktive 

Alternative. Die weitere Aufklärung der Wirkmechanismen wird seit etwa Mitte der 80er 

Jahre wieder verfolgt (Sherman und Pechter 1988). 

Zum heutigen Zeitpunkt sind folgende Wirkprinzipien der Applikation lebender Maden und 

ihrer Exkrete/Sekrete umfassend untersucht, und es wurden bereits einige Moleküle 

identifiziert, die für bestimmte Eigenschaften der Madentherapie verantwortlich zu sein 

scheinen. Im besonderen Hinblick auf antibakterielle Effekte, die von lebenden Maden 

ausgehen, herrschen widersprüchliche Meinungen, dennoch scheinen sich als 

Hauptwirkprinzipien 

- ein enzymatisches Débridement,  

- antibakterielle Effekte, 

- die Stimulation der Wundheilung und 

- die Inhibition der Biofilmbildung bzw. die Förderung des Zusammenbruchs eben 

dieser 

in der wissenschaftlichen Gemeinschaft als geltend verankert zu haben (Sherman 2009). 

Darüber hinaus scheinen sie Einfluss auf bestimmte Zellen des Immunsystems zu nehmen 

(van der Plas et al. 2009; van der Plas et al. 2007) und auch eine Wirkung auf die 

Blutgerinnungskaskade zu haben (Kahl et al. 2015), sowie eine Nuklease zu beinhalten, 

die extrazelluläre DNA spaltet. Neben ihren positiven Einflüssen auf die Wundheilung hat 

die Madentherapie auch einige Nachteile und Einschränkungen gegenüber anderen 
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Therapiemethoden. Maden können z.B. nicht in Leibeshöhlen und auch nicht bei Wunden 

eingesetzt werden, die eine Neigung zur Blutung haben und/oder in der Nähe größerer 

Blutgefäße liegen. Zudem zeigt eine Studie, dass sehr alte Patienten, Patienten mit sehr 

tiefen Wunden oder mit chronischen Durchblutungsstörungen der Unterschenkel nicht von 

den Vorzügen der Madentherapie profitieren (Steenvoorde et al. 2007; Steenvoorde und 

van Doorn 2008). Darüber hinaus können Maden nicht auf Wunden eingesetzt werden, die 

mit P. aeruginosa besiedelt sind, da Signale des „quorum sensing“ toxisch für die Maden 

sind (Andersen et al. 2010a). Neben diesen Kontraindikationen stellt die Tatsache, dass 

sich lebende, motile Tiere auf der ohnehin mitunter sehr schmerzhaften Wunde befinden 

und man tatsächlich einer aktiven extrakorporalen Verdauung unterliegt, einen 

nachvollziehbaren Ekelfaktor dar. 

 

3.7. Zielsetzung dieser Arbeit 
Ein Hauptziel dieser Arbeit ist es, einen sterilen Extrakt aus den Larven (Larve III) der 

Goldfliege Lucilia sericata zu generieren, der nach Möglichkeit die vorteilhaften 

Eigenschaften der klassischen Madentherapie beinhaltet und dabei Kontraindikationen 

lebender Maden und Nachteile dieser ausschließt. Wie bereits durch Livingston (1935) 

beschrieben, soll der Extrakt auf über 60°C erhitzt werden. Der Extrakt soll zudem durch 

Entzug von Wasser und einer Behandlung mit -Strahlen lagerfähig gemacht werden. 

Nach Zustimmung einer Ethikkomission sollen bis zu zehn freiwillige Patienten mit 

chronischen Ulcera der Unterschenkel im Rahmen individueller Heilversuche mit diesem 

Extrakt behandelt und damit untersucht werden, ob sich positive Effekte auf die 

Wundheilung zeigen. Im Rahmen dieser Heilversuche sollen auch regelmäßige Proben der 

Wundexsudate genommen werden und die Wunden durch regelmäßige Abstrichnahme auf 

ihre bakterielle Kolonisation hin überprüft werden. 

Es soll des Weiteren überprüft werden, ob von dem Extrakt antibakterielle Effekte gegen 

die aus diesen Wunden isolierten Bakterien ausgehen und ob die Fähigkeit zur Bildung 

bakterieller Biofilme dieser Bakterien durch den Extrakt beeinflusst wird sowie ob von dem 

Extrakt pro-proliferative Effekte auf humane Fibroblasten ausgehen. 

Durch Analysen der Wundexsudate im Hinblick auf das Vorhandensein der MMP-1, -2, -3, 

-8, -9, -10 und -13 sowie TIMP-1, -2 und -4 soll im Falle einer Verbesserung der 

Wundheilung geprüft werden, ob und inwiefern sich Änderungen in den Konzentrationen 

dieser Faktoren ergeben und ob sich daraus mögliche diagnostische oder prognostische 

Marker ableiten lassen. 
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4. Material und Methoden 
 

4.1. Medien und Kits 
Bezeichnung Bezugsquelle/Zusammensetzung 

Biofilm-Medium 8,5 g Bacto Tryptone; 1,5 g Bacto Soytone; 2 g 

Glukose; 2,5 g Natriumchlorid, 1,25 g 

Dikaliumhydrogenphosphat bei pH 7,3 

Columbia Blut-Agar bioMerieux, Nürtingen, Deutschland 

DMEM high glucose, mit L-Glutamin und Natrium-

Pyruvat 

Biowest SAS, Nuaillé, Frankreich 

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS) Biowest SAS, Nuaillé, Frankreich 

Fötales Kälberserum (FKS) Biowest SAS, Nuaillé, Frankreich 

Human MMP Array Q1 Raybiotech, Norcross, USA 

MacConkey Agar bioMerieux, Nürtingen, Deutschland 

Micro BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer scientific, Oberhausen, 

Deutschland 

Piperacillin/Tazobactam (Tazobac EF 4g/0,5g) Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland 

Tryptische Soja Bouillon (TSB) 1 L 17,0 g Bacto Tryptone; 3,0 g Bacto Soytone; 2,5 g 

Glukose; 5,0 g Natriumchlorid, 2,5 g 

Dikaliumhydrogenphosphat bei pH 7,3 

 

4.2. Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Bezugsquelle 

eSwabTM-Entnahmesysteme Copan Flock Technologies srl., Brescia, Italien 

Filterplättchen (Sensi-DiscTM) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 

Flachbodenmikrotiterplatten (FalconTM) Corning Incorporated Life sciences, Acton, USA 

Flachbodenmikrotiterplatten (NunclonTM) Thermo Fisher Scientific Inc., Oberhausen, 

Deutschland 

Gewebekulturflaschen T-25 Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Gewebekulturflaschen T-75 Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 
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Glasfaserfilter Typ A/B und Typ A/D Pall Corporation, Port Washington, USA 

Glas-Vials 3 ml Fiolax® PharMediPack Direkt GmbH & Co. KG, Stolberg-

Breinig, Deutschland 

Kryoröhrchen VWR International GmbH, Langenfeld, 

Deutschland 

Lyostopfen GL 14 PharMediPack Direkt GmbH & Co. KG, Stolberg-

Breinig, Deutschland 

Rundbodenmikrotiterplatten Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Sartoguard PES Membranfiltercapsulen Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Sartopore 2 Membranfiltercapsulen Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Sartopure GF Plus MidiCap Membranfiltercapsulen Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Schraubkappen GL 14 PharMediPack Direkt GmbH & Co. KG, Stolberg-

Breinig, Deutschland 

Serologische Pipetten VWR International GmbH, Langenfeld, 

Deutschland 

Spritzenvorsatzfilter CA (0,45 μm; 0,2 μm) VWR International GmbH, Langenfeld, 

Deutschland  

Urinbecher 200 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, Deutschland 

 

4.1. Referenz-Bakterienstämme 
Bezeichnung Bezugsquelle 

Proteus mirabilis (ATCC ®29906TM) LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland 

Staphylococcus aureus subsp. Aureus Rosenbach 

(ATCC® 25923TM) 

LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland 

Staphylococcus aureus subsp. Aureus Rosenbach 

(ATCC® 33592TM) 

LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland 

Streptococcus pyogenes Rosenbach (ATCC® 

12344TM) 

LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland 
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4.2. Geräteliste 
Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle 

Begasungsbrutschrank (Modell BB6220) Heraeus, Hanau, Deutschland 

Druckausgleichsbehälter Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

ELISA-Reader (NanoQuant infinite m200) Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 

ELISA-Reader (SunriseTM) Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 

Filterkerzengehäuse 10“ Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Gefriertrocknungsanlage (Lyosystem I GT2) (Leybold-Heraeus, Hanau, Deutschland) 

Gefriertrocknungsanlage (Sublimator 3x4x5) Zirbus Technology GmbH, Bad Grund, Deutschland 

GenePix 4000B Microarray-Scanner  Molecular Devices LLC, Sunnyvale, USA 

Homogenisator (Ultra-Turrax T25) IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland 

Messermühle (GRINDOMIX GM 300) Retsch Technology GmbH, Haan, Deutschland 

Nephelometer (DensiCHEKTM plus) bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen, 

Deutschland 

Spektralphotometer (DU-640) Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 

Stahlschläuche und Muffen Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Vakuumpumpe Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, 

Deutschland 

Zentrifuge (Avanti J-25) Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 

 

4.3. Chemikalien und Enzyme 
Bezeichnung Bezugsquelle

2-Propanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 
Deutschland 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

Bacto Soytone BD Biosciences, Heildelberg, Deutschland 

Bacto Tryptone BD Biosciences, Heildelberg, Deutschland 

Dikaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Dimethylsolfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 
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Essigsäure Thermo Fisher Scientific Inc., Oberhausen, 
Deutschland 

Ethanol (96 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

Formaledhyd (37 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

Glukose Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, 

Deutschland 

Kristallviolett Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 

Trypsin/EDTA-Lösung (0,25 %) Biowest SAS, Nuaillé, Frankreich 

Wasser als Spüllösung Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 

-Chymotrypsin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland 
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4.4. Zellkulturmethoden 
In dieser Arbeit wurden ausschließlich primäre normale humane dermale Fibroblasten 

(NHDF) von drei verschiedenen Spendern verwendet, die freundlicherweise von der 

Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf zur Verfügung gestellt wurden. Die 

Kultivierung erfolgte im Begasungsbrutschrank (Modell BB6220, Heraeus, Hanau, 

Deutschland) bei 37°C und 5 % CO2-Gehalt. Die Zellen wurden entweder in serumhaltigem 

Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco‘s modified Eagle‘s medium) mit 10 % FKS (fötales 

Kälberserum) oder unter serumreduzierten Bedingungen kultiviert (0,1 % FKS). Die Kultur 

erfolgte zudem ohne Zugabe von Antibiotika. 

 

4.4.1. Zellpassage, Zellzahl- und Vitalitäts-Bestimmung 
Nach Erreichen eines zu ca. 80 % konfluenten Zellrasens wurde das Medium vollständig 

entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Die Ablösung vom Untergrund erfolgte 

durch die Zugabe einer Trypsin/EDTA-Lösung (Biowest SAS, Nuaillé, Frankreich) und einer 

Inkubation von bis zu 8 min bei 37°C. Der Ablösevorgang wurde periodisch 

lichtmikroskopisch überprüft und dann durch die Zugabe des doppelten Volumen an 

serumhaltigen (10 % FKS) Mediums gestoppt. Zur Bestimmung der Zellzahl bzw. der 

Vitalität der Zellen, wurden 20 l der Zellsuspension entnommen und mit 20 l einer 

0,4 %en Trypanblau-Lösung gemischt (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, 

Deutschland). Der Prozentsatz von lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl wurde 

lichtmikroskopisch mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die primären NHDF 

wurden bis maximal zur 8. Passage verwendet. Als Passagendauer wurde der Zeitraum 

betrachtet, den eine Kultur, die mit einem Zehntel der Zellen einer zu 80 % konfluenten T-

75 Kulturflasche angeimpft wurde, benötigte, um selber 80 % Konfluenz zu erreichen. 

 

4.4.2. Serumreduzierte Kultur von Fibroblasten 
Für die serumreduzierte Kultur der NHDF wurden die Zellen nach dem Ablösen und dem 

Stoppen des Ablösens durch Zentrifugation bei 500xg sedimentiert, das Medium entfernt 

und die Zellen in PBS resuspendiert. Nach erneuter Sedimentierung bei 500xg wurden die 

Zellen in serumreduziertem Kulturmedium (0,1 % FKS) resuspendiert und die Zellzahl 

bestimmt.  

 

4.4.3. Einfrieren von Zellen 
Zum Einfrieren der Zellen wurden 2x105 Zellen in Kulturmedium unter Zusatz von 10 % 

Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und in speziellen Kryoröhrchen (VWR 
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International GmbH, Darmstadt) in flüssigem Stickstoff gelagert. Das Einfrieren erfolgte 

hierbei in auf -80°C vorgekühltem 2-Propanol. 

 

4.4.4. Proliferations-/Vitalitätsversuche mit primären Fibroblasten 
Nachdem wie in 4.4.1 und 4.4.2 vorgegangen wurde, wurden je 100 μl mit 2.500, 5.000 

oder 10.000 Zellen in Minimalmedium (DMEM mit 0,1 % FKS) in die Kavitäten von 96-Well 

Mikrotiterplatten (Thermo Fisher Scientific Inc., Oberhausen, Deutschland) gegeben und 

für 48 h bei 37°C und 5 % CO2 vorinkubiert. Die Aussaat der Zellen erfolgte für zur 

Untersuchung jeder Substanz und Konzentration als Quintupel, sowie nur Minimalmedium 

beinhaltender Kavitäten als Triplikat (Vehikelkontrollen). Es folgte die jeweilige Zugabe von 

50 μl der zu untersuchenden Substanz, gelöst in Minimalmedium und eine weitere 

Inkubation für 96 h.  

 

4.4.5. MTT-Test 
Das wasserlösliche, gelbe Tetrazoliumsalz 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

Tetrazoliumbromid (MTT) kann von lebenden Zellen zu einem violetten, wasserunlöslichen 

Formazansalz abgebaut werden (Mosmann 1983). Die violetten Kristalle können jedoch in 

verschiedenen organischen Lösungsmitteln (z.B. DMSO) gelöst werden. Nachdem wie in 

4.4.4 vorgegangen wurde, wurde eine MTT-Lösung in vorgewärmten Voll- oder 

Minimalmedien (5 mg/ml) hergestellt und zum Abscheiden unlöslicher Bestandteile bzw. 

möglicher Kontaminationen durch Spritzenvorsatzfilter (VWR International GmbH, 

Langenfeld, Deutschland), mit einer Abscheiderate von 0,22 μm filtriert. Von dieser Lösung 

wurden 50 μl zu jedem Versuchsansatz gegeben und für weitere 3 h bei 37°C und 5 % CO2 

inkubiert. Hiernach wurde das Kulturmedium durch Umstürzen der Mikrotiterplatten entfernt 

und Flüssigkeitsreste durch Abstreifen auf Filterpapier entfernt. Durch Zugabe von 150 μl 

DMSO und 5 minütigem Schütteln auf einem gyroskopischen Schüttler wurden die frisch 

geformten Formazan-Kristalle gelöst und die Intensität der Färbung der Lösung 

spektralphotometrisch (Sunrise, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim) bei einer 

Testwellenlänge von 570 nm und einer Referenzwellenlänge von 630 nm ermittelt. Die 

Messwerte der jeweiligen Vehikel-Kontrollen (4.4.4) wurden von den Messwerten 

subtrahiert und die Mittelwerte (arithmetisches Mittel) sowie die Standardabweichung 

berechnet.  

 

4.4.6. Mikroskopische Auswertung des zellulären Wachstums 
Zur Überprüfung des Einflusses von Madenextrakten oder der Exkrete/Sekrete von Lucilia 

sericata auf die Adhäsion und/oder die Vitalität von NHDF wurden in zu 4.4.4 parallelen 
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Versuchen nach Entfernen des Kulturmediums die Zellen durch Zugabe von 75 l einer 

4 %igen Formaldehyd-Lösung für 20 min bei RT am Kulturuntergrund fixiert. Nach 

Entfernen der Fixierlösung erfolgte die Färbung für 20 Minuten bei RT durch Zugabe von 

75 μl einer 1 %igen Kristallviolett-Lösung (ad 70 % Ethanol). Die Kristallviolett-Lösung 

wurde entfernt und die Mikrotiterplatten zweimal in einem 2 L Becherglas mit 

Leitungswasser gewaschen und über Nacht auf Papiertüchern getrocknet. Unter dem 

Lichtmikroskop erschienen die so gefärbten Zellen blau/violett. 

 

4.5. Herstellung von Extrakten aus Larven von Lucilia sericata 
Die exakten Protokolle zur Anzucht der Larven und zur Herstellung des Extrakts sind 

Eigentum der Firmen Alpha-Biocare GmbH (Düsseldorf, Deutschland) und Agiltera GmbH 

& Co. KG (Dormagen, Deutschland), und wurden zur Verfügung gestellt. Sie unterliegen 

aufgrund der möglichen Anmeldung von Patenten der Geheimhaltung. Aus diesem Grund 

kann die hierfür verwendete Methodik nur teilweise dargelegt werden.  

 

4.5.1. Anzucht von Larven von Lucilia sericata 
Um eine möglichst gleichbleibende Qualität der Larven zu gewährleisten, wurden diese von 

einem auf die Zucht der Larven spezialisierten Hersteller (Agiltera GmbH & Co. KG 

Dormagen, Deutschland) bezogen. Es wurde mit jeder produzierten Larvencharge 

sichergestellt, dass es sich um die Larve III von Lucilia sericata handelt. Die Anzucht der 

Larven erfolgte nach GMP (good manufacturing practice) und eigens dafür entwickelten 

SOP (standard operating procedures). Hierzu zählten unter anderem die ständige 

Überwachung der Luftfeuchtigkeit und Temperatur im Zucht- und in den Lagerräumen, aber 

auch das Einhalten eines Tag-Nachtrhythmus während der Zucht. Die beim Transport 

getöteten oder nicht vital erscheinenden Larven wurden manuell aussortiert. Die 

gebrauchsfertigen Larven wurden in flüssigen Stickstoff eingestreut und in geeigneten 

Gefäßen bei -80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert.  

 

4.5.2. Herstellung von Sterilfiltraten 
Die Larven aus 4.5.1 wurden mit Wasser als Spüllösung (Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland) extrahiert. Der Gewebsaufschluss erfolgte mit einer Messermühle (Grindomix 

GM 300, Retsch Technology GmbH, Haan, Deutschland). Im Wesentlichen erfolgten 

hiernach verschiedene Erhitzungs- und Zentrifugations-Schritte, um potenziell vorhandene 

Bakterien abzutöten, Enzyme, vor allem Proteinasen und etwaig vorhandene Viren, zu 

deaktivieren und Präzipitate und andere wasserunlösliche Bestandteile zu entfernen. Es 
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wurden eine Vielzahl von Filterpapieren, Filtercapsulen, Filterpads und Filterkerzen in 

verschiedenen nominalen und absoluten Abscheideraten kombiniert, um eine Kombination 

von Methoden und Materialien zu ermitteln, mit denen es möglich war, eine solche Menge 

an Extrakt herzustellen, die dazu ausreicht, einen oder mehrere Patienten über einen 

Zeitraum von etwa acht Wochen zu behandeln. Die Filtrationsleistung wurde mittels einer 

speziellen Apparatur anhand von Differentialdruck-Messungen vor und nach den Filtern 

und dem Gewicht des erzielten Filtrats gemessen (Abbildung 4). Zudem wurden die 

Extraktionsschritte so angepasst, dass diese so kurz wie möglich waren, damit die 

Vermehrung von potenziell vorhandenen Bakterien verhindert wird und um die manuelle 

Herstellung auf einen Arbeitstag zu beschränken. Das so erstellte Feinfiltrat wurde einer 

anschließenden Endpunktfiltration durch eine Filtercapsule mit einer absoluten 

Abscheiderate von 0,2 μm (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, Deutschland) unter 

Reinraumbedingungen unterzogen. Fototafel 1 zeigt den Aufbau hintereinander 

geschalteter Filterelemente zur Erzeugung von Sterilfiltraten. 

 

 

Abbildung 4: Aufbau einer Apparatur zur Ermittlung der Filterleistung. Die zu filtrierende Lösung (funnel) gelangt über 
ein Ventil in das Druckgefäß (pressure vessel), dem nach einem weiteren Ventil in druckdichten Filterhaltern (47 mm filter 
system) die zu testenden Filter nachgeschaltet sind. Über einen Analog-/Digitalwandler (A/D) können die anliegenden Drücke 
vor und nach dem Filter während der Filtration computergestützt mittels Drucksensoren (pressure transducer) aufgezeichnet 
werden. Gleichzeitig wird das Gewicht des Filtrats durch eine digitale Waage (balance) aufgezeichnet. Der Druck kann über 
eine beliebige Quelle erzeugt werden (needle valve). Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Sartorius Stedim Biotech 
GmbH (Göttingen, Deutschland). 
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Fototafel 1: Exemplarischer Filtrationsaufbau. In Filtrationsrichtung von rechts nach links: A = Vakuumpumpe; 
B = Druckausgleichsbehälter; C = Filterkerzengehäuse; D = Filtercapsule mit Auffangbehälter. Foto mit freundlicher 
Genehmigung von Steffen Köhler. 

 

4.5.3. Gefriertrocknung der Sterilfiltrate 
Um die Extrakte möglichst frei von Zusatzstoffen zu halten und möglichst lange lagerfähig 

zu machen, ohne dass Stoffe als Präservative zugefügt werden, ist es notwendig, dass im 

Extrakt vorhandene Wasser zu entziehen. Hierdurch kann erreicht werden, dass 

chemischen Reaktionen, die zu einem Abbau der im Extrakt enthaltenen Stoffe führen 

könnten und die bei Raumtemperatur spontan und in großer Geschwindigkeit ablaufen, die 

Reaktionsgrundlage entzogen wird und diese Prozesse verlangsamt werden. Die 

Gefriertrocknung wird zum einen zur Haltbarmachung sensibler Arzneimittel verwendet 

(Zimmer 2003), aber auch zu Aroma- und Geschmackspräservation von Genussmitteln wie 

löslichem Kaffee (Hartung 1993). Hierzu wurde in der frühen Testphase das Sterilfiltrat in 

Glaskolben, Rollrandflaschen oder T-25 Zellkulturflaschen überführt, die dann durch 

Eintauchen in flüssigen Stickstoff schlagartig eingefroren wurden. Das Gefriertrocknen 

erfolgte zunächst mit einer Lyosystem I GT2 (Leybold-Heraeus, Hanau, Deutschland) 

Gefriertrocknungsanlage. Die Energiezufuhr erfolgte unkontrolliert ebenso wie das 

angelegte Vakuum. Die Belüftung der Vakuumkammer erfolgte per Raumluft, und die 

Proben wurden verschlossen bei -20°C gelagert.  

Im späteren Verlauf der Extrakt-Entwicklung wurden die Extrakte, die für die Behandlung 

von Wunden eingesetzt werden sollten, in einem Gefriertrockner Modell 3x4x5 (Zirbus 
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technology GmbH, Bad Grund, Deutschland) getrocknet. Hierzu wurden spezielle 

Gefriertrocknungs-Vials aus Fiolax mit 3 ml Fassungsvermögen und Chlorbutyl-Stopfen zur 

Gefriertrocknung verwendet, die vor der aseptischen Befüllung zur Sterilisation einer -

Strahlenbehandlung (Synergy Health Ede B.V, Ede, Niederlande) mit bis zu 10 kGy 

unterzogen wurden. Die Befüllung dieser Vials erfolgte unter Reinraumbedingungen. Das 

Einfrieren der befüllten Vials erfolgte bei dieser Methode direkt in der 

Gefriertrocknungsanlage. Durch die Verwendung von beheiz- bzw. kühlbaren Stellflächen 

in Verbindung mit Temperaturfühlern im Gefriergut sowie einer elektronischen Steuerung 

zur Regulation konnten die Trocknungen unter kontrollierten Bedingungen vollzogen 

werden. Ein geeignetes Protokoll für die Einstellung der verschiedenen Parameter musste 

empirisch ermittelt werden. Der Verschluss der Vials erfolgte unter evakuierten 

Bedingungen durch das hydraulischen Anheben der Stellflächen und den dadurch 

verbundenen mechanischen Verschluss. Die Vials wurden manuell durch Aufdrehen von 

Schraubkappen verschlossen, um ein ungewolltes Entfernen der Stopfen zu verhindern, 

mit Etiketten versehen und durch Verpackung in Umkartons gegen äußere mechanische 

Einwirkung geschützt und einer erneuten -Strahlenbehandlung (Synergy Health Ede B.V, 

Ede, Niederlande) unterzogen. Die so hergestellten gebrauchsfertigen Extrakte wurden 

nach dieser Behandlung, durch Resuspendierung in Kochsalzlösung und Ausplattieren auf 

Nährböden (Abschnitt 4.7.2) auf Sterilität überprüft.  

 

4.5.4. Gewinnung der Exkrete/Sekrete von Fliegenmaden  
Da eine Vielzahl der mutmaßlichen Wirkmechanismen der Madentherapie auf eine 

Akkumulation bestimmter biologisch aktiver Moleküle in den Exkreten/Sekreten 

zurückzuführen zu sein scheint, wurden diese bei einigen Experimenten in die Versuchs-

Schemata mit einbezogen. Zur Gewinnung dieser wurde nach der Methode von Barnes et 

al. (2010) vorgegangen. Hierzu wurden Larven (Larve III) im Verhältnis 1 g/ml in demin. 

Wasser bei 30°C für eine 1 h inkubiert. Diese Lösung wurde 5 Minuten bei 7.826xg 

zentrifugiert und durch 0,2 μm Filter filtriert. Die Lagerung erfolgte aliquotiert in der 

Gasphase eines Flüssigstickstofftanks. 

 

4.6. Therapieversuch an menschlichen Patienten  
Die Teilnahme aller Patienten an einem individuellen Heilversuch erfolgte freiwillig und ohne 

jede Art von Zwang. Die zuständige Ethikkommission hat nach Einreichung eines 

Ethikantrags ihre schriftliche Zustimmung zur Durchführung der Heilversuche an den 

Patienten, der Exsudat- und Abstrichnahme sowie der Generierung von wissenschaftlichen 
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Daten aus diesen Materialien und Ergebnissen sowie deren Veröffentlichung zugestimmt. 

Die Patienten wurden mündlich über das Studienprotokoll aufgeklärt und ihnen wurde eine 

schriftliche Version davon überlassen. Die Patienten haben ihre schriftliche Zustimmung 

zur Teilnahme gegeben und konnten diese auch jederzeit widerrufen und gegebenenfalls 

den Heilversuch abbrechen. Die Patienten unterlagen für die Dauer der Behandlung einer 

zusätzlichen Versicherung, die sie gegen etwaige Folgen der Behandlung absicherte. Die 

Behandlung der Patienten sowie die Probennahme erfolgte durch die Ärzte der Hautklinik 

des Universitätsklinikums Düsseldorf und/oder durch geschultes und dazu befugtes 

Personal, durch den Patienten selbst und/oder einen Familienangehörigen. Die 

Veröffentlichung der Daten erfolgte und erfolgt in jedem Fall in anonymisierter Form. 

 

4.6.1. Gewinnung und Asservierung von Exsudaten aus Ulcera von 
Patienten 

Zur Gewinnung und späteren Analyse von möglichen Mediatoren der Wundheilung wurde 

Wundflüssigkeit (Exsudat) aus den Wunden der behandelten Patienten vor Beginn der 

Behandlung sowie in jeder Behandlungswoche gewonnen. Zur Gewinnung des Exsudats 

wurden nach Entfernen des Verbandsmaterials die Wunden zunächst mit steriler 

physiologischer Kochsalzlösung gespült und vorsichtig getrocknet. Von sterilen 200 ml 

Urinbechern (Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) wurden die Böden an der 20 ml Markierung 

entfernt, so dass eine Umrandung entstand, die auf den Wundbereich gesetzt werden 

konnte. Die Wunden wurden dann für zwei Minuten durch Auftropfen einer physiologischen 

Kochsalzlösung benetzt und die Flüssigkeiten mit Spritzen abgezogen. Um die Exsudate 

für die anschließende Sterilfiltration zu klären, aber das Platzen der enthaltenen zellulären 

Bestandteile zu verhindern, wurden die Exsudate in geringem Schwerefeld bei 500xg für 

fünf Minuten zentrifugiert und die Überstände in neue Gefäße überführt. Die Überstände 

wurden anschließend durch Spritzenvorsatzfilter mit zunächst 0,45 μm und folgend 0,22 μm 

Porendurchmesser (VWR International GmbH, Langenfeld) und mit niedriger 

Proteinadsorptionsrate filtriert. Das Sterilfiltrat wurde dann in 100 μl und 500 μl Aliquots und 

speziellen Cryogefäßen zur tiefkalten Lagerung (VWR International GmbH, Langenfeld) 

portioniert und in der Gasphase eines Flüssigstickstofftanks gelagert. Ein Teil der Proben 

wurde bei -80°C gelagert. 
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4.7. Arbeiten mit Bakterien 

4.7.1. Isolation, Differenzierung und Resistenztestung von Bakterien 
aus Patientenwunden 

Die Abstriche der Patientenwunden erfolgten im OP-Bereich der Hautklinik des 

Universitätsklinikums Düsseldorf durch die behandelnden Ärzte. Alle weiteren Arbeiten die 

zur Anreicherung und Isolation von Bakterien dienten, wurden im Institut für Medizinische 

Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

durchgeführt. 

Die Isolation der Bakterien erfolgte nach den mikrobiologisch-infektiologischen 

Qualitätsstandards (MiQ 6b) für Infektionen der Haut und der subkutanen Weichgewebe 

(Becker et al. 2013). Abstriche von Patientenwunden wurden mit sterilen eSwabTM-

Entnahmesystemen (Copan Flock Technologies srl., Brescia, Italien), bestehend aus einem 

Flockfaser-Abstrichtupfer und Amies-Medium, genommen. Diese Nylon-Tupfer haben 

gegenüber herkömmlichen Watte-Tupfern den Vorteil, dass sie das enthaltene 

Probenmaterial bei Kontakt mit einem Flüssigmedium vollständig abgeben und dieses nicht 

im Tupferkern verloren geht. Die Entnahme erfolgte durch Abrollen des Tupfers über einen 

ca. 1 cm2 großen Wundbereich vom Wundrand und der Wundmitte mit der Methode von 

Levine et al. (1976). Die Tupfer wurden in das Flüssigmedium überführt und fest 

verschlossen. Die Tupfer wurden automatisiert auf Columbia-Agar mit 5 % Schafblut 

(bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen, Deutschland) und MacConkey-Agar (Oxoid 

Deutschland GmbH, Wesel, Deutschland) ausgestrichen und für 48 h bei 37°C inkubiert. 

Die Beurteilung und Differenzierung einschließlich Resistenztestung erfolgte durch die in 

der Diagnostik tätigen Ärzte und MTAs des Instituts. Die Wundabstriche wurden wie 

diagnostische Proben beurteilt und entsprechend differenziert. Die Identifizierung und 

Resistenztestung erfolgte automatisiert mittels VITEK II® (bioMérieux Deutschland GmbH, 

Nürtingen, Deutschland) bzw. durch Agardiffusion bei Pseudomonaden. Die Beurteilung 

der Resistenzen erfolgte nach CLSI (Clinical and Laboratoy Standards Institute) (CLSI 

2014). Die Bakterienisolate wurden wöchentlich auf neue Kulturplatten überimpft.  

 

4.7.2. Vorkultur von Bakterien 
Columbia-Agar Platten mit 5 % Schafblut (bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen, 

Deutschland) wurden mit je 3 bis 5 Kolonien der Dauerkulturen der jeweiligen Isolate durch 

Ausstreichen angeimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Einstellung der Zellzahl 

erfolgte spektralphotometrisch nach der Methode von McFarland (McFarland 1907) in 

physiologischer Kochsalzlösung. Die Suspensionen wurden auf 0,5° McFarland eingestellt 
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(DensiCHEKTM plus, bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen, Deutschland), was einer 

ungefähren Zellzahl von 1,5 x 108 Zellen entspricht. Die so gewonnene 

Bakteriensuspension wurde innerhalb von 20 Minuten für die weiteren Versuche verwendet. 

 

4.7.3. Agardiffusionstest auf Wachstumsinhibition 
Columbia-Agar Platten mit 5 % Schafblut (bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen, 

Deutschland) wurden mittels steriler Baumwolltupfer mit den Bakteriensuspensionen aus 

Abschnitt 4.7.2 angeimpft. Sterile und unbeschickte Filterplättchen (Sensi-DiscTM, Becton 

Dickinson, Heidelberg, Deutschland) wurden mit 10 μl der zu testenden Substanz 

beschickt, und auf die präparierten Columbia-Agar so platziert, dass ausreichend Abstand 

zwischen den verschiedenen Plättchen bestand. Die so angerfertigten Versuchsansätze 

wurden 24 h bei 37°C inkubiert und die dabei entstandenen Hemmhofdurchmesser, sofern 

vorhanden, mit einer Schieblehre ausgemessen. 

 

4.7.4. Microbroth dilution assay zum Test auf Wachstumsinhibition 
Die bakteriellen Isolate wurden wie in 4.7.2 vorkultiviert und je nach 

Wachstumseigenschaften zehnfach weiter vorverdünnt, so dass nach Inkubation eine 

OD600nm von maximal 2 erreicht werden konnte. Der Madenextrakt wurde direkt in TSB 

(Tryptische Soja Bouillon) gelöst. Piperacillin/Tazobactam (Pfizer Deutschland GmbH, 

Berlin, Deutschland) wurde zunächst nach Herstellerangabe in isotonischer 

Kochsalzlösung gelöst und aliquotiert bei -80°C als Stammlösung gelagert. Die weiteren 

Verdünnungen wurden mit TSB durchgeführt. Die in 4.5.4 gewonnenen Exkrete/Sekrete 

der Larven wurden unter aseptischen Bedingungen entweder mit einem Zehntel Volumen 

zehnfach konzentrierter oder mit einem Zehntel Volumen einfacher TSB versetzt. Der 

lyophilisierte Madenextrakt wurde direkt im Kulturmedium gelöst. 

Jeweils 100 μl der in TSB befindlichen Substanz wurden in unbehandelten Polystyrol 

Rundboden-Mikrotiterplatten (Corning Incorporated Life sciences, Acton, USA) als 

Triplikate vorgelegt und mit 5 μl der jeweiligen Bakteriensuspension aus 4.7.2 inokuliert. Als 

Referenz und zur Überprüfung der Sterilität der verwendeten Medien und Ansätze wurden 

parallel hierzu Triplikate identischer Ansätze ohne Inokulation angefertigt. Die Platten 

wurden bei 37°C für 24 h inkubiert und die Messung der Trübheit erfolgte 

spektralphotometrisch (Modell SunriseTM, Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz) bei einer 

Wellenlänge von 600 nm abzüglich der klaren Vehikel-Kontrollen. 
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4.7.5. Mikrotiter Biofilm-Formierungsassay 
Bei den Versuchen zur Ermittlung einer Einflussnahme von Madenextrakten auf die Bildung 

bakterieller Biofilme wurde in Anlehnung an die Methode von van der Plas et al. (2008) 

vorgegangen, die wiederum auf der Methode von O'Toole und Kolter (1998) beruht. Die 

lyophilisierten Madenextrakte wurden in Biofilm-Medium aufgenommen bzw. die 

Piperacillin/Tazobactam Stammlösung wurde in Biofilm-Medium verdünnt. 100 μl dieser 

Lösungen bzw. Biofilm-Medium alleine wurden in Rundboden-Mikrotiterplatten (Modell 

FalconTM, Corning Incorporated Life sciences, Acton, USA) vorgelegt. Bakterienkulturen 

wurden wie in 4.7.2 vorkultiviert und für einige Bakterienisolate zehnfach weiter verdünnt. 

Einige Isolate zeigten nach dem gewählten Testzeitraum von 24 h eine geringe 

Biofilmbildung und wurden nicht weiter vorverdünnt. Die Versuchsansätze wurden mit je 

5 μl der Bakterien-Suspensionen angeimpft. Die Inkubation erfolgte für 24 h bei 37°C. Nach 

diesem Zeitraum wurde das Medium entfernt und die Kavitäten der Mikrotiterplatten dreimal 

mit jeweils 300 μl Leitungswasser gespült. Im Anschluss hieran wurden 125 μl einer 1 %igen 

ethanolischen Kristallviolett-Lösung in jede Kavität gegeben und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Kristallviolett-Lösung wurde weitere viermal 

mit 300 μl Leitungswasser gewaschen, so dass augenscheinlich keine Blaufärbung der 

Spüllösung mehr zu sehen war. Die so angefärbten Biofilme wurden fotografisch 

dokumentiert. Die Kavitäten wurden mit 200 μl einer 30 %igen Essigsäure versetzt und es 

wurde für weitere 15 Minuten inkubiert (Abbildung 5). Die Lösungen wurden in frische 

Flachboden-Mikrotiterplatten übertragen und die Absorptionen bei einer Wellenlänge von 

570 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm gemessen.  

 

Abbildung 5: Aufbau von Biofilm-Experimenten. Auf der linken Abbildung sind die In Biofilm-Medium gewachsenen 
Biofilme zu sehen (Spalte 1 bis 3, 4 bis 6, 7 bis 9 und 10 bis 12 jeweils als Triplikate desselben Versuchs. In den Zeilen 
A bis H befinden sich jeweils unterschiedliche Isolate). Die rechte Abbildung zeigt den aus den Biofilmen extrahierten und in 
30 %iger Essigsäure gelösten Farbstoff (Kristallviolett). 
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4.8. Proteinbiochemische Methoden 

4.8.1. Ermittlung von Proteinkonzentrationen 
Die Ermittlung von Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem BCA-Assay (bicinchoninic acid 

assay) nach der Methode von Smith et al. (1985) unter Verwendung des „Micro BCA Protein 

Assay Kit“ (Thermo Fischer scientific, Oberhausen, Deutschland). Hierzu wurden 5 bzw. 

10 μl der zu messenden Probe auf 500 μl mit demin. Wasser aufgefüllt und mit weiteren 

500 μl der Reaktionsansätze gemischt und für 60 Minuten bei 60°C inkubiert. Die 

Messungen erfolgten als Triplikate der 5 und 10 μl Proben bei einer Wellenlänge von 

562 nm spektralphotometrisch (Beckman Du-640, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, 

Deutschland). Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte anhand der Mittelwerte 

der Messwerte an einer nach Herstellerangaben bestimmten Eichkurve bekannter 

Proteinstandards (bovines Serum Albumin).  

 

4.8.2. Ermittlung spezifischer Proteinkonzentrationen mittels 
Proteinmicroarray 

Die Wundexsudate aus 4.6.1 wurden nach deren Asservierung auf das Vorhandensein der 

Matrixmetalloproteinasen (MMP) MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-10, 

MMP-13 sowie deren Inhibitoren TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 mittels Objektträger 

basiertem Microarray Human MMP Array Q1 (Raybiotech Inc., Norcross, USA) untersucht. 

Im Wesentlichen handelt es sich hierbei um einen multiplexen Sandwich-ELISA bei dem 

ein quantitativer, spezifischer Antikörpernachweis eines bestimmten Antigens erfolgt, mit 

dem Vorteil, dass beim Einsatz geringer Probenmengen gleichzeitig mehrere Antigene 

analysiert werden können. Hierzu wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Für das 

Messen der Analyte wurden 100 μl der verschiedenen Proben je nach Proteinkonzentration 

verdünnt oder unverdünnt auf den Array aufgetragen und für 20 h bei 4°C inkubiert. Nach 

Entfernen der Proben wurde die Arrayoberfläche fünfmal mit dem im Kit enthaltenen 

Waschpuffer I und zweimal mit Waschpuffer II für jeweils 5 Minuten unter leichtem Rütteln 

gewaschen. Nach Zugabe des Zweitantikörpers wurde für weitere 20 h bei 4°C inkubiert. 

Nach erneutem Waschen der Arrayoberfläche erfolgte die Zugabe eines Streptavidin 

konjugierten Cy3 äquivalenten Farbstoffes für 60 min in Dunkelheit. Nach Entfernen des 

ungebundenen Farbstoffes erfolgten weitere Waschschritte und die Trocknung der Arrays 

durch Zentrifugation bei 500xg. Die Messung der Fluoreszenz wurde mit einem GenePix 

4000B Microarray-Scanner (Molecular Devices LLC, Sunnyvale, USA) bei eine 

Wellenlänge von 532 nm und eine Pixelgröße von 20 durchgeführt. Die Erfassung der 

Daten erfolgte mittels der Software GenePix Pro Ver. 6.0.1.08 (Molecular Devices LLC, 

Sunnyvale, USA) bei einer Laserleistung von 33 % und einer PMT-Spannung von 600 Volt. 
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Die Zuordnung der einzelnen Messpunkte wurde halbautomatisch durch Verwendung einer 

Koordinatendatei des Herstellers und durch manuelle Überprüfung/Korrektur jedes 

einzelnen Messpunkts verwirklicht. Die Subtraktion der Fluoreszenz des Hintergrunds 

erfolgte radiär für jedes Feature. Jeder Array auf jedem Objektträger enthielt zwei als 

Quadrupel aufgebrachte Sätze von Kontrollversuchen (POS1, POS2), die zur 

Normalisierung jedes Arrays verwendet wurden.  

Hierzu wurde zunächst aus den Mittelwerten (MW) von POS1 und POS2 eines ohne 

Probenmaterial durchgeführten Arrays (ArBl) ein Quotient als Referenzfaktor (RF) gebildet: 

 

Durch die POS1 und POS2 Messwerte der mit Probenmaterial beladenen Arrays (ArPr) 

und den Referenzfaktor kann ein Erwartungswert (EW) formuliert werden 

 

mit dessen Hilfe dann für reale Messwerte (Xreal) normalisierte Werte (Xnorm) mit 

 

ermittelt werden können (Angaben nach Hersteller). Unter Zuhilfenahme von nach 

Herstellerangaben angefertigten Eichkurven für die verschiedenen MMP und TIMP ließen 

sich anhand der normalisierten Messwerte die unbekannten spezifischen 

Proteinkonzentrationen im Probenmaterial ermitteln. Es erfolgte hieraus die Berechnung 

der Mittelwerte (arithmetisches Mittel) sowie der Standardabweichung.  
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5. Ergebnisse 
 

5.1. Herstellung lyophilisierter Extrakte aus Fliegenmaden 
Um einen Extrakt aus Fliegenmaden herzustellen, der einer problemlosen Sterilfiltration 

unterzogen werden kann, wurde eine Vielzahl verschiedener Arbeitsschritte in diversen 

Versuchsansätzen durchgeführt. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Versuchsaufbauten 

von generellen Machbarkeitsversuchen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Ziel war es, 

zunächst eine Methode zu entwickeln, mit der es möglich ist kleinere Mengen 

Fliegenmaden (ca. 50 bis 200 g) zu extrahieren und einer möglichst verlustfreien 

Sterilfiltration zuzuführen, um diese dann später auf eine Menge hochzurechnen, mit der 

eine solche Menge Extrakt herzustellen war, die ausreichte, um eine Serie von bis zu zehn 

Patienten zu behandeln, sowie weitere Laborversuche mit exakt dieser Charge zu 

ermöglichen. Zudem sollte die Herstellungsdauer aufgrund der Verwendung biologischer 

Materialien möglichst kurz sein und eine Zentrifugation nach Möglichkeit vermieden 

werden.  

Der einfache Gewebeaufschluss mit einem Stab-Homogenisator mit Rotor/Stator-Prinzip 

(Ultra-Turrax T25, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland) mit 

nachgeschaltetem Abpressen durch Mullkompressen (Tabelle 1, Prozess 1) ermöglichte 

eine schnelle und effektive Separation der groben Feststoffe von den flüssigen 

Bestandteilen. Der darauf folgende Erhitzungsschritt hatte die Bildung erheblicher Mengen 

Präzipitats zur Folge, die über diverse Filterkombinationen üblicher quantitativer und 

qualitativer Laborfilter im Membranformat mittels Gravitation entfernt wurden. Hierdurch 

konnte eine anteilige Klärung des Filtrats erreicht werden. Das grobe Filtrat war jedoch nur 

im Ansatz sterilfiltrierbar. Das Vertauschen des zweiten und dritten Arbeitsschritts 

(Prozess 2) verschlechterte die Filtrierbarkeit durch Sterilfilter mit nominalen 

Abscheideraten von 0,45/0,22 μm. 

In einem dritten Prozess wurde die Homogenisierung mittels Stab-Homogenisators durch 

die steuerbare Zerkleinerung in einer Messermühle ersetzt und ein weiterer 

Erhitzungsschritt dem Prozess hinzugefügt. Nach dieser weiteren Präzipitation wurde 

erneut mittels Gravitation durch verschiedene Faltenfilter filtriert, bis ein augenscheinlich 

klares Filtrat erzeugt wurde, das aber noch nicht vollständig sterilfiltrierbar war. Im 

Folgenden wurden neben Faltenfiltern verschiedene 10“ Filterkerzen aus verschiedenen 

Materialien und verschiedener Hersteller für Testfiltrationen verwendet unter anderem aus 

Edelstahl (Membranfilter), Polyethylen (Tiefenfilter), Polypropylen (Tiefenfilter) sowie mit 

gebundener und bindemittelfreier Glasfaser. Im Anschluss daran wurde zusätzlich durch 
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Glasfaserfilterscheiben mit einer nominalen Abscheiderate von 3 und 1 μm filtriert. 

Hierdurch zeigte sich eine deutlich verbesserte Filtrierbarkeit durch Filter mit nominalen 

Abscheideraten von 0,45/0,22 μm.  

Tabelle 1: Übersicht verschiedener Arbeitsschrittkombinationen zur Extrakt-Herstellung. 

Arbeitsschritt Prozess 1 Prozess 2 Prozess 3 Prozess 4 Prozess 5 

1 Aufschluss Rotor/Stator Rotor/Stator Messermühle Messermühle Messermühle 

2 Abpressen 

(manuell) 

Erhitzen  

60°C 

Erhitzen  

60°C 

Erhitzen  

60°C 

Erhitzen  

60°C 

3 Erhitzen  

60°C 

Abpressen 

(manuell) 

Abpressen 

(mechanisch) 

Abpressen 

(mechanisch) 

Zentrifugation 

4 Filtrationen 

(Gravitation) 

Filtrationen 

(Gravitation) 

Erhitzen 

 > 60°C 

Erhitzen 

 > 60°C 

Erhitzen 

 > 60°C 

5 Filtrationen 

(Druck) 

Filtrationen 

(Druck) 

Vorfiltrationen 

(Gravitation) 

Zentrifugation Zentrifugation 

6   Vorfiltrationen 

(Sog) 

Vorfiltrationen 

(Sog) 

Vorfiltrationen 

 (Druck) 

7   Endpunktfiltration 

(Druck) 

Endpunktfiltration 

(Druck) 

Filtration 

(Druck) 

 

Mit dieser Prozessanordnung wurde zwar eine Endpunktfiltration erzielt, jedoch konnte 

selbst bei kleinen Volumina (100 ml) ein vollständiges Verblocken der Filter nicht verhindert 

werden. Zudem zeigte sich in Wiederholungsversuchen, dass sich das Verblocken nach 

verschiedenen Filtrationsvolumina einstellte. Die Filtration mit Differentialdruckmessung mit 

vergleichbaren industriellen Filtern (Abbildung 6, PP2+SP2) zeigte ein nahezu sofortiges 

Verblocken der verwendeten Sterilfilter, die über absolute Abscheideraten von 0,2 μm 

verfügten.  

In den darauf folgenden Versuchsansätzen wurden die nur wenig standardisierbaren bzw. 

aufwendigen Arbeitsschritte des mechanischen Abpressens und das gravitationsgestützte 

Filtrieren durch Falten-/Membranfilter über einen vierten Prozess hin zu einem fünften 

Prozess ersetzt. Nachdem eine Methode zur grundlegenden Machbarkeit einer solchen 

Extraktion entwickelt worden war, konnte im Folgenden mittels Differentialdruckmessungen 

der tatsächliche Verlust der Filterleistung an den jeweiligen Filtern ermittelt werden. 
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In Abbildung 6 sind Filtrationsversuche unter Verwendung verschiedener industrieller Filter 

in verschiedenen Kombinationen zusammengefasst. Angesichts des zu filtrierenden 

Testvolumens von ca. 0,2 L bei einer Filterfläche von 13,5 cm2 pro Filter zeigten 

Polypropylen Tiefenfilter, Polyethersulfon Membranfilter und die Kombination aus Glasfaser 

Tiefenfilter mit nachgeschaltetem Polyethersulfon Membran-Sterilfilter eine für das 

Volumen nicht ausreichende Filtrationsleistung.  

 

Abbildung 6: Filtration von Madenextrakt unter Verwendung verschiedener Filterkombinationen. PP2 = Sartopure PP2 
/ Tiefenfilter / Polypropylen; GF+ = Sartopure GF+ / Tiefenfilter / Glasfaser; SG PES = Sartoguard PES / Membranfilter als 
Vorfilter / Polyethersulfon; SP2 = Sartopore 2 / Membranfilter / Sterilfilter / Polyethersulfon. Abbildung mit freundlicher 
Genehmigung der Sartorius Stedim Biotech GmbH, Göttingen, Deutschland. Autoren: Ralf Marialke und Dr. Nicole Merforth. 

 

Die Kombination aus Glasfaser Tiefenfilter gefolgt von einem Polyethersulfon-

Membranfilter mit nominaler Abscheiderate von 0,2 μm mit anschließender 

Endpunktfiltration durch Polyethersulfon-Membranfilter mit absoluten Abscheideraten von 

0,45 und 0,2 μm lieferte eine Kombination aus Filtermaterialien, die eine ausreichende 

Filtrationsleistung für das Zielvolumen von 0,2 L lieferte. Auf Grundlage dieser Daten konnte 

die für größere Volumina benötigte Filterfläche geschätzt und sterile Filtercapsulen zur 

Herstellung pharmakologischer Produkte für die Extraktherstellung ausgewählt werden.  

Um den so erzeugten Sterilfiltraten schonend das enthaltene Wasser zu entziehen, wurden 

diese in 2 ml Aliquots verschiedenen Gefriertrocknungsprotokollen unterzogen (Abschnitt 

4.5.3).  
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Aufgrund der hohen Schichtdicken des zu erzielenden Gefrierkuchens, wurde hierfür ein 

langsames Protokoll entwickelt (Tabelle 2). Zudem musste der Gefrierpunkt des Filtrats für 

ein angemessenes Protokoll zunächst empirisch ermittelt werden. 

 

Tabelle 2: Gefriertrocknungsprotokoll eines Madenextrakts. 

Phase Kammerdruck [mbar] Temperatur Stellflächen [°C] Dauer [min] 

Einfrieren Normaldruck Bis -80°C 120 

Haupttrocknung 0,120 -30 240 

 0,120 -25 240 

 0,120 -20 240 

 0,120 -15 120 

 0,120 -10 120 

 0,120 -5 120 

 0,120 5 120 

 0,120 10 120 

 0,120 15 120 

 

Ein zu schnelles Zuführen von Energie führte zu unzureichender Trocknung, was entweder 

zu einem vollständigen Zusammenbruch des Trocknungskuchen führte (Fototafel 2B) oder 

ein Abreißen des Kuchens von den Wänden der Glasgefäße bewirkte. Die biologischen 

Eigenschaften dieser Lyophilisate wurden, wie in 4.4.4 beschrieben, untersucht. Die 

Abbildung 7 zeigt den Verlauf einer gelungenen Trocknung und die Fototafel 2A den hierbei 

erzielten Gefriertrocknungskuchen.  
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Abbildung 7: Typischer Verlauf der Gefriertrocknung eines Madenextrakts. Nach dem Einfrieren wurde ein Vakuum von 
0,120 mbar angelegt. Durch kontrolliertes Erwärmen der Stellflächen wurde die zur Sublimation von Wasser notwendige 
Energie stufenweise hinzugefügt. Das direkt in den gasförmigen Zustand übergegangene Wasser schlägt dann am deutlich 
kälteren Kondensator (ca. -70°C) nieder. Die grüne Linie gibt an der sekundären y-Achse den Kammerdruck wieder. Blaue 
Punkte zeigen die Kondensator-Temperatur. Die schwarze und die graue Linie zeigen die Temperaturen der Stellflächen bzw. 
die durchschnittliche, über gleichmäßig verteilte Temperaturfühler ermittelte, Produkt-Temperatur.  

Die in Gläschen befindlichen, im Vakuum verschlossenen und einer -Strahlen-Behandlung 

unterzogenen Lyophilisate zeigten bei Resuspendierung in Wasser und in den verwendeten 

Kulturmedien eine vollständige und spontane Lösungsfähigkeit. Die Kontrolle auf 

bakterielles Wachstum durch Resuspendierung in Bakterien-Anreichungsmedium zeigte 

bei der Inkubation in Flüssigmedium und in der Kultur auf Nährböden keine Anzeichen für 

ein bakterielles Wachstum. Dies war unmittelbar nach der -Strahlen-Behandlung und zu 

allen Testzeitpunkten nach drei, sechs und zwölf Monaten Lagerung der Fall. 
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Fototafel 2: Gefriergetrockneter Madenextrakt in 3,5 ml Glas-Vials. A = Erfolgreich lyophilisierter Madenextrakt mit 
einheitlich ausgebildeten Gefriertrocknungskuchen, der sich nicht von der Glaswand ablöst. B = Kollabierter 
Gefriertrocknungskuchen nach nicht ausreichender Trocknung. 

 

5.2. Aus Patientenwunden isolierte Bakterienspezies 
Im Laufe der Therapieversuche der Patienten wurden vor und in zweiwöchigem Abstand 

während der Behandlung Abstriche vom äußeren Wundrand sowie im Bereich der 

Wundmitte genommen. Die verschiedenen Bakterienspezies wurden, wie in Abschnitt 4.7 

beschrieben, kultiviert und zur Erstellung von Antibiotikaresistenzprofilen in Form von 

Antibiogrammen verwendet. Die Wunden waren dauerhaft oder intermittierend mit 

verschiedenen bakteriellen Spezies besiedelt. Die Unterscheidung von Isolaten der 

gleichen Spezies erfolgte anhand der Antibiogramme. Die am häufigsten isolierten 

Bakterienspezies waren Pseudomonas aeruginosa (aus Wunden von 7 von 10 Patienten), 

Staphylococcus aureus (aus 6 von 10 Patientenwunden) und Proteus mirabilis (aus 2 von 

10 Patientenwunden) (Abbildung 8). Alle S. aureus-Isolate erwiesen sich als 

methicillinsensitiv (MSSA). Die Spezies Achromobacter xylosoxidans, Enterococcus 

faecalis, Citrobacter koseri, Providencia rettgeri, Streptokokken der Gruppe G und 

Klebsiella pneumoniae wurden jeweils nur aus Wunden eines Patienten isoliert. Neben 

diesen Einfach- und Mehrfachbefunden beinhalteten die Abstriche (teilweise zeitlich 

vorrübergehend) andere bakterielle Spezies, die Teil der Hautflora sind und daher nicht für 

weitere Analysen und Bewertungen verwendet wurden.  
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Abbildung 8: Häufigkeiten verschiedener Bakterienspezies aus Patientenwunden während des 
Behandlungszeitraums. Vor Beginn der Behandlung und in jeder zweiten Behandlungswoche wurde Abstriche von den 
Wundrändern und der Wundmitten der Patientenwunden genommen und die darin enthalten Bakterienspezies mittels 
Standardmethoden kultiviert und isoliert. Die Charakterisierung als individuelles Isolat erfolgte über die jeweiligen 
Antibiogramme. 

 

5.3. Bakterielle Besiedlungen der Patientenwunden im 
Behandlungsverlauf 

5.3.1. Patient 1 
Der erste Patient zeigte vor Beginn des Heilversuches sowohl in der Wundmitte als auch 

im Bereich des Wundrands eine identische Bakterienflora, die aus Achromobacter 

xylosoxidans, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis und anderen Bakterienspezies der 

Hautflora bestand (Tabelle 3). Die Intensität der Besiedlung der Wunde war jedoch in der 

Wundmitte bei A. xylosoxidans und E. faecalis tendenziell höher. Im Wesentlichen konnte 

während der Behandlung mit Madenextrakt eine kontinuierliche Abnahme der 

wundbesiedelnden Bakterien nachgewiesen werden. Bereits nach zwei Wochen 

Behandlung konnten A. xylosoxidans und E. faecalis weder am Wundrand noch in der 

Wundmitte nachgewiesen werden. Dieser Zustand hatte Bestand bis zur letzten 

Probennahme nach sechs Wochen. Die Besiedlung durch P. mirabilis und P. aeruginosa 

war nach vier Wochen Behandlung auf ein sehr geringes Niveau reduziert. Nach vier 

Wochen Behandlungsdauer konnte S. aureus in geringer Intensität sowohl am Wundrand 

als auch in der Wundmitte nachgewiesen werden. Aufgrund fehlender lokaler 

Infektionszeichen wurde der S. aureus Nachweis als Kolonisation bewertet. Eine 
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Probennahme nach acht Wochen war allerdings aufgrund der weiteren therapeutischen 

Behandlung in Form einer Spalthauttransplantation nicht möglich. Aufgrund der 

unterschiedlichen Antibiogramme der P. aeruginosa Isolate, wurde angenommen, dass es 

sich um zwei unterschiedliche Isolate handelte. 

Tabelle 3: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 1 im Behandlungsverlauf.  

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6

 Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte 

A. xylosoxidans ++ +++ - - - - - - 

E. faecalis + ++ - - - - - - 

P. mirabilis + + +++ ++ - - + - 

P. aeruginosa ++ ++ + ++ + + ± + 

Keime der Hautflora 0 - 0 0 - - - - 

S. aureus - - - - - - ± + 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.2. Patient 2 
Die Besiedlung der Wunden von Patient 2 bestand vor Beginn der Behandlung aus 

P. aeruginosa, S. aureus und Citrobacter koseri. Für P. aeruginosa und S. aureus war diese 

Besiedlung am Wundrand zunächst etwas ausgeprägter, während für C. koseri sich die 

Besiedlung in der Wundmitte als ausgeprägter erwies (Tabelle 4). Sowohl am Wundrand, 

als auch in der Wundmitte konnten dieselben Bakterienspezies isoliert werden. Die 

Besiedlung durch P. aeruginosa und C. koseri nahm sowohl am Wundrand als auch der 

Wundmitte zunächst etwas zu, ging aber gegen Ende der Behandlung auf das 

Ausgangsniveau zurück. S. aureus konnte bereits ab der 2. Behandlungswoche weder am 

Wundrand noch in der Wundmitte nachgewiesen werden. Die Antibiogramme der isolierten 

Spezies (Tabelle 15; Anhang) wiesen keine besonders ausgeprägten 

Antibiotikaresistenzen auf. Eine Probennahme in der achten Behandlungswoche konnte 

aufgrund einer Therapieumstellung nicht durchgeführt werden.  

Tabelle 4: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 2 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6 

Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte 

P. aeruginosa ++ + +++ +++ ++ ++ - ++ 

S. aureus ++ + - - - - - - 

C. koseri ++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 
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5.3.3. Patient 3 
Die Wunde des 3. Patienten zeigte zu Beginn der Behandlung eine ausgeprägte Besiedlung 

sowohl des Wundrands als auch der Wundmitte mit P. aeruginosa sowie mit im 

Behandlungsverlauf auftretenden anderen Keimen der Hautflora (Tabelle 5). Das 

P. aeruginosa Isolat erwies sich als resistent gegen drei von vier Leitsubstanzen 

(Acylureidopenicilline, Cephalosporine der dritten und vierten Generation sowie Chinolone), 

jedoch sensibel gegenüber allen getesteten Carbapenemen und war daher als 3MRGN 

(multiresistente gramnegative Stäbchen) einzustufen (Tabelle 16; Anhang). Die 

Behandlung wurde in der 3. Woche abgebrochen, so dass keine weiteren Proben 

genommen werden konnten. 

Tabelle 5: Isolierte Bakterienspezies aus der Wunde von Patient 3 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 

 Isolat Rand Mitte Rand Mitte 

P. aeruginosa +++ +++ + ++ 

Keime der Hautflora - - - ++ 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.4. Patient 4 
Zu Beginn der Behandlung des vierten Patienten war die behandelte Wunde im Bereich der 

Wundmitte und des Wundrands mit P. aeruginosa besiedelt. Das Isolat zeigte keine 

Antibiotikaresistenzen (Tabelle 16; Anhang). Da die Behandlung mit Madenextrakt vor der 

nächsten Probennahme nach zwei Wochen abgebrochen wurde, lagen keine weiteren 

Daten bezüglich der bakteriellen Besiedlung vor. 

 

5.3.5. Patient 5 
Die Wunde von Patient 5 war zu Beginn der Behandlung mäßig stark mit P. aeruginosa 

sowohl am Wundrand als auch in der Wundmitte besiedelt. Diese Besiedlung ging in den 

ersten vier Wochen der Behandlung kontinuierlich zurück (Tabelle 6). Zwischen der vierten 

und sechsten Behandlungswoche kam es vorrübergehend zu einer Besiedlung durch 

S. aureus, was in der achten Behandlungswoche nicht mehr nachgewiesen werden konnte. 

Im gleichen Zeitraum kam es aber zu einer erneuten Besiedlung durch P. aeruginosa. 

Aufgrund des Resistenzprofils wurde angenommen, dass es sich bei dem zweiten Isolat 

um ein anderes Isolat handelte. Beide Isolate traten in der Wundmitte und am Wundrand 

auf. In der ersten und zweiten sowie der sechsten und achten Behandlungswoche konnten 

andere Keime der Hautflora vereinzelt isoliert werden. Das P. aeruginosa Isolat (initial) war 
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sensibel für alle getesteten Antibiotika (Tabelle 16; Anhang). Das zwischen 

Behandlungswoche sechs und acht auftretende Isolat zeigte sich dagegen resistent gegen 

Imipenem und Meropenem. Das S. aureus Isolat wies zudem einige Resistenzen gegen 

Fluorchinolone auf. 

Tabelle 6: Isolierte Bakterienspezies aus der Wunde von Patient 5 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6 8 

Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte

P. aeruginosa ++ ++ ++ ± ± - - - ++ +++ 

Keime der Hautflora - 0 0 - - - 0 0 0 0 

S. aureus - - - - - - ++ ++ - - 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.6. Patient 6 
Zu Beginn der Behandlung zeigten die Wunden bei Patient 6 im Bereich des Wundrands 

eine ausgeprägte Besiedlung durch Providencia rettgeri und P. aeruginosa neben 

vereinzelten Streptokokken der Gruppe G und Keimen der Hautflora (Tabelle 7). Aufgrund 

der speziellen Form der Wunde war eine Unterscheidung zwischen Wundrand und 

Wundmitte nur schwer möglich, daher wurde zunächst nur ein Abstrich genommen. 

P. rettgeri konnte bereits nach zwei Wochen Behandlung und für den ganzen 

Behandlungszeitraum nicht mehr nachgewiesen werden. Die Intensität der Besiedlung 

durch P. aeruginosa nahm bereits nach zwei Wochen Behandlung deutlich ab und 

reduzierte sich innerhalb von vier Wochen auf ein Minimum. Nach sechs Wochen der 

Behandlung kam es zu einer erneuten intensiven Besiedlung durch P. aeruginosa und 

Klebsiella pneumoniae. Zu diesem Zeitpunkt wurde auch versucht eine Unterscheidung 

zwischen Wundrand und Wundmitte zu treffen, was sich in leichten Unterschieden der 

Intensität der Besiedlung äußerte. Anhand des Resistenzprofils der P. aeruginosa Isolate 

ließ sich feststellen (Tabelle 17; Anhang), dass es sich bei der Besiedlung ab der sechsten 

Woche um ein anderes, sensibleres Isolat handelte. Die Besiedlung durch das zweite 

P. aeruginosa Isolat konnte innerhalb der beiden letzten Behandlungswochen fast 

vollständig, die Besiedlung durch K. pneumoniae vollständig reduziert werden. Die zu 

Beginn der Behandlung auftretenden Streptokokken der Gruppe G konnten während des 

gesamten Behandlungszeitraums, andere Keime der Hautflora erst wieder in der zweiten 

Hälfte der Behandlung isoliert werden. 
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Tabelle 7: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 6 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6 8

Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte

P. rettgeri +++   -   -   -   - - 

P. aeruginosa +++   +   ±   +++ ++ + + 

Streptokokken (G) 0   0   0   0   + - 

Keime der Hautflora 0   -   -   0 0 0 0 

K. pneumoniae             +++ ++ - - 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.7. Patient 7 
Die Wunde von Patient 8 zeigte vor Beginn der Behandlung eine ausgeprägte Besiedlung 

mit S. aureus, und zwar sowohl am Wundrand als auch in der Wundmitte (Tabelle 8). 

Innerhalb der ersten beiden Behandlungswochen ging die Besiedlung im gesamten 

Wundbereich vollständig zurück. Innerhalb der nächsten vier Behandlungswochen konnte 

S. aureus nur vereinzelt in den verschiedenen Wundbereichen nachgewiesen werden. Erst 

nach acht Behandlungswochen konnte in beiden Wundbereichen S. aureus wieder in 

mäßiger bis starker Intensität nachgewiesen werden. Die Isolate nach zwei und nach acht 

Wochen waren aber beide sensibel für alle getesteten Antibiotika, (Tabelle 18; Anhang). 

Aufgrund des Fehlens lokaler Infektionszeichen wurde das Isolat als kolonisierend 

betrachtet. Es ist anzunehmen, dass es sich um ein identisches Isolat handelte.  

Tabelle 8: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 7 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6 8

 Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte

S. aureus +++ +++ - - + + + + ++ +++ 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.8. Patient 8 
Zu Beginn der Behandlung von Patient 8 zeigte die Wunden des Patienten eine starke 

Besiedlung mit P. aeruginosa in beiden Wundebereichen sowie eine mäßige Besiedlung 

des Wundrands mit P. mirabilis (Tabelle 9). Nach zwei Wochen der Behandlung konnte 

kein Nachweis einer P. aeruginosa Besiedlung mehr erbracht werden, diese trat jedoch 

erneut in abgeschwächter Intensität innerhalb der nächsten beiden Behandlungswochen 

auf, konnte aber im Anschluss bis zum Ende der Behandlung nicht mehr nachgewiesen 

werden. Die Intensität der Besiedlung durch P. mirabilis erhöhte sich zunächst innerhalb 

der ersten beiden Behandlungswochen, bildete sich in den nächsten beiden 
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Behandlungswochen zurück und verstärkte sich zum Ende der Behandlung hin. Die Isolate 

zeigten keine auffälligen Antibiotikaresistenzen. Das P. aeruginosa Isolat erwies sich zwar 

als resistent gegenüber den nicht -Lactam-Antibiotika Trimethoprim/Sulfamethoxazol, 

Ciprofloxacin und Gentamicin sowie gegen das -Lactam-Antibiotikum Imipenem, war dafür 

aber empfindlich gegenüber Piperacillin und Ceftazidim. Das P. mirabilis Isolat war sensibel 

gegenüber den meisten getesteten Antibiotika außer Ciprofloxacin, Moxifloxacin und 

Tigecyclin (Tabelle 18; Anhang). 

Tabelle 9: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 8 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6 8

 Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte

P. aeruginosa +++ +++ - - + ++ - - - - 

P. mirabilis ++ - ++ ++ - - + ++ +++ +++ 

Keime der Hautflora - - 0   - - - - - - 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.9. Patient 9 
Bei der Behandlung von Patient 9 konnten neben einem vorübergehenden Auftreten von 

anderen Keimen der Hautflora im Wesentlichen S. aureus als besiedelnde Spezies isoliert 

werden (Tabelle 10). Auffällig hierbei war die durchgehend höhere Intensität der Besiedlung 

am Wundrand gegenüber der Wundmitte. Die Intensität der Besiedlung nahm innerhalb der 

ersten vier Behandlungswochen auf ein mäßiges bis hohes Maß zu, wurde dann aber im 

weiteren Behandlungsverlauf schwächer. Das Isolat erwies sich als empfindlich für alle 

getesteten Antibiotika außer Fusidinsäure (Tabelle 19; Anhang).  

Tabelle 10: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 9 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 6

 Isolat Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte 

S. aureus +++ - +++ ++ +++ ++ ++ + 

Keime der Hautflora - 0 0 - - - - - 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.3.10. Patient 10 
Die Wunde von Patient 10 wies zu Beginn der Behandlung eine ausgeprägte Besiedlung 

mit S. aureus auf und zwar sowohl am Wundrand als auch in der Wundmitte (Tabelle 11). 

Die Besiedlung verzeichnete einen leichten Rückgang nach zwei Behandlungswochen und 

konnte dann nach vier Behandlungswochen nicht mehr nachgewiesen werden. Im Verlauf 
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der abnehmenden Besiedlung durch S. aureus kam es zu einer zunehmenden Besiedlung 

durch P. aeruginosa. Das S. aureus Isolat erwies sich als sensibel für die meisten 

getesteten Antibiotika und zeigte nur Resistenzen gegen Penicillin, Levofloxacin und 

Moxifloxacin (Tabelle 19; Anhang). Das P. aeruginosa Isolat war dagegen sensibel für alle 

getesteten Antibiotika.  

Tabelle 11: Isolierte Bakterienspezies aus Wunden von Patient 10 im Behandlungsverlauf. 

Dauer der Behandlung (Wochen) 0 2 4 5 7

 Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte Rand Mitte

S. aureus +++ +++ ++ ++ - - + + - - 

Keime der Hautflora 0 0 - - - - - - - - 

P. aeruginosa - - + +++ +++ +++ + + ++ + 

+++ = reichlich; ++ = mäßig; + = vereinzelt; ± = ganz vereinzelt; - = keine Kolonien; 0 = keine Intensität 

 

5.4. Wirkung von Madenextrakten auf Bakterienisolate aus 
Patientenwunden 

Die subkultivierten Bakterienisolate aus Abschnitt 5.3 wurden verwendet, um in 

verschiedenen Versuchsansätzen mögliche, direkte antibakterielle Effekte des Extrakts 

und/oder der Exkrete/Sekrete experimentell zu ermitteln. Auf Grundlage der Antibiogramme 

(Tabelle 13 bis Tabelle 19, alle im Anhang) wurde Piperacillin/Tazobactam in allen 

Versuchsansätzen als Kontrolle zur vollständigen Wachstumshemmung eingesetzt, und es 

wurden neben den Patientenisolaten einige ATCC (American Type Culture Collection)-

Referenzstämme in die Experimente eingeschlossen. Da nicht alle Isolate in der 

Dauerkultur im Flüssigkultur-Medium (tryptische Soja Bouillon) ein gleichbleibendes und 

ausreichend gutes Wachstum zeigten, wurden die nachfolgenden Versuche nur mit den 

Isolaten durchgeführt, die über gleichbleibende Wachstumseigenschaften verfügten.  

Da einige Autoren (Barnes et al. 2010) Minimalmedium (10 %ig) verwenden, wurde 

zunächst auch die Wirkung von Minimalmedium auf das bakterielle Wachstum untersucht 

(Abbildung 27; Anhang). Hierzu wurden die Isolate von Patient 1 verwendet. Es zeigte sich, 

dass zwischen Medienkonzentrationen (TSB) und Trübung für die verwendeten Isolate (S. 

aureus, P. aeruginosa, A. xylosoxidans, E. faecalis, P. mirabilis) kein linearer 

Zusammenhang zwischen Medienkonzentration und Wachstum besteht. Eine Reduktion 

auf 50 % Medienanteil schien hierbei tolerierbar zu sein, eine Reduktion auf 10 % resultierte 

jedoch in einer unproportional starken Verminderung des Wachstums. In einem parallelen 

Versuch wurde der Einfluss eines als nicht proteolytisch und nicht antibakteriell aktiven 

Proteins (BSA), einer proteolytisch aktiven Serinproteinase (Chymotrypsin), der 

Exkrete/Sekrete von Lucilia sericata Larven und des Madenextrakts auf das bakterielle 
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Wachstum in Anwesenheit von 10 % TSB untersucht (Abbildung 28; Anhang). Es zeigte 

sich, dass ein in Minimalmedium (10 % TSB) resuspendierter Extrakt zu einem gegenüber 

dem Minimalmedium deutlich verbesserten aber in etwa mit Vollmedium gleichem 

Wachstum aller getesteten Bakterienspezies führte. Lediglich für P. mirabilis fiel dieser 

Effekt weniger stark aus. In Minimalmedium gelöstes BSA führte für A. xylosoxidans zu 

keinem verbesserten Wachstum gegenüber dem Minimalmedium. Bei allen anderen 

getesteten Spezies kam es zu einem besseren Wachstum im Vergleich zu Minimalmedium 

alleine. Dieser Effekt war jedoch deutlich geringer ausgeprägt als der durch den 

Madenextrakt hervorgerufene. Die mit Minimalmedium versetzten Exkrete/Sekrete führten 

ebenfalls zu einer deutlichen Verbesserung des Wachstums gegenüber dem 

Minimalmedium, blieb jedoch stets unterhalb der Wachstumsraten bei Vollmedium für alle 

Spezies außer P. mirabilis, die ein etwas reduziertes Wachstum zeigte. Die Anwesenheit 

von Chymotrypsin führte zu einem in etwa mit Minimalmedium vergleichbaren Wachstum. 

Da das Testverfahren bakteriolytische Effekte nicht ausschließen kann, die ebenfalls zu 

einer Trübung und damit zu einer Erhöhung der OD (optische Dichte) führen können, 

wurden exemplarisch für diesen Versuch die „colony forming units“ bestimmt, für die keine 

Reduktion gegenüber dem Minimalmedium ermittelt werden konnte. Aufgrund der nur 

geringfügigen Verbesserung der Präzision der Messergebnisse und des Fehlens 

zusätzlicher Aussagekraft sowie des erheblich gesteigerten Arbeits- und Materialaufwands 

wurde auf die Methode der „colony forming units“ im weiteren Verlauf verzichtet. Da der 

Madenextrakt stets zu einem verbesserten Wachstum gegenüber dem Minimalmedium 

führte, wurde auf die Verwendung von Minimalmedium verzichtet. Der Madenextrakt wurde 

für die weiteren Versuche in Vollmedium aufgenommen und dann mit dem Wachstum von 

Bakterien in Vollmedium alleine verglichen.  

In weiteren „microbroth dilution assays“ mit Patienten-Isolaten und ATCC-Kontrollstämmen 

wurde für die erste Gruppe von Bakterien (P. mirabilis Isolate und ATCC-Stamm, P. rettgeri, 

E. faecalis, A. xylosoxidans, S. pyogenes ATCC und einem klinischen Klebsiella oxytoca 

Isolat) auch in der höchstmöglichen Extrakt-Konzentration keine Wachstumsinhibition 

(Ausbleiben einer Trübung des Mediums) festgestellt. Die Intensität der ermittelten 

Trübungen entsprach dabei stets der des Medium-Kontrollversuchs bzw. lag sogar darüber. 

Nur in Versuchen mit A. xylosoxidans konnte eine Verminderung der Intensität der Trübung, 

jedoch keine Wachstumsinhibition verzeichnet werden (Abbildung 9). Die Versuche unter 

Verwendung der beiden Piperacillin/Tazobactam Konzentrationen von 2/0,25 μg/ml bzw. 

20/2,5 μg/ml lieferten in beiden Fällen ein Ausbleiben der Trübung und damit eine 

Wachstumsinhibition.  
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In den Versuchen mit einer zweiten Gruppe von Isolaten/Stamm (P. aeruginosa aus 

Wunden von Patient 3, 6 und 8; S. aureus aus Wunden von Patient 1, 5 und 7 sowie einem 

MRSA ATCC Stamm) konnte im „microbroth dilution assay“ ebenfalls kein antibakterieller 

Effekt durch den Madenextrakt nachgewiesen werden. Das Wachstum war in allen 

Versuchsansätzen vergleichbar oder sogar erhöht gegenüber der Mediumkontrolle 

(Abbildung 10). 

 

Abbildung 9: Microbroth dilution assay für P. mirabilis und andere Isolate. Die verschiedenen Isolate wurden 20 h bei 
37 °C auf Blutagar vorkultiviert. 100 μl 100 %ige TSB, in 100 % TSB gelöster Madenextrakt und in 100 % TSB verdünntes 
Piperacillin/Tazobactam wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf McFarland 0,5 eingestellten 
Bakterien-Suspension inokuliert und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Messung der OD erfolgte photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 600 nm. Abgebildet sind die Mittelwerte minus der jeweiligen nicht-inokulierten Vehikel-Kontrollen sowie die 
Standardabweichung aus je n = 3 Messungen. P = Patient+Nummer; Pip/Taz = Piperacillin/Tazobactam; TSB = tryptische 
Soja Bouillon; OD = optische Dichte. 
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Abbildung 10: Microbroth dilution assay für P. aeruginosa und S. aureus Isolate. Die verschiedenen Isolate wurden 
20 h bei 37 °C auf Blutagar vorkultiviert. 100 μl 100 %ige TSB, in 100 % TSB gelöster Madenextrakt und in 100 % TSB 
verdünntes Piperacillin/Tazobactam (Pip/Taz) wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf 
McFarland 0,5 eingestellten Bakterien-Suspension inokuliert und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Messung der OD erfolgte 
photometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm. Abgebildet sind die Mittelwerte minus der jeweiligen nicht-inokulierten 
Vehikel-Kontrollen sowie die Standardabweichung aus je n = 3 Messungen. P = Patient+Nummer; Pip/Taz = 
Piperacillin/Tazobactam; TSB = tryptische Soja Bouillon; OD = optische Dichte. 

 

Die P. aeruginosa Isolate zeigten ein Wachstum entsprechend ihrer Antibiogramme, d.h. 

eine Wachstumsinhibition für das Isolat von Patient 8 fand sowohl bei 2/0,25 μg/ml als auch 

bei 20/2,5 μg/ml Piperacillin/Tazobactam statt, beim Isolat von Patient 6 nur bei 20/2,5 μg/ml 

Piperacillin/Tazobactam und beim Isolat von Patient 3 bei keiner der gewählten 

Konzentrationen statt. Ebenfalls konnte kein antibiotischer Effekt durch den Madenextrakt 

gegenüber den S. aureus Isolaten (Patient 1, 5, 7) sowie dem MRSA-Stamm ermittelt 

werden, sondern es führte vielmehr zu einem verbesserten Wachstum. Alle drei Patienten-

Isolate (S. aureus) reagierten sensibel auf 20/2,5 μg/ml Piperacillin/Tazobactam und zum 

Teil auch auf 2/0,25 μg/ml, während der MRSA erwartungsgemäß auf keine dieser 

Konzentrationen mit vollständiger Wachstumsinhibition reagierte.  

Die Untersuchungen auf eine Wachstumsinhibition in Form eines „zone of inhibition assays“ 

zeigten in keinem Versuchsansatz mit verschiedenen Extraktchargen sowie den 

Exkreten/Sekreten, weder bei den isolierten Stämmen, noch bei den Referenzstämmen 

einen Hemmhof. Sie lieferten damit auch keinen Hinweis auf einen antibakteriellen Effekt. 
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5.5. Wirkung von Madenextrakten auf die Bildung bakterieller 
Biofilme 

Die Untersuchung eines potenziellen Einflusses des Madenextrakts auf die Bildung 

bakterieller Biofilme (Abschnitt 4.7.5) zeigte bei der ersten Gruppe von Bakterien (P. 

mirabilis Isolate und ATCC-Stamm, P. rettgeri, E. faecalis, A. xylosoxidans, S. pyogenes 

ATCC und einem klinischen K. oxytoca Isolat), dass für alle P. mirabilis Isolate/Stamm, E. 

faecalis, S. pyogenes und K. oxytoca die Bildung von Biofilmen in Anwesenheit des 

Madenextrakts verschlechtert wird (Abbildung 11). Im Vergleich hierzu  konnte die Bildung 

von Biofilmen durch Piperacillin/Tazobactam Konzentrationen von 2/0,25 μg/ml als auch 

20/2,5 μg/ml vollständig inhibiert werden. Für A. xylosoxidans konnte die Biofilmbildung nur 

durch Piperacillin/Tazobactam Konzentrationen von 20/2,5 μg/ml verhindert werden. Die 

Piperacillin/Tazobactam Konzentration von 2/0,25 μg/ml bzw. der Madenextrakt führten zu 

einer Verbesserung respektive einer etwa gleichstarken Biofilmbildung.  

In der zweiten Gruppe der getesteten Bakterien (P. aeruginosa aus Wunden von Patient 3, 

6 und 8; S. aureus aus Wunden von Patient 1, 5 und 7 sowie MRSA und MSSA ATCC 

Stämme) führte der Madenextrakt nur bei einem Isolat (S. aureus von Patient 5) zu einer 

vermehrten Biofilmbildung (Abbildung 12). Ein geringer bzw. kein inhibierender Einfluss auf 

die Biofilmbildung konnte für das P. aeruginosa Isolat von Patient 3 und den MSSA Stamm 

festgestellt werden, wobei für P. aeruginosa ein ähnlicher Effekt durch 2/0,25 μg/ml 

Piperacillin/Tazobactam hervorgerufen wurde, Konzentrationen von 20/2,5 μg/ml 

Piperacillin/Tazobactam führten aber in beiden Fällen zu einer vollständigen Verhinderung 

der Biofilmbildung. Auf die P. aeruginosa Isolate von Patient 6 sowie auf das S. aureus 

Isolat von Patient 1 konnte ein sehr stark inhibierender Effekt auf die Biofilmbildung, für das 

P. aeruginosa Isolat von Patient 8 und das S. aureus Isolat von Patient 7 sogar ein nahezu 

vollständig inhibierender Effekt gezeigt werden. Bei diesen Isolaten führte eine 

Piperacillin/Tazobactam Konzentration von 2/0,25 μg/ml zu einer vollständigen 

Verhinderung der Biofilmbildung. Für den vergleichsweise stark Biofilme bildenden MRSA 

Stamm konnte mit Madenextrakt eine Biofilmbildung nahezu vollständig verhindert werden, 

was nur mit einer Piperacillin/Tazobactam Konzentration von 20/2,5 μg/ml der Fall war, 

während Piperacillin/Tazobactam Konzentrationen von 2/0,25 μg/ml sogar zu einer 

Verbesserung der Biofilmbildung führten.  
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Abbildung 11: Biofilmbildung durch P. mirabilis und andere Isolate. Die verschiedenen Isolate wurden 20 h bei 37 °C 
auf Blutagar vorkultiviert. 100 μl Biofilm-Medium, in 100 % Biofilm-Medium gelöster Madenextrakt und in 100 % Biofilm-
Medium verdünntes Piperacillin/Tazobactam wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf McFarland 
0,5 eingestellten Bakterien-Suspension inokuliert und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Der Zellrasen wurde mit Kristallviolett 
angefärbt und in 30 % Essigsäure resuspendiert. Die Messung der OD erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 570 
nm. Abgebildet sind die Mittelwerte minus der jeweiligen nicht-inokulierten Vehikel-Kontrollen sowie die Standardabweichung 
aus je n = 3 Messungen. P = Patient+Nummer; Pip/Taz = Piperacillin/Tazobactam; OD = optische Dichte. 

 

 

 

Abbildung 12: Biofilmbildung durch P. aeruginosa und S. aureus. Die verschiedenen Isolate wurden 20 h bei 37 °C auf 
Blutagar vorkultiviert. 100 μl Biofilm-Medium, in 100 % Biofilm-Medium gelöster Madenextrakt und in 100 % Biofilm-Medium 
verdünntes Piperacillin/Tazobactam wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf McFarland 0,5 
eingestellten Bakterien-Suspension inokuliert und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Der Zellrasen wurde mit Kristallviolett angefärbt 
und in 30 % Essigsäure resuspendiert. Die Messung der OD erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 570 nm. 
Abgebildet sind die Mittelwerte minus der jeweiligen nicht-inokulierten Vehikel-Kontrollen sowie die Standardabweichung aus 
je n = 3 Messungen. P = Patient+Nummer; Pip/Taz = Piperacillin/Tazobactam; OD = optische Dichte. 
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5.6. Einfluss von Madenextrakten auf die Vitalität von primären 
Fibroblasten 

Versuche mit Extrakten (Bournelis 2012), die wie in 4.5 hergestellt wurden, haben gezeigt, 

dass die Extrakte keinen oder einen sehr geringfügigen Einfluss auf die Proliferation von 

primären Fibroblasten und Keratinozyten unter serumreduzierten Bedingungen (1 % FKS) 

und einer Inkubationszeit von 72 h haben. Eigene Ergebnisse (Gestmann 2009) haben dies 

für diesen Versuchszeitraum bestätigt. Nach einer Vorinkubation von 48 h gefolgt von 96 h 

Inkubation mit verschiedenen Extrakten konnten hier leicht positive Effekte gezeigt werden. 

Da bereits Serumkonzentrationen zwischen 3 und 4 % anstelle der im Kulturmedium 

verwendeten 10 % FKS erheblichen Einfluss auf die Proliferation der Fibroblasten zeigten, 

wurde der Serumgehalt anstelle von 1 % auf ein notwendiges Maß von 0,1 % reduziert. 

FKS-Konzentrationen unterhalb von 0,1 % führten zu ausbleibender Adhäsion der 

Fibroblasten. Aufgrund der Annäherung an eine minimal notwendige FKS-Konzentration 

und der daraus resultierenden verringerten Adhäsion wurde das Medium nach der Vorkultur 

nicht entfernt, um ein Ablösen der Zellen durch den Mediumwechsel zu vermeiden.  

Für die Durchführung der Versuche wurde wie in 4.4.4 und 4.4.5 beschrieben vorgegangen. 

Dabei wurden die Extrakt-Chargen verwendet, die auch bei der Behandlung von 

menschlichen Patienten Anwendung gefunden haben. Abbildung 13 zeigt den Vergleich 

der Wirkungen des Extraktes auf primäre Fibroblasten von drei verschiedenen Spendern, 

die unter serumreduzierten Bedingungen (mit 0,1 % FKS im Medium) für 48 h vorkultiviert 

worden waren und dann mit Extrakt, der in serumreduziertem Medium resuspendiert wurde, 

für 96 h behandelt wurden.  

Es zeigte sich für Zellen aller drei Fibroblasten-Spender, dass im Vergleich zur Kontrolle 

konzentrationsabhängige Effekte auf die Vitalität vorliegen (Abbildung 13). Fibroblasten der 

Spender 2 und 3 reagierten bei Extrakt-Konzentrationen zwischen etwa 33 % und 8 % 

Madenextrakt im Medium mit einer erhöhten Vitalität von bis zu ca. 50 %. Bei Spender 1 

war ein ähnlich positiver Effekt mit einer Verschiebung auf einen Konzentrationsbereich 

zwischen etwa 16,5 % und 4 % zu beobachten. Die Fibroblasten von Spender 1 reagierten 

zudem stärker auf die Anregung durch 3,4 % FKS im Kulturmedium. Im Vergleich zum 

Wachstum in Minimalmedium reagierten Fibroblasten von Spender 1 mit einem um etwa 

150 % erhöhten Wachstum, die Fibroblasten der Spender 2 und 3 nur mit einer Erhöhung 

um etwa 50 %. Mit zunehmender Verdünnung wurden die durch den Madenextrakt 

hervorgerufenen Effekte aufgehoben. Die durch den Madenextrakt herbeigeführte 

Stimulation blieb bei allen drei Spendern unterhalb der durch Zugabe von 3,4 % FKS 

herbeigeführten Stimulation.  
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Abbildung 13: Wachstum von NHDF verschiedener Spender unter Einfluss von Madenextrakt in Mangelmedium. 
Wachstumsversuch nach 48 h Serumentzug (0,1 % FKS) und anschließender Anregung mit 0,1 % FKS (Kontrolle) oder 3,4 % 
FKS Endkonzentration bzw. sinkenden Madenextrakt Endkonzentrationen in Mangelmedium für 96 h (jeweils n = 5). Messung 
mittels MTT, Messwerte prozentual bezogen auf die Kontrolle. (A) NHDF von Spender 1, (B) NHDF von Spender 2, (C) NHDF 
von Spender 3. FKS = fötales Kälberserum; MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; NHDF = 
normale humane dermale Fibroblasten. 

In weiteren Versuchen wurde überprüft, ob mit Extrakt, der in Vollmedium resuspendiert 

wurde, ein Effekt erzielt werden kann, der den Effekt durch Zugabe von Vollmedium 

überschreiten kann. Der Versuch mit Fibroblasten zweier Spender zeigte, dass unter diesen 

Bedingungen keine Steigerung der Vitalität gegenüber der Anregung mit 3,4 % FKS alleine 

herbeizuführen war (Abbildung 14). Hierbei entsprach die Vitalität bei der höchsten 

getesteten Extrakt-Konzentration von 33 % immer noch etwa der nicht angeregten 

Kontrolle. Erst in Verdünnungen von bis zu 0,06 % konnte dieser Effekt vollständig 

aufgehoben werden.  
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Abbildung 14: Wachstum von NHDF verschiedener Spender unter Einfluss von Madenextrakt in Vollmedium. 
Wachstumsversuch nach 48 h Serumentzug (0,1 % FKS) und anschließender Anregung mit 0,1 % FKS (Kontrolle) oder 3,4 % 
FKS Endkonzentration bzw. sinkenden Madenextrakt Endkonzentrationen in Vollmedium für 96 h (jeweils n = 5). Messung 
mittels MTT, Messwerte prozentual bezogen auf die Kontrolle. (A) NHDF von Spender 1, (B) NHDF von Spender 3. FKS = 
fötales Kälberserum; MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; NHDF = normale humane dermale 
Fibroblasten. 

Da geringfügig positive Effekte durch Madenextrakt in Minimalmedium gezeigt werden 

konnten, wurden, um mögliche positive Effekte der Exkrete/Sekrete (ES) auf das Wachstum 

bzw. die Vitalität von Fibroblasten zu untersuchen, die Exkrete/Sekrete zunächst 

unverdünnt und dann in höheren, mit Minimalmedium hergestellten Verdünnungen 

eingesetzt. Es zeigten sich oberhalb einer Exkret/Sekret-Konzentration von ca. 3,3 % im 

Medium starke negative Effekte auf die Fibroblasten aller drei Spender (Abbildung 15). 

Hierbei konnten für Zellen vom Spender 1 keine positiven Effekte im gesamten 

Konzentrationsbereich von 33,3 % bis 0,01 % gemessen werden. Die Fibroblasten von 

Spender 2 reagierten lediglich im Konzentrationsbereich von 0,01 bis 0,03 % 

Exkrete/Sekrete leicht positiv (ca. 10 % erhöhte Vitalität). Zellen von Spender 3 reagierten 

hierbei bei Exkret/Sekret-Konzentrationen im Medium von ca. 0,83 % bis 0,03 % mit einer 

leicht erhöhten Vitalität (bis maximal 25 %). 

Die visuelle Kontrolle der mit Kristallviolett angefärbten Zellen (Fototafel 3) zeigte im 

Kontrollversuch für in Minimalmedium kultivierten Zellen (Spender 1) ein Verklumpen der 

Zellen in der Mitte und am Rand der Kulturfläche sowie eine kreisförmige Anordnung 

zwischen diesen beiden Bereichen (Fototafel 3, A). Die mit 3,4 % FKS behandelten Zellen 

bildeten während der Kultivation einen zu etwa 80 bis 90 % konfluenten Zellrasen mit etwa 

gleichmäßig verteilten Klumpungen (Fototafel 3, B). Hohe Konzentrationen der 

Exkrete/Sekrete (6,67 % bis 33 %) im Medium führten zu einer Reduktion adhärierender 

Zellen sowie zu einer starken morphologischen Veränderung der Zellen von spindelförmig 

zu rund/ablösend (Fototafel 3, E). Dieser Effekt war erst bei einer Konzentration von etwa 

0,03 % Exkrete/Sekrete im Medium soweit aufgehoben, dass eine Adhäsion der Zellen zu 
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beobachten war, die in etwa auch der flächenmäßigen Anordnung der Zellen in den 

Kontrollen entsprach (Fototafel 3, F).  

Konzentrationen von 33 % Madenextrakt im Medium führten zu keiner morphologischen 

Veränderung der Zellen, jedoch wurde durch das Kristallviolett eine große Menge 

extrazellulärer Substanz angefärbt, die das Bild teilweise überlagert (Fototafel 3, C). Die 

Verteilung der Fibroblasten auf der Kulturfläche erschien hier gleichmäßig auf die 

Kulturfläche verteilt und nicht konzentriert auf den Rand und die Mitte der Kulturfläche. In 

geringer Konzentration (ca. 1 %) konnte ein dichter Zellrasen beobachtet werden (Fototafel 

3, D), der in seiner Dichte etwa zwischen dem im Minimalmedium und dem in 3,4 % FKS 

kultivierten Rasen einzuordnen war.  

Abbildung 15: Wachstum von NHDF verschiedener Spender unter Einfluss von ES in Minimalmedium. 
Wachstumsversuch nach 48 h Serumentzug (0,1 % FKS) und anschließender Anregung mit 0,1 % FKS (Kontrolle) 
Endkonzentration bzw. sinkenden ES Endkonzentrationen in Mangelmedium für 96 h (jeweils n = 5). Messung mittels MTT, 
Messwerte prozentual bezogen auf die Kontrolle. (A) NHDF von Spender 1, (B) NHDF von Spender 2, (C) NHDF von Spender 
3. ES = Exkrete/Sekrete; FKS = fötales Kälberserum; MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; 
NHDF = normale humane dermale Fibroblasten. 
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Fototafel 3: Wachstum von NHDF (Spender 1) in 96-Well Mikrotiterplatten unter Einfluss von Madenextrakt oder 
Exkreten/Sekreten. Wachstumsversuch nach 48 h Serumentzug (0,1 % FKS) und anschließender Anregung mit 0,1 % FKS 
(A), 3,4 % FKS (B), 33 % Madenextrakt (C), ca. 1 % Madenextrakt (D), 33 % Exkrete/Sekrete (E) und 0,03 % Exkrete/Sekrete 
im Medium für 96 h. Fixiert mit 4 % Formaldehyd und gefärbt mit 1 % ethanolischem Kristallviolett. Bilder bei 32-facher 
Vergrößerung. FKS = fötales Kälberserum; NHDF = normale humane dermale Fibroblasten. 
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5.7. MMP- und TIMP-Level in Wundexsudaten während der 
Behandlung mit Madenextrakten 

Die verschiedenen MMP- (Matrixmetalloproteinase) und TIMP-Level (tissue inhibitors of 

metalloproteinases), die in den Wundexsudaten der Patienten ermittelt wurden, 

unterschieden sich stark in den Proteinkonzentrationen, so dass diese Level zum Einen so 

dargestellt wurden, wie sie ermittelt wurden (Anhang, Abbildung 29 bis Abbildung 32) und 

zum anderen auf jeweils 100 μg Protein bezogen wurden (Abbildung 17 bis Abbildung 20). 

Um den Lesefluss nicht zu stark zu behindern, werden die Messwerte im Folgenden nur auf 

10 pg/ml genau angegeben. Für eine ungefähre Einschätzung und spätere Vergleiche 

wurden zunächst die MMP- und TIMP-Konzentrationen im Medium kultivierter NHDF dreier 

Spender untersucht (Abbildung 16, Tabelle 20 im Anhang). Hierbei zeigte sich das 

vollständige Fehlen vom MMP-2 und TIMP-4 im Medium als Gemeinsamkeit für Zellen aller 

drei Spender. In Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze konnten MMP-8, -9 und -13 

nachgewiesen werden, MMP-10 konnte nur bei den Spendern 2 und 3 in Konzentrationen 

von 200 pg/ml bzw. 270 pg/ml nachgewiesen werden. Für alle anderen MMP- und TIMP 

ließen sich keine eindeutigen Gemeinsamkeiten feststellen. 

 

 

Abbildung 16: MMP- und TIMP-Konzentrationen im Kulturmedium von NHDF. Es wurden 2x105 NHDF dreier Spender 
72 h bei 37°C und 5 % CO2-Sättigung in DMEM mit 10 % FKS kultiviert. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen 
erfolgte mittels Protein-Microarray. Messwerte von DMEM mit 10 % FKS ohne Zellen wurden von den Messwerten mit Zellen 
subtrahiert. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 Messungen. MMP = 
Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases; NHDF = normale humane dermale Fibroblasten; 
DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; FKS = fötales Kälberserum.  
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Für MMP-1 lagen die Messwerte zwischen 920 pg/ml und 4.560 pg/ml, für MMP-3 zwischen 

270 pg/ml und 3.630 pg/ml, für TIMP-1 zwischen 1.480 pg/ml und 4.540 pg/ml und für TIMP-

2 zwischen 840 pg/ml und 1.950 pg/ml. 

 

5.7.1. Patient 1 
Bei der Untersuchung der Wundexsudate des ersten Patienten konnten im Allgemeinen alle 

zu untersuchenden Proteinasen und deren Inhibitoren an einem oder mehreren Zeitpunkten 

der Probennahmen nachgewiesen werden. Bei der von der Proteinkonzentration 

abhängigen Darstellung der Messdaten (Abbildung 17; Tabelle 21, Anhang) zeigte sich für 

die MMP-1 eine starke Reduktion der Konzentration innerhalb der ersten 

Behandlungswoche von 36.750 pg/ml auf 10.900 pg/ml. In allen folgenden 

Behandlungswochen stieg diese Konzentration kontinuierlich bis auf 23.480 pg/ml in der 

achten Behandlungswoche an.  

Für die Konzentration von MMP-2 zeigte sich im Laufe der ersten Woche der Behandlung 

ein ähnlicher Effekt. Konnten vor der Behandlung ca. 750 pg/ml als Konzentration ermittelt 

werden, sank diese auf ca. 50 pg/ml ab. In den darauf folgenden Wochen kam es 

alternierend zu einem starken Anstieg auf ca. 70 % des Ausgangsniveaus und in den darauf 

folgenden Wochen zu einem Absinken auf weniger als 10 % des Ausgangsniveaus.  

Für MMP-3 konnte innerhalb der ersten Woche ebenfalls eine starke Reduktion der 

Konzentration von ca. 280 pg/ml auf 4 pg/ml gemessen werden. Bis zur dritten Woche 

erfolgte ein starker Anstieg auf 830 pg/ml, gefolgt von einer nahezu vollständigen 

Abwesenheit von MMP-3 bei allen weiteren Probennahmen.  

MMP-10 konnte vor der Behandlung und auch während der ersten beiden 

Behandlungswochen in sehr geringen Konzentrationen nahe der Nachweisgrenze 

nachgewiesen werden (maximal 14 pg/ml). In den beiden darauf folgenden Wochen erfolgte 

ein Anstieg auf maximal 230 pg/ml, bevor in der sechsten und achten Woche nur noch 

Konzentrationen von 40 pg/ml nachgewiesen werden konnten. 

Im der ersten Woche der Behandlung zeigten MMP-8, MMP-9 und MMP-13 zunächst 

höhere Konzentrationen. Hierbei stieg die Konzentration von MMP-8 von 930 pg/ml um ein 

Zehnfaches auf 9.600 pg/ml an und sank dann bis zur dritten Behandlungswoche wieder 

auf 5.400 pg/ml ab. In der vierten Woche erfolgte dann ein starker Anstieg auf 31.610 pg/ml. 

In den darauf folgenden Wochen konnten dann noch Konzentrationen von 4.850 pg/ml bis 

maximal 6.920 pg/ml gemessen werden.  
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Die Konzentration von MMP-9 stieg in der ersten Woche von zunächst 67.080 pg/ml auf 

107.020 pg/ml an und sank dann auf ein Niveau von 23.000 pg/ml mit Ausnahme der vierten 

Woche, in der eine Konzentration von 150.840 pg/ml gemessen werden konnte.  

Die Konzentration von MMP-13 stieg in der ersten Woche von 210 pg/ml leicht auf 

280 pg/ml an und konnte in allen folgenden Wochen nur noch in sehr geringen 

Konzentrationen von maximal 50 pg/ml gemessen werden. 

Der Inhibitor TIMP-1 konnte in der ersten Woche in etwa derselben Konzentration wie zu 

Beginn der Behandlung gemessen werden (21.770 pg/ml zu 21.890 pg/ml). Die 

Konzentrationen sanken zunächst innerhalb von zwei Wochen auf 10.540 pg/ml ab und 

stiegen in der vierten Woche auf ca. 26.550 pg/ml an und sanken erneut in den beiden 

folgenden Wochen auf minimal 9.270 pg/ml ab.  

TIMP-2 konnte in schwankenden Konzentrationen zwischen maximal 3.570 pg/ml und 

minimal 920 pg/ml gemessen werden. Hierbei zeigten sich die höchsten Messwerte zu 

Beginn der Behandlung (3.570 pg/ml) und in Woche vier (3.300 pg/ml).  

Die TIMP-4 Konzentrationen sanken während der ersten vier Wochen kontinuierlich von 

anfänglich 200 pg/ml bis auf 8 pg/ml in der vierten Woche, bevor in der sechsten Woche 

ein erneuter Anstieg auf 80 pg/ml gemessen werden konnte.  

Bei der von der Proteinkonzentration unabhängigen Betrachtung ließen sich neben den 

absoluten Werten der einzelnen Messungen einige Unterschiede erkennen (Tabelle 

21, Anhang). Für die Konzentrationen von MMP-1 stimmten hier die beiden Verläufe in den 

Grundtendenzen überein, lediglich in Woche vier war hier ein deutliches Absinken der 

Konzentration festzustellen.  

Für MMP-2 zeigte sich parallel hierzu ein Fehlen des Anstiegs der Konzentration in Woche 

vier, ebenso wie für MMP-9, TIMP-2 und MMP-10. Im Allgemeinen sanken die 

Konzentrationen von MMP-9 bei dieser Darstellung kontinuierlich von der ersten 

Behandlungswoche an (von 275.010 pg/ml auf minimal 72.100 pg/ml). Die Konzentration 

von MMP-8 verfünffachte sich hier innerhalb der ersten Behandlungswochen und sank erst 

dann. Für die Konzentration von TIMP-2 waren hier ab der ersten Behandlungswoche 

deutlich niedrigere Konzentrationen zu messen, es fehlte ebenfalls ein erneutes Ansteigen 

in der vierten Behandlungswoche. 
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Abbildung 17: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 1 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.2. Patient 2 
Für den zweiten Patienten konnten (aus Gründen in seiner Person) Proben nur vor, 

innerhalb der ersten drei und der sechsten Behandlungswoche genommen werden. Die 

Untersuchung der Wundexsudate zeigte das vollständige Fehlen eines Nachweises von 

MMP-13 und TIMP-4 zu allen Zeitpunkten der Probennahmen. Für MMP-2 ließen sich nur 

Konzentrationen nah an der Nachweisgrenze (maximal 10 pg/ml) ermitteln. Bei der von der 

Gesamtproteinkonzentration abhängigen Auftragung der Messdaten (Abbildung 18; Tabelle 

22, Anhang) konnte für MMP-1 zu Beginn der Behandlung eine Konzentration von 

3.000 pg/ml ermittelt werden. In der ersten Woche der Behandlung wurden nur noch ca. 

7 % (200 pg/ml) des Ausganswertes gemessen. Dieser Wert stieg in der zweiten Woche 

auf 1.720 pg/ml an, bevor in der dritten und sechsten Behandlungswoche nur noch 

500 pg/ml bzw. 450 pg/ml gemessen werden konnten. 

MMP-3 konnte lediglich zu Beginn der Behandlung in einer Konzentration von 170 pg/ml 

gefunden werden, danach fehlte ein Nachweis in allen folgenden Behandlungswochen.  

Über den ganzen Behandlungszeitraum tendenziell abnehmende Konzentrationen zeigten 

sich für MMP-10. Diese lagen zu Beginn der Behandlung bei einer Konzentration von 

40 pg/ml vor und sanken innerhalb der ersten Woche der Behandlung auf ca. die Hälfte ab. 

Die Konzentrationen blieben unter diesem Niveau.  

Für die MMP-8 und -9 sowie für TIMP-1 konnten ähnliche Verläufe der Konzentrationszu- 

bzw. –abnahmen im Verlauf der wöchentlichen Probennahmen beobachtet werden. Diese 

waren durch starke Zunahmen der Konzentrationen innerhalb der ersten Woche der 

Behandlung (MMP-8 von 300 pg/ml auf 1.600 pg/ml, MMP-9 von 1.530 pg/ml auf 

10.340 pg/ml und TIMP-1 von 560 pg/ml auf 1.350 pg/ml) gekennzeichnet, auf die in der 

zweiten Behandlungswoche eine Abnahme auf etwa das doppelte Ausgangsniveau folgte. 

Bei den folgenden Probennahmen nach drei und sechs Wochen Behandlung konnten 

deutlich auf oberhalb des Ausgangsniveaus ansteigende Konzentrationen (MMP-8 maximal 

2.040 pg/ml; MMP-9 maximal 13.120 pg/ml; TIMP-1 maximal 2420 pg/ml) berechnet 

werden.  

Für TIMP-2 wurden vor Behandlungsbeginn und innerhalb der ersten drei 

Behandlungswochen schwankende Konzentrationen zwischen ursprünglich 350 pg/ml und 

540 pg/ml beobachtet. Während der letzten Probennahme in Woche sechs der Behandlung 

wurde mit 790 pg/ml eine Konzentration ermittelt, die mehr als doppelt so hoch lag als zu 

Beginn der Behandlung.  

Bei Nichtberücksichtigung der spezifischen Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben 

(Abbildung 30; Tabelle 22, beide im Anhang) zeichnet sich für MMP-1, -2, -3, und -10 ein 
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vergleichbares Bild. Im Wesentlichen unterscheiden sich die Darstellungen in den maximal 

ermittelten Konzentrationen, die hier allerdings ca. zehnmal höher lagen.  

Für MMP-8 und -9 zeichnete sich hier ein etwas unterschiedliches Bild ab. Die 

Konzentrationen lagen etwa doppelt so hoch wie bei der auf die Proteinkonzentration 

bezogenen Darstellung, und es zeigten sich für MMP-8 Konzentrationen zwischen minimal 

3.030 pg/ml und maximal 4.100 pg/ml, für MMP-9 zwischen minimal 17.630 pg/ml und 

26.500 pg/ml.  

TIMP-1 und TIMP-2 wiesen vor Behandlungsbeginn höhere Konzentrationen auf. Für TIMP-

1 lag die Konzentration vor Beginn der Behandlung bei 7.040 pg/ml. Bei den folgenden 

Probennahmen konnten abwechselnd Konzentrationen zwischen minimal 2.560 pg/ml und 

maximal 4.970 pg/ml gemessen werden. Bei TIMP-2 lag die Konzentration bei zunächst 

4.330 pg/ml aber in den folgenden Behandlungswochen konnten Konzentrationen zwischen 

minimal 850 pg/ml und maximal 1.900 pg/ml gemessen werden. 
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Abbildung 18: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 2 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.3. Patient 3 
Die Analyse der Exsudate des dritten Patienten zeigte im relativ kurzen 

Behandlungszeitraum von nur zwei Wochen im Wesentlichen das Auftreten aller 

untersuchten MMP und TIMP zu einem oder mehreren Zeitpunkten. Die Analyse der auf 

die Proteinkonzentration bezogenen Auftragung (Abbildung 19; Tabelle 23, Anhang) 

erbrachte zudem folgende Auffälligkeiten: 

Die MMP-10 Konzentrationen lagen vor und in der ersten Behandlungswoche nahe an der 

Nachweisgrenze bei Werten unter 10 pg/ml. In der zweiten Woche der Behandlung war 

hierfür ein Anstieg auf 180 pg/ml zu verzeichnen. Die Konzentrationen von MMP-3 lagen 

bei allen drei Probennahmen sehr nahe an der Nachweisgrenze.  

Für die Analyte MMP-1 und -2, sowie TIMP-1 und -2 war ein Anstieg der Konzentrationen 

innerhalb der ersten Woche der Behandlung zu messen (MMP-1 2.040 zu 1.210 pg/ml, 

MMP-2 630 pg/ml zu 430 pg/ml, TIMP-1 24.800 pg/ml zu 18.420 pg/ml, TIMP-2 3.320 pg/ml 

zu 1.650 pg/ml). Diesem Anstieg der Konzentrationen folgte in der zweiten 

Behandlungswoche ein Absinken der Konzentrationen auf ein Niveau unterhalb des 

Ausgangsniveaus. Im Gegensatz hierzu konnte für TIMP-4 ein temporäres Absinken der 

Konzentration in der ersten Behandlungswoche ermittelt werden (100 pg/ml zu 30 pg/ml). 

Die MMP-8, -9 und -13 wiesen über den zweiwöchigen Behandlungsverlauf sinkende 

Konzentrationen auf (MMP-8 von 25.840 pg/ml auf 4.070 pg/ml, MMP-9 von 78.750 pg/ml 

auf 49.530 pg/ml, MMP-13 von 190 pg/ml auf 10 pg/ml). 

Bei Nichtberücksichtigung der unspezifischen Proteinkonzentration (Abbildung 31) zeigten 

sich für die meisten Analyte zwar Unterschiede in den spezifischen Proteinkonzentrationen, 

jedoch stimmten die Tendenzen der einzelnen Verläufe überein. Eine Ausnahme hiervon 

bildeten MMP-8 und -9. Für diese lagen die Messwerte zu Beginn der Behandlung unterhalb 

der Messwerte in der ersten Behandlungswoche. 
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Abbildung 19: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 3 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 

 

5.7.4. Patient 4 
Da die Behandlung von Patient 4 in der 2. Behandlungswoche abgebrochen wurde, konnten 

MMP- und TIMP-Level nur vor und nach einer Behandlungswoche ermittelt werden. Bei der 

von der Proteinkonzentration abhängigen Untersuchung (Abbildung 20; Tabelle 24 im 

Anhang) zeigten sich MMP-13 und TIMP-4 als nicht vorhanden und MMP-2, -3 und -10 als 

nahezu nicht nachweisbar.  

Es zeigte sich bei der Betrachtung der auf die Proteinkonzentration gewichteten Daten 

gleichbleibende Konzentrationen (ca. 330 pg/ml) von MMP-1. Die Konzentrationen von 

MMP-8 haben sich in diesem Zeitraum von ca. 1.100 pg/ml auf 570 pg/ml und die Level von 

MMP-9 von 7.060 pg/ml auf 3.200 pg/ml halbiert. Ebenfalls in geringerer Konzentration 

konnte TIMP-2 mit 150 pg/ml zu ca. 100 pg/ml nachgewiesen werden. Mehr als verdoppelt 

hatte sich die Konzentration von TIMP-1 mit 210 pg/ml auf 500 pg/ml. Bei der Analyse der 

ungewichteten Daten (Abbildung 32 und Tabelle 24, beides im Anhang) verdoppelte sich 

die Konzentration von MMP-1 (970 pg/ml auf 2.410 pg/ml). Die Konzentration von MMP-8 

nahm leicht zu (3430 pg/ml auf 3880 pg/ml), und die Konzentration von MMP-9 war etwa 

gleichbleibend (22.000 pg/ml zu 21.910 pg/ml). Alle anderen Tendenzen verliefen parallel 

zu den gewichteten Daten. 
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Abbildung 20: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 4 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 

 

5.7.5. Patient 5 
Die Untersuchung der Wundexsudate von Patient 5 zeigte die Anwesenheit aller zu 

untersuchenden MMP und TIMP zu allen Zeitpunkten der Probennahmen. Bei Betrachtung 

der auf 100 μg Protein bezogenen Daten (Abbildung 21; Tabelle 25, Anhang) zeigte sich 

im Exsudat zu Beginn des Heilversuchs ein besonders hohes Level an MMP-1 

(98.340 pg/ml), das innerhalb der ersten Behandlungswoche auf weniger als die Hälfte 

(43.820 pg/ml) absank. Bei der Messung in den Behandlungswochen zwei bis fünf erhöhten 

sich diese Werte wieder auf in etwa das Ausgangsniveau (minimal 86.670 pg/ml bis 

maximal 117.640 pg/ml), bevor in Behandlungswoche sechs eine erneute Verminderung 

des Niveaus auf ca. 23.100 pg/ml gemessen werden konnte. In der achten 

Behandlungswoche konnte wiederum ein Anstieg auf 87.200 pg/ml festgestellt werden.  

Ein allerdings in den Dimensionen der Messwerte unterschiedliches aber dennoch 

vergleichbares Muster zeigten die Proteinasen MMP-2, für die in etwa eine Verdopplung 

der Konzentration (250 pg/ml zu 480 pg/ml), und MMP-9, für die in etwa eine 

Verdreifachung der kalkulierten Messwerte innerhalb der ersten Behandlungswoche 

gemessen werden konnte (23.900 pg/ml zu 75.810 pg/ml). Hierauf folgte in 

Behandlungswoche drei ein Anstieg auf etwa das Vierfache des Ausgangsniveaus. In den 
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folgenden beiden Behandlungswochen sanken diese Werte wieder auf bzw. etwas unter 

die anfänglichen Konzentrationen (MMP-2), bevor ein erneuter Anstieg des Spiegels auf 

etwa das Doppelte (MMP-2) bis Vierfache (MMP-9) des jeweiligen Ausgangsniveaus 

erfolgte. Bei der letzten Probennahme in der achten Behandlungswoche konnten für MMP-

9 wieder Werte entsprechend des Ausgangsniveaus und für MMP-2 Werte, die einem 

Fünftel des Ausgangsniveaus entsprachen, gemessen werden.  

Ebenfalls vergleichbare Verläufe zeigten die Konzentrationen von MMP-8 und TIMP-1. Für 

MMP-8 bewegten sich die Messwerte insgesamt zwischen 4.360 pg/ml und 7.490 pg/ml, 

allerdings mit Ausnahme der dritten Behandlungswoche, in der ein Anstieg auf 10.510 pg/ml 

zu verzeichnen war. 

Für TIMP-1 bewegten sich die Konzentrationen zwischen 9.550 pg/ml und 15.230 pg/ml mit 

einem Anstieg in der dritten Behandlungswoche auf etwa. 24.670 pg/ml. 

Die Konzentrationen von MMP-3 stiegen im Wesentlichen zunächst von 1.230 pg/ml auf 

2.290 pg/ml an, bevor sie in der vierten Behandlungswoche wieder in etwa das 

Ausgangsniveau erreichten. Es erfolgte ein weiterer Anstieg auf 2.720 pg/ml in der fünften 

Behandlungswoche, bevor in der sechsten bzw. achten Behandlungswoche Werte von 

860 pg/ml bzw. 1.670 pg/ml gemessen werden konnten.  

Die Messwerte für MMP-10 und MMP-13 lagen nahe der Nachweisgrenze. Hierbei zeigte 

sich für MMP-13 ein in wöchentlichen Abständen alternierendes Auf- und Absteigen der 

Messwerte, bei dem sich die Konzentrationen stets zumindest verdoppelten oder halbierten 

(26 bis 99 pg/ml), bevor die Konzentration in Woche fünf und sechs auf einem Niveau von 

ca. 70 pg/ml stabil blieb und dann in Woche acht erneut auf ca. 40 pg/ml absank. 

Für MMP-10 zeigte sich in der ersten Behandlungswoche ein Niveau, das in etwa dem 

Ausgansniveau entsprach (36 pg/ml bzw. 30 pg/ml), bevor dieses in den nächsten beiden 

Behandlungswochen auf ungefähr das Doppelte anstieg (77 pg/ml bzw. 66 pg/ml). Hiernach 

sank das Niveau auf 5 pg/ml in Woche vier ab, bevor es in Woche fünf auf 97 pg/ml, also 

auf das Zwanzigfache, anstieg. In den folgenden drei Behandlungswochen sank die 

Konzentration stetig auf 5 pg/ml bis zur achten Behandlungswoche.  

Die Konzentrationen des Inhibitors TIMP-2 sanken während des gesamten 

Behandlungsverlaufs von einem anfänglichen Niveau von 1.760 pg/ml auf 770 pg/ml mit 

Ausnahme von Woche fünf, in der eine vorrübergehende Erhöhung ermittelt werden konnte. 

Die ermittelten Konzentrationen des Inhibitors TIMP-4 schwankten während des gesamten 

Behandlungszeitraums zwischen 60 pg/ml und 110 pg/ml, wobei auch hier ein Anstieg auf 
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180 pg/ml (ähnlich dem bei MMP-3 und MMP-10 sowie TIMP-2) in Behandlungswoche fünf 

zu beobachten war.  

Bei Außerachtlassung der jeweiligen Proteinkonzentrationen zeigten sich mit Blick auf die 

Amplitude der Differenzen einige Unterschiede (Abbildung 33 und Tabelle 25, beides im 

Anhang). Lediglich MMP-9 zeigt bei dieser Darstellung ein über den ganzen 

Behandlungszeitraum konstantes Niveau (92.560 bis 107.770 pg/ml). 

Alle anderen Analyte zeigten bei dieser Darstellung (meist in wöchentlichen Abständen) 

stark variierende Konzentrationen mit der Gemeinsamkeit, dass in der ersten 

Behandlungswoche eine starke Reduktion um etwa den Faktor vier erfolgte (MMP-1, -8, -

10, TIMP-1, -2 und -4). Dieser Effekt war weniger stark ausgeprägt bei MMP-3 und fehlte 

völlig bei MMP-13. 
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Abbildung 21: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 5 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.6. Patient 6 
Die auf 100 μg Protein gewichtete Analyse der Wundexsudate von Patient 6 konnte fast 

alle untersuchten MMP und TIMP zu einem oder zu mehreren Zeitpunkten im Exsudat 

nachweisen. Die Ausnahme bildet hierbei MMP-10, die nur in Konzentrationen nahe der 

Nachweisgrenze gemessen werden konnte (Abbildung 22; Tabelle 26, Anhang). 

Ein vergleichbares Muster in den Veränderungen der Konzentrationen konnte für MMP-2, 

MMP-3, MMP-13 und TIMP-4 ermittelt werden. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der 

Konzentrationen in den Exsudaten ab der ersten Behandlungswoche, die bis zur dritten 

Behandlungswoche anhielt, bevor ein deutlicher Anstieg der Konzentrationen auf oberhalb 

des Ausgangsniveaus stattfand. In den Behandlungswochen fünf bis sieben konnten auf 

Wunsch des Patienten keine Proben genommen werden. In der achten Behandlungswoche 

lagen Konzentrationen wieder deutlich unterhalb der Ausgangswerte vor der Behandlung.  

Für MMP-2 konnte vor Behandlungsbeginn eine Konzentration von 3.170 pg/ml gemessen 

werden, die für drei Behandlungswochen auf Werte zwischen 400 pg/ml und 670 pg/ml 

absank und dann wieder auf ungefähr das Doppelte des Ausgangswerts auf 6.500 pg/ml 

anstieg. Für MMP-3 sanken die Konzentrationen von anfänglich ca. 5.690 pg/ml auf minimal 

1.000 pg/ml und stiegen dann in Behandlungswoche vier auf ein Maximum von 

10.400 pg/ml an. Die Konzentration von MMP-13 betrug vor Behandlungsbeginn zunächst 

870 pg/ml und sank auf minimal 60 pg/ml, bevor diese auf ca. 1.450 pg/ml anstieg. Die 

Werte für TIMP-4 sanken von anfänglich 650 pg/ml auf minimal 150 pg/ml mit einem 

maximalen Anstieg auf 2.720 pg/ml in Woche vier.  

Für den Inhibitor TIMP-2 zeichnete sich ein ähnliches Bild ab, wobei die Konzentrationen 

von zunächst ca. 2.590 pg/ml auf minimal etwa 970 pg/ml absanken und in Woche vier auf 

4.010 pg/ml anstiegen.  

Ebenfalls vergleichbar waren die Verläufe der ermittelten Konzentrationen von MMP-8 und 

MMP-9. Auffällig waren hierbei eine Reduktion der Konzentrationen innerhalb der ersten 

Behandlungswoche und ein fast vollständiges Fehlen des Nachweises in Woche vier. Für 

MMP-8 lag der Ausgangswert bei 65.330 pg/ml und sank auf 18.980 pg/ml ab. Für MMP-9 

lag der Anfangswert bei ca. 389.600 pg/ml und reduzierte sich auf nicht mehr als 

79.550 pg/ml.  

Für MMP-1 konnte als einzige Proteinase ein deutlicher Anstieg von 19.430 pg/ml um 

ungefähr das Doppelte auf 42.860 pg/ml innerhalb der ersten Behandlungswoche ermittelt 

werden. In den folgenden Behandlungswochen konnte ein sich abwechselnder Auf- und 

Abstieg deutlich unter bzw. oberhalb der Messwerte des Ausgangsniveaus ermittelt 
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werden. Gegen Ende des Heilversuchs lag die Konzentration von MMP-1 im Exsudat in 

etwa auf dem Niveau vor der Behandlung. 

Bei der Betrachtung der direkt ermittelten von der Gesamtproteinkonzentration 

unabhängigen spezifischen Proteinkonzentrationen zeigte sich ein anderes Bild (Abbildung 

34; Tabelle 26, beide im Anhang). In dieser Darstellung verliefen die Änderungen in den 

Konzentrationen der Proteinasen MMP-1, MMP-8, MMP-10 und aller gemessenen 

Inhibitoren TIMP-1, TIMP-2, und TIMP-4 in etwa parallel. Kennzeichnend war hierbei das 

Ansteigen in der ersten, dritten und achten Behandlungswoche auf ein deutlich höheres 

Niveau im Vergleich zur jeweils vorhergegangenen Woche.  

Die Proteinasen MMP-2 und MMP-3 wiesen hierbei einen ebenfalls parallelen Verlauf auf, 

der sich durch eine starke Verringerung der Konzentrationen in der zweiten 

Behandlungswoche, gefolgt von einem Anstieg auf das Ausgansniveau in der dritten Woche 

und einem erneuten Absinken zu den weiteren Messpunkten in der vierten und achten 

Behandlungswoche beschreiben lässt.  

MMP-9 wurde bei dieser direkten Messung nahezu im gesamten Behandlungszeitraum in 

konstanter Konzentration nachgewiesen. Eine Ausnahme war die vierte 

Behandlungswoche, in der nur ein sehr geringer Wert ermittelt wurde. Die Konzentration 

von MMP-13 zeigte hierbei eine über die gesamte Behandlung hinweg sinkende Tendenz. 
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Abbildung 22: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 6 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.7. Patient 7 
In den Wundexsudaten von Patient 7 konnten alle MMP und TIMP nachgewiesen werden. 

Lediglich die ermittelten Konzentrationen für MMP-10 lagen sehr nahe an der 

Detektionsgrenze. Werden die Messdaten auf eine Proteinkonzentration von 100 μg/ml 

bezogen, lassen sich einige spezielle Beobachtungen machen (Abbildung 23; Tabelle 27, 

Anhang). 

Für MMP-1 konnten vor Behandlungsbeginn und innerhalb der ersten beiden 

Behandlungswochen relativ konstante, hohe Konzentrationen zwischen 83.300 pg/ml und 

119.100 pg/ml gemessen werden. In Woche drei erfolgte ein starkes Absinken der 

Konzentration auf ca. 6.000 pg/ml, bevor die Konzentration in Woche vier erneut auf etwa 

74.480 pg/ml anstieg und in Woche fünf einen Wert von 108.470 pg/ml erreichte. Hierauf 

konnte in der nächsten Woche eine wiederum starke Reduktion der Konzentration 

nachgewiesen werden (22.470 pg/ml), der jedoch ein deutlicher Anstieg auf 103.970 pg/ml 

in Woche sieben und der Nachweis einer Konzentration von 1.910 pg/ml in der achten 

Behandlungswoche folgte. 

MMP-13 konnte in nur geringen Konzentrationen nachgewiesen werden (maximal 

170 pg/ml), die sich im Wesentlichen um einen Wert von ca. 100 pg/ml bewegten. Parallel 

zu MMP-1 konnte für MMP-13 in der dritten und achten Behandlungswoche kein Nachweis 

erbracht werden. 

Die Konzentration von MMP-8 lag in den ersten drei Wochen der Behandlung zwischen 

Werten von 9.350 pg/ml bis 15.340 pg/ml. In Woche vier konnte eine deutliche Erhöhung 

der Konzentration (26.640 pg/ml) beobachtet werden, bevor in Woche fünf eine deutlich 

reduzierte Konzentration (7.030 pg/ml) beobachtet wurde. Hierauf folgten in Woche sechs 

ein starker Anstieg auf 37.430 pg/ml und ein erneut verringerter Wert in den folgenden 

beiden Behandlungswochen.  

Für MMP-9 zeigten sich steigende Konzentrationen, die sich in der fünften 

Behandlungswoche etwa verdoppelt hatten (von 30.430 pg/ml auf 61.080 pg/ml). Nach 

einem Absinken auf etwa das Ausgangsniveau, konnte in der sechsten Behandlungswoche 

in etwa eine Verdreifachung der Konzentration (111.880 pg/ml) ermittelt werden, die dann 

in den nächsten beiden Wochen der Behandlung auf 50.500 pg/ml absank.  

Die Konzentrationen von MMP-2 lagen bis zur zweiten Behandlungswoche bei 490 pg/ml 

bis 690 pg/ml. Hierauf folgte ein starker Anstieg der Konzentration auf ca. 1.630 pg/ml. 

Dieser sank dann innerhalb von zwei Behandlungswochen auf ca. 120 pg/ml. In den 

folgenden drei Wochen erfolgte ein gradueller Anstieg der Konzentrationen auf maximal 

1.100 pg/ml. 



Ergebnisse 

77 
 

Die Konzentration von MMP-3 in den Wundexsudaten blieb in den ersten beiden 

Behandlungswochen vergleichbar mit der zu Beginn der Behandlung ermittelten 

Konzentration (2.690 pg/ml bis 3.390 pg/ml). Diese sank dann in der dritten Woche der 

Behandlung deutlich ab (470 pg/ml), war dann vergleichbar mit MMP-1 und MMP-13. Ein 

erneuter leichter Anstieg der Konzentration war in Woche fünf zu verzeichnen (2.510 pg/ml). 

Dieser Wert halbierte sich in den beiden Folgewochen nahezu (1.480 pg/ml). In der achten 

Woche fand aber ein erneuter Anstieg (4.580 pg/ml) statt. 

Die Konzentrationen von TIMP-1 im Exsudat waren über den gesamten 

Behandlungszeitraum tendenziell abnehmend (14.510 pg/ml vor Behandlung bis 60 pg/ml 

in Woche acht), jedoch gab es in den Wochen drei und sechs zwischenzeitlich 

angestiegene Konzentrationen (13.220 pg/ml bzw. 12.690 pg/ml). Ebenfalls abnehmend 

waren die Konzentrationen von TIMP-2 (2.000 pg/ml vor Behandlung bis 0 pg/ml in Woche 

acht). Auch hier fand ein zwischenzeitlicher Anstieg der Konzentration in Woche fünf statt 

(1.230 pg/ml).  

Es zeigte sich für TIMP-4 eine Konzentration von 190 pg/ml, die in den folgenden zwei 

Behandlungswochen auf etwa ein Viertel absank (50 pg/ml). Dieses Muster wiederholte 

sich in den folgenden Wochen, bis in der achten Woche kein Nachweis mehr gegeben war. 

Werden die Messwerte nicht auf die Proteinkonzentration bezogen (Abbildung 35 und 

Tabelle 27, beides im Anhang), zeigte sich für MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-10 

und MMP-13 tendenziell ein ähnliches Bild. Für MMP-9 lagen die Messwerte vor und 

während der ersten sieben Behandlungswochen auf etwa demselben Niveau von ca. 

100.000 pg/ml. In dieser Zusammenstellung ähneln sich die Verläufe der Konzentrationen 

der Inhibitoren TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 zunehmend, so dass ein generell abnehmender 

Trend bis zum vollständigen Fehlen in der achten Behandlungswoche zu beobachten war.  
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Abbildung 23: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 7 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.8. Patient 8 
Während der Behandlung des achten Patienten konnten generell alle untersuchten 

Proteinasen und deren Inhibitoren zu mindestens einem Zeitpunkt im Exsudat 

nachgewiesen werden (Abbildung 24; Tabelle 28 im Anhang). Verglichen mit allen 

gemessenen Proteinasen wurde MMP-10 in relativ geringen Konzentrationen von maximal 

116 pg/ml zu Behandlungsbeginn gemessen. Im Verlaufe der Behandlung nahm diese 

Konzentration kontinuierlich bis zum Ende der Behandlung auf ca. 10 pg/ml ab.  

Für MMP-3 konnte zu Beginn der Behandlung kein Nachweis erfolgen. Lediglich in Woche 

drei konnte eine Konzentration von ca. 300 pg/ml ermittelt werden. Während aller anderen 

Behandlungswochen fehlte der Nachweis. Ein ähnlicher Verlauf konnte für MMP-1 ermittelt 

werden. Hierfür erfolgte vor Beginn der Behandlung ebenfalls kein Nachweis. In der ersten 

Behandlungswoche konnten dann aber 5.640 pg/ml im Wundexsudat nachgewiesen 

werden und in der zweiten Woche mit 79.610 pg/ml eine etwa vierzehnfach höhere 

Konzentration. In den folgenden Behandlungswochen sank die Konzentration im Exsudat 

auf unter 5.000 pg/ml ab, bis in Woche sieben schließlich kein Nachweis mehr möglich war. 

In ebenfalls sehr geringen Konzentrationen konnte MMP-13 nachgewiesen werden. Hierfür 

konnten zu Beginn der Behandlung eine Konzentration von ca. 100 pg/ml nachgewiesen 

werden. Hier schwankten die Konzentrationen in den folgenden sechs Behandlungswochen 

zwischen 17 pg/ml und 72 pg/ml, bis gegen Ende der Behandlung kein Nachweis mehr 

erfolgte. 

Die Konzentration von MMP-9 lag vor der Behandlung bei 122.650 pg/ml. Auch hier wurden 

in den nächsten Wochen stark schwankende Werte (minimal 61.660 pg/ml bis 100.460 

pg/ml) gemessen. 

Für MMP-8 konnten in den ersten beiden Behandlungswochen steigende Werte von 6.900 

pg/ml auf maximal 16.420 pg/ml ermittelt werden, die aber bis zum Behandlungsende 

kontinuierlich wieder auf 9.180 pg/ml absanken.  

Ebenfalls in den ersten beiden Wochen steigende Konzentrationen konnten für TIMP-1 

ermittelt werden (von 12.060 pg/ml auf maximal 23.350 pg/ml). Zwischen der zweiten und 

dritten Behandlungswoche sank diese Konzentration jedoch auf etwa die Hälfte des 

Ausgangslevels (6.360 pg/ml) ab. Über diese Konzentration hinaus stiegen die Messwerte 

auch bis zum Ende der Behandlung nicht mehr an. TIMP-4 konnte zu Beginn der 

Behandlung nicht nachgewiesen werden, es zeigten sich aber innerhalb der ersten beiden 

Behandlungswochen steigende Konzentrationen auf maximal etwa 240 pg/ml. In den 

darauf folgenden Behandlungswochen konnten nur deutlich geringere Konzentrationen von 

maximal 66 pg/ml nachgewiesen werden, bevor in der siebten Woche ein erneuter Anstieg 
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auf 520 pg/ml gemessen werden konnte. Im Gegensatz zu TIMP-1 und TIMP-4 sank die 

Konzentration an TIMP-2 innerhalb der ersten Behandlungswoche von ca. 3.100 pg/ml auf 

ca. 800 pg/ml. Bis zur siebten Behandlungswoche, in der ein Anstieg auf ca. 1.400 pg/ml 

zu verzeichnen war, stiegen die ermittelten Konzentrationen nicht über 1.000 pg/ml. 

Bezieht man die ermittelten Konzentrationen nicht auf die vorliegenden 

Proteinkonzentrationen, so zeigen sich einige abweichende Beobachtungen (Abbildung 36 

und Tabelle 28, beides im Anhang). Im Vergleich zu den gewichteten Daten zeigen sich 

hier für die Proteinasen MMP-9, MMP-10, MMP-13 und den Inhibitor TIMP-2 deutliche 

Anstiege innerhalb der ersten Behandlungswoche. Die übrigen Verläufe entsprechen 

hierbei, unabhängig von den absoluten Konzentrationen, in etwa denen der gewichteten 

Daten.  
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Abbildung 24: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 8 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.9. Patient 9 
Bei der Untersuchung der Exsudate von Patient 9 zeigte sich das Fehlen von MMP-13 

während des gesamten Behandlungszeitraums. Bei der auf die 

Gesamtproteinkonzentration bezogene Darstellung wurden MMP-2 und TIMP-4 zudem mit 

unter 5 pg/ml und unter 10 pg/ml nur sehr nahe an der Nachweisgrenze des Testsystems 

nachgewiesen (Abbildung 25;Tabelle 29 im Anhang).  

MMP-3 zeigte sich vor Behandlungsbeginn nur in einem geringen Level von etwa 20 pg/ml, 

in etwa der sechsfachen Menge (120 pg/ml) in der ersten Behandlungswoche und fehlte 

völlig in allen anderen Behandlungswochen. MMP-10 zeigte einen ähnlich starken Anstieg 

von ca. 150 pg/ml vor Behandlung auf etwa 980 pg/ml in Woche eins. In den beiden 

folgenden Behandlungswochen konnte MMP-10 in Konzentrationen von 540 pg/ml und 

970 pg/ml nachgewiesen werden, bevor das Level auf ca. das Ausgangsniveau zurückging 

und dort auch bis zum Ende der Behandlung verblieb. 

Die Konzentration von MMP-1 lag zu Beginn bei 6.870 pg/ml und sank in den ersten vier 

Behandlungswochen kontinuierlich auf etwa 70 pg/ml ab. Bis zur Behandlungswoche sechs 

erfolgte ein erneuter Anstieg auf etwa 1.360 pg/ml, bis in Woche sieben kein Nachweis von 

MMP-1 mehr erfolgen konnte.  

Ein ähnlicher Verlauf zeigte sich für TIMP-2, dessen Level von anfänglich etwa 1.120 pg/ml 

innerhalb der ersten vier Wochen der Behandlung kontinuierlich auf 140 pg/ml absank. Es 

erfolgte ein leichter Anstieg der Konzentration auf ca. 400 pg/ml in Behandlungswoche 

sechs, bevor in Woche sieben nur noch 15 pg/ml gemessen werden konnten. Für die 

Konzentrationen des Inhibitors TIMP-1 zeigte sich eine vergleichbare, kontinuierliche 

Abnahme von 2.410 pg/ml vor Behandlungsbeginn auf 600 pg/ml in Woche fünf, bevor ein 

erneuter Anstieg auf ca. 1.770 pg/ml in Behandlungswoche sechs erfolgte. In Woche sieben 

war kein Nachweis mehr möglich. 

Für die Level an MMP-8 und MMP-9 zeigten sich vergleichbare Verläufe im Zuge der 

Behandlung, gekennzeichnet durch in etwa gleichbleibende Konzentrationen dieser 

Proteinasen innerhalb der ersten drei Behandlungswochen gefolgt von einem Anstieg in 

Woche vier der Behandlung. Für MMP-8 lagen diese Werte zunächst zwischen 1.290 pg/ml 

und 1.410 pg/ml und stiegen dann auf 1.820 pg/ml an. Für MMP-9 lagen die Werte zunächst 

zwischen 8.990 pg/ml und 10.220 pg/ml und stiegen in der vierten Woche auf 15.860 pg/ml 

an. Die Level beider Proteinasen sanken in Woche fünf deutlich unter das Niveau vor 

Behandlungsbeginn gefolgt von einem erneuten Anstieg auf in etwa das Ausgangsniveau 

in Woche sechs und einem erneuten Absinken auf Werte unterhalb des Ausgangsniveaus. 
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Die von der Proteinkonzentration unabhängige Untersuchung der Exsudate (Abbildung 37 

und Tabelle 29, beides im Anhang) von Patient 9 zeigte unterschiedliche absolute 

Proteinkonzentrationen für die gemessenen Proteinasen, aber für die meisten Analyte, mit 

Ausnahme von MMP-8, -9 und -10, denselben tendenziellen Verlauf.  

Für MMP-8 und -9 erscheint der Verlauf der ermittelten Konzentrationen in dieser 

Darstellung parallel zu TIMP-1. Für MMP-10 war im Unterschied zu den gewichteten 

Proben kein erneuter Anstieg der Konzentration in Woche drei festzustellen. 
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Abbildung 25: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 9 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.7.10. Patient 10 
Die auf die Gesamtproteinkonzentration bezogene Analyse der Wundexsudate (Abbildung 

26; Tabelle 30, Anhang) des vierten Patienten zeigte im Wesentlichen das Auftreten aller 

untersuchten MMP und TIMP in den Proben. Hierbei konnten MMP-2 und MMP-13 nur in 

sehr geringen Mengen (MMP-2 maximal 17 pg/ml, MMP-13 maximal 13 pg/ml) 

nachgewiesen werden.  

Für MMP-1, -3 und -10 konnte in der ersten Behandlungswoche ein Anstieg der 

Konzentrationen auf ca. das doppelte (MMP-3 von 130 pg/ml auf 240 pg/ml) bzw. das 

dreifache (MMP-1 von 6.520 pg/ml auf 19.470 pg/ml, MMP-10 von 250 pg/ml auf 760 pg/ml) 

Ausgangsniveau beobachtet werden. In der zweiten Woche der Behandlung konnte eine 

Verringerung dieser Konzentrationen auf Werte unterhalb des Ausgangniveaus festgestellt 

werden (MMP-1 5.060 pg/ml, MMP-3 80 pg/ml, MMP-10 140 pg/ml). In den folgenden 

Behandlungswochen bis hin zum Ende der Behandlung schwankten die Konzentrationen 

für MMP-1 zwischen minimal 1.820 pg/ml und maximal 7.820 pg/ml, für MMP-3 zwischen 

minimal 12 pg/ml und maximal 170 pg/ml und für MMP-10 zwischen 150 pg/ml und 

500 pg/ml. 

Es zeigten für sich MMP-8 und MMP-9 parallel sinkende und steigende Konzentrationen 

über den ganzen Behandlungszeitraum hinweg. Hierbei konnten die höchsten Werte vor 

Behandlung sowie in den Wochen drei und sechs ermittelt werden. Für MMP-8 lagen die 

Konzentrationen zwischen 1.700 pg/ml und maximal 3.970 pg/ml, für MMP-9 konnten Werte 

zwischen 10.090 pg/ml und 26.070 pg/ml nachgewiesen werden. 

Die Konzentration des Inhibitors TIMP-2 stieg in den ersten beiden Behandlungswochen 

von anfänglich 400 pg/ml auf etwa das Dreifache (1.270 pg/ml) an. In den vier folgenden 

Wochen konnten zwischen 470 pg/ml und 800 pg/ml schwankende Konzentrationen 

gemessen werden, bevor die Konzentration bei der letzten Probennahme in etwa das 

Ausgangsniveau erreichte (350 pg/ml). Die Konzentrationen des Inhibitors TIMP-1 sanken 

über den ganzen Behandlungszeitraum von anfänglich 3.180 pg/ml auf 1.860 pg/ml leicht 

ab. 

Für TIMP-4 konnten Konzentrationen zwischen 8 pg/ml und 20 pg/ml ermittelt werden, die 

nahe am Detektionslimit lagen, aber in ihrem Verlauf dem An- und Abstiegen der 

Konzentration von MMP-8 und MMP-9 ähnelten. 

Bei Außerachtlassung der Gesamtproteinkonzentrationen (Abbildung 38; Tabelle 30, 

Anhang) zeigten sich für MMP-1, -2, -3, -10, -13 sowie TIMP-2 keine erheblichen 

Unterschiede bezügliche der allgemeinen Tendenzen der Konzentrationsänderungen 
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gegenüber der Auftragung in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration. Leidglich die 

absoluten Beträge variierten hier.  

Die Konzentrationen von MMP-8 und -9 zeigten hingegen eine deutlich geringere 

Variabilität und reichten für MMP-8 von 9.800 pg/ml bis 12.460 pg/ml und für MMP-9 von 

60.390 pg/ml bis 84.040 pg/ml.  

Die Konzentrationen der beiden Inhibitoren TIMP-1 und -4 zeigten nach einer Zunahme in 

der ersten Behandlungswoche eine tendenzielle Abnahme gegenüber den 

Ausgangsniveaus.  
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Abbildung 26: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 4 bezogen auf 100 μg Gesamtprotein. Die 
Ermittlung der MMP- und TIMP-Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die 
Standardabweichung aus je n = 4 Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue 
inhibitors of metalloproteinases. 
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5.8. Klinischer Verlauf der Behandlung von Patientenwunden 
Es wurden insgesamt zehn Patienten im Rahmen individueller Heilversuche mit 

Madenextrakt behandelt. In Tabelle 12 findet sich eine Übersicht über einige grundlegende 

Eigenschaften der Patienten. Es erfolgte die Behandlung von fünf weiblichen und fünf 

männlichen Patienten. Das durchschnittliche Alter der weiblichen Patienten lag bei 66 

Jahren, das der männlichen Patienten bei 74 Jahren (Gesamtdurchschnitt 70 Jahre). Wie 

lang die verschiedenen Ulcera bestanden, konnte nicht in allen Fällen eindeutig geklärt 

werden, da die Angaben teilweise nur durch die Patienten selber gemacht wurden. Bei 

Angabe einer Dauer von „mehreren Jahren“ wurde ein Wert von über 24 Monaten 

angenommen. Alle behandelten Wunden bestanden seit mindestens drei Monaten und 

maximal seit über drei Jahren. Bei vorsichtiger Schätzung betrug die mittlere Dauer des 

Bestehens der Ulcera fünfzehn Monate. Die Hälfte der Patienten wurde dreimal wöchentlich 

im OP der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf behandelt. Vier der Patienten 

konnten ihre Wunden zweimal wöchentlich selbst (oder durch einen Angehörigen) 

behandeln und wurden dann einmal wöchentlich in der Hautklinik behandelt. Nur ein Patient 

übernahm die Behandlung seiner Wunden vollständig selbst. Bei zwei Patienten wurden 

die Heilversuche aufgrund schlechter „compliance“ oder schlechtem Ansprechen auf die 

Anwendung bereits nach zwei Wochen beendet. Bei einem Patienten wurde aufgrund einer 

kritischen Besiedlung mit P. aeruginosa der Heilversuch nach ca. sieben Wochen 

zugunsten einer anderen Therapie abgebrochen. 

Tabelle 12: Übersicht über die behandelten Patienten. Die Tabelle zeigt eine Übersicht über das Alter, das Geschlecht, 
die Art der Wunden und deren Bestehensdauer, die Dauer der Behandlung mit Madenextrakt sowie durch wen die Anwendung 
erfolgte. Durchschnittalter der Patienten:  = 66 Jahre,  = 74 Jahre, +  = 70 Jahre.  

Patient Geschlecht Alter 
[Jahren] 

Art der 
Wunden 

Ulcera 
bestanden 
seit: 

Behandlungsdauer 
Anwendung 
durch 

[Wochen] 

1  46 Ulcera crurum ca. 12 
Monaten 8 Hautklinik 

2  72 Ulcera crurum ca. 12 
Monaten 7 Hautklinik 

3  74 Ulcera crurum > 6 Monaten 2 Hautklinik 

4  84 Ulcus cruris 
venosum 

> 12 
Monaten 2 Hautklinik 

5  78 Ulcus cruris 
mixtum 

ca. 18 
Monate 8 Patient/Hautklinik 

6  65 Ulcera crurum > 24 
Monaten 8 Patient/Hautklinik 

7  61 Exzision ca. 3 
Monaten 8 Hautklinik 

8  79 Ulcera crurum 
venosa 

> 36 
Monaten 8 Hautklinik 

9  73 Ulcera crurum 
hypertonicus 3 Monaten 8 Patient/Hautklinik 

10  72 Ulcera crurum 
varicosum 

> 24 
Monaten 8 Patient/Hautklinik 
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5.8.1. Patient 1 
Die 46 Jahre alte Patientin litt seit etwa einem Jahr unter beidseitigen, fibrinös belegten 

Ulcera crurum der Unterschenkel bei bestehender Polyarteriitis nodosa (Kussmaul-Maier-

Krankheit), einer Vaskulitis der mittelgroßen Arterien. Periphere arterielle 

Verschlusskrankheiten (pAVK) lagen nicht vor, und eine Diabeteserkrankung war nicht 

bekannt. Zudem klagte die Patientin über starke Schmerzen im Bereich der Ulcera. 

Ein großes Ulcus (Fototafel 5 A) sowie ein Bereich mit kleineren Ulcera (Fototafel 4 A und 

B) waren am rechten Unterschenkel deutlicher ausgeprägt. Diese zeigten zudem eine 

uneinheitliche Färbung der fibrinösen Belege, die punktuell nekrotische Tendenzen 

aufwiesen. In Hinblick auf das Patientenwohl wurde der Heilversuch zunächst im Bereich 

der kleineren Ulcera am rechten Unterschenkel begonnen.  

Nach zwei Wochen Behandlung der kleineren Ulcera zeigten sich diese als weniger mit 

Fibrin belegt und auch weniger stark exsudierend (Fototafel 4 C). Der behandelte 

Wundbereich stellte sich als etwas sauberer dar, im Sinne einer Reduktion der Wundbeläge 

gegenüber dem in Größe und Form vergleichbaren Wundbereich im Bereich des linken 

Unterschenkels. Da die Patientin gut auf die Behandlung ansprach, wurde die Behandlung 

mit Madenextrakt auf das wesentlich größere Ulcus am rechten sowie die kleineren Ulcera 

am linken Unterschenkel ausgeweitet.  

Nach weiteren zwei Wochen der Behandlung aller Ulcera-Bereiche zeigten sich die 

fibrinösen Beläge als deutlich reduziert und auch als wesentlich einheitlicher in der Färbung. 

Die punktuell auftretenden nekrotischen Tendenzen waren nicht mehr vorhanden. Durch 

den fibrinösen Belag hindurch zeigte sich Granulationsgewebe, und zwar sowohl im Bereich 

der kleineren Ulcera beider Unterschenkeln als auch des flächenmäßig größeren Ulcus am 

rechten Unterschenkel (Fototafel 4 D und Fototafel 5 B). Dieser Trend der Abnahme der 

fibrinösen Beläge und der Zunahme des durchscheinenden Granulationsgewebes setzte 

sich in den nächsten beiden Behandlungswochen fort (Fototafel 4 E, Fototafel 5 C). Zudem 

zeigten sich alle Ulcera in ihrer Tiefe verringert. Erst nach den letzten beiden 

Behandlungswochen des Heilversuchs zeigte sich eine leichte Zunahme der Fibrinbeläge 

(Fototafel 4 F und Fototafel 5 D). Für diesen Behandlungsabschnitt abschließend zeigten 

beide Wundbereiche eine massiv bessere Konditionierung des Wundgrunds, so dass die 

Wunden im weiteren Therapieverlauf mit einem abdeckenden Spalthauttransplantat zum 

Verschluss gebracht werden konnte. 
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Fototafel 4: Wunden von Patient 1 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Innenseite des 
rechten Unterschenkels der Patientin. Die Behandlung der Wunden der Patientin erfolgte dreimal wöchentlich durch 
Aufträufeln des Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A+B), 
nach zwei Wochen (C), nach vier Wochen (D), nach sechs Wochen (E) und nach acht Wochen (F) Behandlung. 
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Fototafel 5: Weitere Wunden von Patient 1 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die 
Außenseite des rechten Unterschenkels der Patientin. Die Behandlung der Wunden der Patientin erfolgte dreimal wöchentlich 
durch Aufträufeln des Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A), 
nach zwei Wochen (B), nach vier Wochen (C) und nach sechs Wochen (D) Behandlung. 

 

5.8.2. Patient 2 
Die 72 jährige Patientin litt zu Beginn des Heilversuchs unter Ulcera crurum unbekannten 

Ursprungs an beiden Unterschenkeln. Die bis zu 10 cm im Durchmesser großen Ulcera 

zeigten sich seit über einem Jahr als therapierefraktär. Die Patientin litt zudem unter 

arterieller Hypertonie und chronischer Urtikaria. Das Vorliegen von pAVK war 

ausgeschlossen. Die Patientin hatte bereits drei Monate zuvor ein Spalthautransplantat zur 

Wundabdeckung erhalten.  

Das unscharf abgegrenzte Ulcus am rechten Unterschenkel zeigte sich vier Wochen vor 

Behandlungsbeginn als leicht gerötet und etwa zur Hälfte mit fibrinösen Belägen bedeckt. 

Zudem waren die Wundränder stellenweise mazeriert (Fototafel 6 A). Der Zustand der 

Wunden verschlechterte sich in den nächsten vier Wochen dahingehend, dass unmittelbar 

vor Behandlungsbeginn mit dem Madenextrakt die Wunde beinahe vollständig mit 

fibrinösen Belägen bedeckt war, die punktuelle Nekrosen aufwiesen, und sich zudem die 

Wundfläche vergrößerte (Fototafel 6 B). Im Weiteren zeigten die schmierigen Beläge eine 

eindeutige Grünfärbung. Die Fotos nach zwei, vier, sechs und acht Wochen Behandlung 

(Fototafel 6, C, D, E, F) zeigen eine weitere Vergrößerung des Wundareals.  
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Es zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der nekrotischen Tendenzen. Die fibrinösen Beläge 

und deren auffällige Grünfärbung war in etwa während der gesamten Behandlung 

gleichbleibend. In der Wundmitte zeigten sich stellenweise hypergranulierende Bereiche. 

Aufgrund des Verdachts einer Infektion mit P. aeruginosa (siehe Abschnitt 5.3.2) erfolgte 

nach der Behandlung mit Madenextrakt eine Antibiotika-Therapie sowie eine intensive 

topische Therapie des Wundbereichs. Nach erfolgter Antibiose und konventioneller 

Therapie konnte der Wundbereich aber dennoch durch ein Spalthauttransplantat 

geschlossen werden. 

 

 

Fototafel 6: Wunden von Patient 2 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen das Schienbein bzw. 
Teile der Innenseite des rechten Unterschenkels der Patientin. Die Behandlung der Wunden der Patientin erfolgte dreimal 
wöchentlich durch Aufträufeln des Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen vier 
Wochen vor Behandlung (A), unmittelbar vor Behandlung (B), nach zwei Wochen (C), nach vier Wochen (D), nach sechs 
Wochen (E) und nach acht Wochen (F) Behandlung. 
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5.8.3. Patient 3 
Zu Beginn des Heilversuchs hatte die 74 Jahre alte Patientin mehrere, in Größe variierende 

Ulcera crurum der Unterschenkel, die seit über sechs Monaten bestanden. Aufgrund einer 

Vielzahl an Begleiterkrankungen war der Ursprung der Ulcera nicht eindeutig bestimmbar. 

Am ehesten erschienen die Ulcera rheumatischen Ursprungs zu sein. Darüber hinaus litt 

die Patientin unter Stauungsdermatitis und Vaskulitis im Bereich der Ulcera der beiden 

Unterschenkel. Zudem waren Typ II Diabetes, eine refraktäre Anämie, Bluthochdruck und 

eine Herzinsuffizienz als weitere Begleiterkrankungen und eine Vielzahl an 

Medikamentenunvertäglichkeiten (unter anderem Penicillin und Jod) bekannt.  

Behandelt wurde das grünlich, stark fibrinös belegte und exsudierende Ulcus am rechten 

Unterschenkel (3,5 cm bis 4 cm Durchmesser), der nach Patientenaussage sehr 

schmerzhaft war (Fototafel 7 A). Unmittelbar vor Behandlungsbeginn zeigte sich bereits 

eine leichte Verschlechterung des Wundzustands unter konventioneller Therapie, was sich 

in einer verstärkten Belagbildung mit leichten nekrotischen Tendenzen und einer 

verstärkten Grünfärbung äußerte (Fototafel 7 B).  

In dem nur etwa zwei Wochen andauernden Heilversuch konnte keine augenscheinliche 

Vergrößerung oder Verkleinerung der Ulcera festgestellt werden. Die bereits vor dem 

Therapieversuch mit Madenextrakt beobachtete Tendenz der Zunahme der Beläge setzte 

sich in dieser Zeit fort (Fototafel 7 C und D). Tendenziell ließ sich eine geringfügige 

Abflachung des Wundgrundes und unter dem Fibrinbelag liegendes Granulationsgewebe 

erkennen. Da die Patientin, wie schon vor Beginn des Heilversuchs, über starke Schmerzen 

klagte, konnte sie nicht davon überzeugt werden, den Wundverband nicht zu entfernen. Der 

Heilversuch wurde zugunsten anderer Therapieformen abgebrochen, da unter diesen 

Bedingungen der Madenextrakt keine Wirkung entfalten konnte. 
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Fototafel 7: Wunde von Patient 3 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Außenseite des 
linken Unterschenkels. Die Behandlung der Wunden der Patientin erfolgte dreimal wöchentlich durch Aufträufeln des 
Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen eine Woche vor Behandlung (A), 
unmittelbar vor Behandlung (B), nach einer Woche (C) und nach zwei Wochen (D) Behandlung. 

 

5.8.4. Patient 4 
Der 85 jährige Patient hatte zu Beginn der Behandlung ein Ulcus cruris venosum am 

rechten Innenknöchel. Der Patient wies zudem Bluthochdruck und multiple Typ IV 

Sensibilisierungen auf.  

Die anfänglich fibrinös belegte Wunde am Innenknöchel mit kleineren nekrotischen 

Bereichen am oberen Wundrand (Fototafel 8 A) sprach nicht gut auf den Therapieversuch 

mit Madenextrakt an. Innerhalb der ersten beiden Behandlungswochen, kam es zu einer 

leichten Vergrößerung des Wundareals und einer Rötung des Wundrands, so dass die 

Therapie abgebrochen wurde. Hierauf folgte alternativ ein biochirurgisches Débridement 

mittels lebender Fliegenmaden (Fototafel 8 B) 
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Fototafel 8: Wunden von Patient 4 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Außenseite des 
rechten Unterschenkels. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte dreimal wöchentlich durch Aufträufeln des 
Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A) und nach einer Woche 
abgebrochener Behandlung mit Madenextrakt und anschließendem biochirurgischen Débridement mit lebenden 
Fliegenmaden (B).  

 

5.8.5. Patient 5 
Die allgemeine Anamnese des 78 Jahre alten Patienten zeigte ein seit etwa achtzehn 

Monaten persistierenden, flächenmäßig ausgeprägten Ulcus cruris mixtum des linken 

medialen Unterschenkels. Der Patient litt unter pAVK Stufe IV und erlitt schon mehrere 

Thromebolien, unter anderem der Arteria dorsalis pedis.  

Weitere relevante Begleiterkrankungen waren Bluthochdruck, Polycythaemia vera 

(Vaquez-Osler-Krankheit) sowie das posthrombotische Syndrom. Das Ulcus des Patienten 

umfasste vor Beginn der Behandlung beinahe den gesamten medialen, linken 

Unterschenkel, so dass nur ein schmaler Bereich intakter Haut die beiden flankierenden 

Bereiche trennte, der an der dünnsten Stelle nur etwa einen Zentimeter breit war und einen 

mazerierten Wundrand aufwies (Fototafel 9 A). Aufgrund der dreidimensionalen 

Ausbreitung des Ulcus sind die Fotos des Behandlungsverlaufes auf drei Fototafeln verteilt 

dargestellt. Fototafel 9 zeigt hierbei die frontale Aufsicht auf das linke Schienbein, Fototafel 

10 die Innenseite des linken Unterschenkels und Fototafel 11 die Außenseite des linken 

Unterschenkels.  

Das Ulcus war beinahe vollständig mit Fibrinbelag bedeckt, zeigte dabei aber an manchen 

Stellen einen besonders ausgeprägten Belag. Im zentralen Bereich der Außenseite fanden 

sich zudem stellenweise leicht nekrotische Abschnitte. Die Beläge wiesen außerdem, 

außen stärker als innen, eine leichte bis mittelstarke Grünfärbung auf. Die Anwendung des 

Madenextrakts erfolgte nach Anleitung zweimal wöchentlich durch den Patienten selber, 

sowie einmal wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. 

Nach zwei Wochen des Heilversuchs zeigte sich der gesamte Wundbereich als weniger 

stark mit Fibrin belegt, so dass dieser Belag vor allem im Bereich des Innenschenkels 
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nahezu vollständig abwesend war (Fototafel 10 B). Die nekrotischen Tendenzen am 

äußeren Unterschenkel waren ebenfalls wie die Grünfärbung in allen Wundbereichen 

abnehmend. Die Mazerationen im Bereich des Schienbeins waren nicht mehr vorhanden, 

und der schmale Bereich intakter Haut erschien etwas schmaler als zu Beginn der 

Behandlung, wobei von diesem Bereich ausgehend neue, weniger rot gefärbte punktuelle 

Bereiche neuen Gewebes vom Wundgrund aufzusteigen schienen (Fototafel 9 B). 

Nach fünf Wochen Behandlung (Fototafel 9 C, Fototafel 10 C, Fototafel 11 C) schien der 

Fibrinbelag zuzunehmen, wobei die Abdeckung von der Wundmitte her gleichmäßiger 

erschien und die anfängliche Grünfärbung nicht mehr vorhanden war. Die Ausbildung von, 

dem Eindruck nach, aufsteigenden Gewebsinseln war nicht mehr auf den schmalen 

frontalen Teil des Schienbeins beschränkt sondern schien sich vielmehr auf den gesamten 

Wundrand auszuweiten.  

In der siebten Behandlungswoche war die Wunde von der Mitte ausgehend stark und relativ 

gleichmäßig fibrinös belegt (Fototafel 9 D, Fototafel 10 D, Fototafel 11 D). Es zeigten sich 

im gesamten Randbereich der Wunde zunehmend kleinere Gewebsinseln, deren 

Zwischenräume sich auch langsam mit Gewebe zu füllen begannen. Die vom Wundrand 

ausgehende Bildung neuer Gewebsinseln setzte sich auch in der achten 

Behandlungswoche fort (Fototafel 9 E, Fototafel 10 E, Fototafel 11 E). Die Fibrinbeläge 

zeigten sich hier schwächer ausgeprägt. 
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Fototafel 9: Wunden von Patient 5 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die frontale Aufsicht 
auf das linke Schienbein des Patienten. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte zweimal wöchentlich durch 
Aufträufeln des Madenextrakts durch den Patienten selbst und einmal wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums 
Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A), nach zwei Wochen (B), nach fünf Wochen (C), nach sieben Wochen (D) und 
nach acht Wochen (E) Behandlung. 
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Fototafel 10: Wunden von Patient 5 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Innenseite des 
linken Unterschenkels des Patienten. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte zweimal wöchentlich durch 
Aufträufeln des Madenextrakts durch den Patienten selbst und einmal wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums 
Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A), nach zwei Wochen (B), nach fünf Wochen (C), nach sieben Wochen (D) und 
nach acht Wochen (E) Behandlung. 
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Fototafel 11: Wunden von Patient 5 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Außenseite des 
linken Unterschenkels des Patienten. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte zweimal wöchentlich durch 
Aufträufeln des Madenextrakts durch den Patienten selbst und einmal wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums 
Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung (A), nach zwei Wochen (B), nach fünf Wochen (C), nach sieben Wochen (D) und 
nach acht Wochen (E) Behandlung. 
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5.8.6. Patient 6 
Der bei der Vorstellung 65 Jahre alte Patient zeigte Ulcera crurum, beidseitig an den 

Innenseiten der Unterschenkel, etwa auf Höhe der Fußknöchel. Nach Angabe des 

Patienten bestanden die Wunden bereits seit mehreren Jahren. Die Anwendung des 

Madenextrakts erfolgte dreimal wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums 

Düsseldorf. 

Beide Ulcera zeigten sich als stark exsudierend und, rechts mit starken und verkrusteten 

(Fototafel 12 C), links mit schmierigen (Fototafel 12 A), fibrinösen Belägen besetzt. 

Aufgrund bereits im Vorfeld bekannter starker Schmerzen beim Verbandswechsel und auf 

Wunsch des Patienten wurden die jeweiligen Behandlungen so kurz wie möglich gehalten, 

so dass Fotos nur vor und nach vier Wochen Behandlung gemacht werden konnten. 

Es zeigte sich nach vier Wochen Behandlung die vollständige Entfernung der starken und 

verkrusteten Fibrinbeläge rechtsseitig (Fototafel 12 D) und die nahezu vollständige 

Entfernung dieser Beläge linksseitig (Fototafel 12 B). 

Die Behandlung wurde bis zum Ende des vorgegeben Behandlungszeitraums (acht 

Wochen) fortgesetzt, jedoch konnten aus oben genannten Gründen keine weiteren Fotos 

der Wunden angefertigt werden. 

 

Fototafel 12: Wunden von Patient 6 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die Innenseiten 
beider Unterschenkel auf Höhe der Fußknöchel des Patienten. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte dreimal 
wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen vor Behandlung des linken Knöchels (A) bzw. 
nach vier Wochen (B). Aufnahmen vor Behandlung des rechten Knöchels (C) bzw. nach vier Wochen (D). 
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5.8.7. Patient 7 
Vor Beginn des Heilversuchs litt die 61 jährige Patientin unter lokal begrenzten 

Plattenepithelkarzinomen (aktinische Keratose) am linken Unterschenkel, für die keine 

Ausbreitung auf die Lymphknoten nachzuweisen war, so dass eine konsumierende 

Grunderkrankung ausgeschlossen wurde. Nach Exzision für weitere histologische Befunde, 

zeigten die Exzisionsstellen eine verstärkte Bildung von Fibrinbelag mit geringer Tendenz 

zur Bildung von Granulationsgewebe im Sinne einer primären Wundheilung. Da die 

Patientin eine Abdeckung des Wundbereichs mittels Spalthauttransplantation ablehnte, 

wurde nach etwa drei Monaten Persistenz die Anwendung von Madenextrakt als 

Therapieversuch vorgeschlagen und durchgeführt. Als mögliche relevante 

Begleiterkrankungen wurden Typ II Diabetes und Bluthochdruck angegeben. 

Die Ulcera waren im Bereich des linken Schienbeins (Fototafel 13 A) und der Innenseite 

des linken Fußknöchels lokalisiert (Fototafel 13 B). Bei der Patientin wurden direkt zu 

Beginn des Therapieversuchs beide Wundbereiche behandelt. Es zeigte sich nach zwei 

Wochen der Behandlung mit Madenextrakt eine weniger stark ausgeprägte Abdeckung mit 

fibrinösen Belägen sowohl für den Wundbereich am Schienbein (Fototafel 13 C) als auch 

den kleineren Wundbereich an der Innenseite des Knöchels (Fototafel 13 D).  

Nach etwa vier Wochen zeigte sich eine fast vollständige Abwesenheit der fibrinösen 

Beläge unter Bildung von Granulationsgewebe für die größere Wunde am Schienbein 

(Fototafel 13 E). Der kleinere Wundbereich zeigte hierbei immer noch fibrinösen Belag 

sowie einer Mazeration des Wundrands (Fototafel 13 F). Nach etwa sieben Wochen zeigten 

sich beide Wundbereiche als bereits mit einem dünnen Hautfilm verschlossen (Fototafel 13 

G und H). Eine Mazeration des Wundrands der kleineren Wunde war nicht mehr zu 

beobachten. Die Behandlung wurde noch bis zum Ende des Behandlungszeitraums (acht 

Wochen) fortgeführt.  
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Fototafel 13: Wunden von Patient 7 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die frontale Aufsicht 
auf das Schienbein und die Innenseite des linken Fußknöchels der Patientin. Die Behandlung der Wunden der Patientin 
erfolgte dreimal wöchentlich durch Aufträufeln des Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. 
Aufnahmen des linken Schienbeins vor Behandlung (A), nach zwei Wochen (C), nach vier Wochen (E) und nach sieben 
Wochen (G) Behandlung. Aufnahmen der Innenseite des linken Fußknöchels vor Behandlung (B), nach zwei Wochen (D), 
nach vier Wochen (F) und nach sieben Wochen (H) Behandlung. 
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5.8.8. Patient 8 
Die zu Beginn des Heilversuchs 79 Jahre alte Patientin zeigte Ulcera crurum venosa an 

beiden Knöcheln (Malleolus medialis und Malleolus lateralis) seit mehr als drei Jahren. Die 

Ulcera waren zahlreich und variierten zwischen Größen von nur 0,7 cm x 0,5 cm bis 

ca. 14,5 cm x 5 cm. Etwa drei Monate zuvor mussten Crossektomien und Strippings der 

Venae saphena magna durchgeführt werden, und es erfolgte ein chirurgisches 

Débridement der Ulcera beider Beine. Mögliche relevante Begleiterkrankungen waren mit 

Bluthochdruck, Hyperproteinämie sowie einer Autoimmunthyreoiditis Hashimoto 

angegeben. Zudem wurde bei der Patientin eine chronische MRSA Kolonisation 

festgestellt.  

Die Anwendung des Madenextrakts erfolgte nach Anleitung zweimal wöchentlich durch den 

Patienten selbst sowie einmal wöchentlich in der Hautklink des Universitätsklinikums 

Düsseldorf. Auf Patientenwunsch hin, wegen starker Schmerzen beim Verbandswechsel, 

wurden die wöchentlichen Behandlungen und Probennahmen in der Hautklinik so kurz wie 

möglich gehalten. Daher wurden Fotos der Wunden nur vor der Behandlung und nach 

sieben Wochen Behandlungszeit aufgenommen. 

Vor Beginn der Behandlung zeigten sich die behandelten, etwa auf Höhe des 

Sprunggelenks gelegenen, stark exsudierenden Wundflächen rechtsseitig (ca. 4,5 cm x 

2,5 cm; 5,5 cm x 2,5 cm, 3 cm x 5,5 cm; Fototafel 14 A) sowie linksseitig (ca. 14,5 cm x 

5 cm; Fototafel 14 C) als deutlich mit schmierigen Fibrinbelägen besetzt. Der Wundrand 

zeigte sich zudem ödematös und gerötet. 

Im Verlauf der Behandlung zeigten sich die fibrinösen Beläge als abnehmend, so dass sich 

nach sieben Wochen der Behandlung (Fototafel 14 B und D) die Beläge sichtbar 

zurückgebildet hatten. Die lateral an beiden Beinen gelegenen Wunden stellten sich zudem 

als sauberer bezüglich des Gesamt-Wundbilds und der Verschorfungen im proximalen 

Wundbereich dar. Darüber hinaus zeigten sich Anzeichen der Bildung von 

Granulationsgewebe sowie einer beginnenden Verkleinerung der Ulcera des rechten 

äußeren Unterschenkels vom Wundrand her. 
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Fototafel 14: Wunden von Patient 8 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die laterale Ansicht 
beider Fußknöchel der Patientin. Die Behandlung der Wunden der Patientin erfolgte dreimal wöchentlich durch Aufträufeln 
des Madenextrakts in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen der Außenseite des rechten 
Fußknöchels vor Behandlung (A) und nach sieben Wochen (B) Behandlung. Aufnahmen der Außenseite des linken 
Fußknöchels vor Behandlung (C) und nach sieben Wochen (D) Behandlung. 

 

5.8.9. Patient 9 
Der vor Beginn des Heilversuchs 73 Jahre alte Patient litt unter Bluthochdruck und daraus 

resultierenden Ulcera crurum hypertonicus (Martorell Syndrom) am linken Unterschenkel, 

die bereits mit Hydrogelen und absorbierenden Wundauflagen zum Teil erfolgreich 

behandelt wurden, so dass eine Epithelisierung vom Rand her zu sehen war.  

Bei einem neu aufgetretenen Ulcus (wenige Monate vor Behandlungsbeginn) am rechten 

Unterschenkel (Schienbein) erfolgte eine Spindelbiopsie. Sichtbar waren hier auch 

Erosionen der proximalen Wundbereiche (Fototafel 15 A, zwei Wochen vor Behandlung mit 

Madenextrakt). An dieser Stelle entwickelte sich innerhalb von zwei Wochen ein starker 

Fibrinbelag (Fototafel 15 B, unmittelbar vor Behandlung mit Madenextrakt), bei 

Vergrößerung der Wundfläche. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich die Wunde als mäßig 

exsudierend. 

Die Anwendung des Madenextrakts erfolgte nach Anleitung zweimal wöchentlich durch den 

Patienten selbst sowie einmal wöchentlich in der Hautklink des Universitätsklinikums 

Düsseldorf. 
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Bereits nach zwei Wochen der Behandlung mit Madenextrakt konnte eine Abnahme der 

Fibrinbeläge beobachtet werden. Gleichzeitig verkleinerte sich das Wundareal, und es 

zeigte sich vom Wundgrund aufsteigendes Granulationsgewebe (Fototafel 15 C). Die 

Erosionen der Haut im Wundbereich verkleinerten sich ebenfalls.  

Dieser Trend setzte sich in den beiden folgenden Wochen fort, so dass nach vier Wochen 

Behandlung der Fibrinbelag nahezu vollständig abwesend war (Fototafel 15 D). Nach 

weiteren zwei Wochen Behandlung fehlte dieser dann vollständig, und es konnte eine 

zunehmende Reepithelisierung (vom Wundrand ausgehend) beobachtet werden (Fototafel 

15 E). Am Ende des Behandlungszeitraums (acht Wochen) konnte ein nahezu vollständiger 

Verschluss des Wundareals gesehen werden, bei dem lediglich ein sehr kleiner Bereich in 

der Wundmitte noch geöffnet war (Fototafel 15 F). 

Das bereits bestehende, linksseitige und teilweise erfolgreich behandelte Ulcus zeigte bei 

paralleler, konventioneller Behandlung ebenfalls nur eine geringe Abdeckung mit 

Fibrinbelag. Dieser zeigte jedoch im Vergleich nach sechs (Fototafel 15 G) und acht 

Wochen (Fototafel 15 H) zwar eine Tendenz zur Reepithelisierung, die aber deutlich 

geringer zu sein schien, als bei dem mit Madenextrakt behandelten, rechtsseitigen Ulcus.  
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Fototafel 15: Wunden von Patient 9 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die frontale Aufsicht 
auf das rechte Schienbein und die laterale Ansicht des rechten Unterschenkels des Patienten. Die Behandlung der Wunden 
des Patienten erfolgte zweimal wöchentlich durch Aufträufeln des Madenextrakts durch den Patienten selbst und einmal 
wöchentlich in der Hautklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen des rechten Schienbeins zwei Wochen vor 
Behandlung (A), unmittelbar vor der Behandlung (B), nach zwei Wochen (C), nach vier Wochen (D), nach sechs Wochen (E) 
und nach acht Wochen Behandlung (F). Die Bilder G und H zeigen den konventionell behandelten rechten Unterschenkel in 
lateraler Ansicht nach sechs bzw. acht Wochen paralleler Behandlung.  
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5.8.10. Patient 10 
Der 72 Jahre alte Patient zeigte Ulcera crurum varicosum auf Höhe beider Knöchel 

(Malleolus medialis und lateralis), die mit schmierigen Fibrinbelägen besetzt waren und 

stark exsudierten sowie ödematösen Schwellungen der Unterschenkel. Nach 

Patientenangaben bestanden diese Wunden seit mehreren Jahren. In vorhergegangenen 

Therapien erfolgte eine Venenklappentransplantation im linken Unterschenkel sowie 

Crossektomien und Venenstrippings an Venen beider Unterschenkel. Eine 

Sklerotisierungstherapie zeigte nur mäßigen Erfolg. Thrombosen und eine relevante pAVK 

waren ausgeschlossen.  

Die Anwendung des Madenextrakts erfolgte nach Anleitung zweimal wöchentlich durch den 

Patienten selbst, sowie einmal wöchentlich in der Hautklink des Universitätsklinikums 

Düsseldorf.  

Die beiden behandelten Ulcera lagen zum einen linksseitig flankierend etwa auf Höhe des 

Sprunggelenks (Fototafel 16 A bis D) und zum anderen rechtsseitig an der Ferse (Fototafel 

16 E bis H). Vor Beginn der Behandlung stellten sich beide Ulcera als stark exsudierend 

und mit mazerierten Wundrändern dar (Fototafel 16 A und E). Der proximale Wundbereich 

war zudem überlagert mit Verkrustungen, vermutlich älterer Reste der Fibrinbeläge. Nach 

vier Wochen der Behandlung mit Madenextrakt zeigten sich beide Ulcera nahezu frei von 

fibrinösen Belägen und deutlich geringerer Mazeration der Wundränder (Fototafel 16 B und 

F). Deutlich zu sehen war auch der granulierende Wundgrund. Eine flächenmäßige 

Abnahme der Wundfläche war nicht zu erkennen. 

In der folgenden Behandlungswoche war eine Zunahme der Fibrinbeläge zu erkennen 

(Fototafel 16 C und G). Gleichzeitig nahmen die Ulcera in ihrer Tiefe ab und die 

Verkrustungen umgebener Hautbereiche schienen abzunehmen.  

Nach Ende der achten Behandlungswoche (Fototafel 16 D und H) zeigten sich die Ulcera 

in etwa in derselben Art mit Fibrin belegt, wie in der fünften Behandlungswoche. Zudem 

zeigte sich in beiden Wundbereichen Granulationsgewebe und hatten deutlich an Tiefe 

verloren. Die wundumgebenen Bereiche zeigten sich als von älteren fibrinösen 

Verkrustungen befreit.  
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Fototafel 16: Wunden von Patient 10 im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt. Die Fotos zeigen die flankierte und 
mediale Ansicht beider Fußknöchel des Patienten. Die Behandlung der Wunden des Patienten erfolgte zweimal wöchentlich 
durch Aufträufeln des Madenextrakts durch den Patienten selbst und einmal wöchentlich in der Hautklinik des 
Universitätsklinikums Düsseldorf. Aufnahmen des linken, lateralen Knöchels vor Behandlung (A), nach vier Wochen (B), nach 
fünf Wochen (C) und nach acht Wochen (D) Behandlung. Aufnahmen des medialen Fußknöchels vor Behandlung (E), nach 
vier Wochen (F), nach fünf Wochen (G) und nach acht Wochen (H) Behandlung. 
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6. Diskussion 
 

6.1. Extraktherstellung 
Ein Teil der Zielsetzung dieser Arbeit war es, einen Extrakt aus Larven der Goldfliege Lucilia 

sericata zu erzeugen, der die Eigenschaft besitzt, sterilfiltrierbar zu sein und der nach 

Möglichkeit lagerfähig ist. Hierdurch sollte es möglich gemacht werden, die positiven Effekte 

des etablierten Prinzips des biochirurgischen Débridement einer größeren 

Patientenpopulation durch Umgehen der nachteiligen Effekte zugänglich zu machen. 

Um dies zu erreichen, war es zunächst notwendig sicherzustellen, dass die dazu benötigten 

Larven in kontrollierter Herstellung von einem dazu fähigen Produzenten nach „Good 

Manufacturing Practice“ (GMP) bezogen werden können. Auf Grundlage dieses Rohstoffes 

war es möglich, verschiedene Verfahrensschritte zur Herstellung eines solchen Extraktes 

zu erproben. Durch das empirische Erproben verschiedener Kombinationen der 

Arbeitsschritte zum Gewebsaufschluss, Erhitzen, Sedimentieren und Filtrieren war es 

möglich, einen flüssigen und sterilfiltrierbaren Extrakt zu erzeugen. Dies gelang unter 

anderem durch die Erprobung und Verwendung verschiedener kommerzieller 

Filterelemente, die hauptsächlich in der Herstellung pharmazeutischer Produkte 

Anwendung finden. In frühen, experimentellen Versuchsphasen wurden hierzu manuelle 

Arbeitsschritte nach und nach durch zeitlich gesteuerte und maschinell automatisierte 

Arbeitsschritte ersetzt. Durch die erarbeiteten Protokolle wurden manuelle, menschliche 

Fehler auf ein Minimum reduziert. 

Um die Anwendung bei mehreren Patienten und weiteren Laborversuchen zu ermöglichen, 

musste der Extrakt lagerfähig gemacht werden. Hierzu wurde die Methode der 

Gefriertrocknung angewendet. Bei Materialien, die Proteine beinhalten, hat sich die 

Gefriertrocknung als schonende Methode seit Jahrzehnten etabliert (May und Leone 1963). 

Häufig werden hierzu Hilfsmittel zur Stabilisierung eingesetzt. So können zur Stabilisierung 

von Sekundärstrukturen und zur Aufrechterhaltung der biologischen Aktivität Zucker, wie 

z.B. Trehalose (Draber et al. 2014) und Maltose (Izutsu et al. 2004), den Proteinlösungen 

vor der Gefriertrocknung hinzugefügt werden. Zur Untersuchung intrinsischer Effekte durch 

Madenextrakte wurde auf die Beimengung von Zusatzstoffen verzichtet. Eine Studie von 

Jiang und Nail (1998) konnte zeigen, dass die biologische Aktivität von Proteinen nach der 

Gefriertrocknung aufrechterhalten werden kann, auch ohne derartige Zusätze zu 

verwenden. Obwohl die Extrakte sterilfiltriert, unter Reinraumbedingungen aliquotiert und 

gefriergetrocknet wurden, wäre es prinzipiell immer noch möglich, dass das Lyophilisat 

teilungsfähige Bakterien enthält. In Hinblick auf die Patientensicherheit und einer weiteren 
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Reduktion der sog. „bioburden“ erfolgte eine zusätzliche -Strahlen-Behandlung mit bis zu 

10 kGy (Kilogray). Im Vergleich hierzu werden für Shiga-Toxin produzierende Escherichia 

coli Dezimalreduktionswerte von nur 0,31 kGy (Clavero et al. 1994) und beispielsweise für 

Viren als Erreger einer Form der Vogelgrippe nur bis zu 2,6 kGy benötigt (Brahmakshatriya 

et al. 2009). 

Ein zusätzlicher Effekt der Behandlung mit -Strahlung kann hierbei eine mögliche 

Detoxifizierung sein. Es konnte bereits gezeigt werden, dass das Mycotoxin Ochratoxin A 

schon durch Dosen unter 10 kGy zerstört werden kann (Deberghes et al. 1995; Kumar et 

al. 2012). Bei der Resuspendierung in Flüssigkultur Anreicherungs-Medien (tryptische Soja 

Bouillon) sowie bei der Resuspendierung in sterilem Wasser und steriler physiologischer 

Kochsalzlösung und anschließender Inkubation auf Agar (Columbia Blutagar, MacConkey 

Agar) konnten keine Kulturen nachgewiesen werden. Zudem zeigten die Versuche mit den 

bakteriellen Isolaten aus Patientenwunden (Abschnitte 5.4 und 5.5) in den 

Kontrollversuchen nie ein/e Wachstum/Trübung der Lösungen, so dass davon 

ausgegangen werden kann, dass die oben genannten Maßnahmen zur 

Reduktion/Elimination der „bioburden“ erfolgreich waren. 

 

6.2. Wirkung von Madenextrakten auf primäre humane Zellen 
Die Arbeit von Bournelis (2012) konnte mit humanen Fibroblasten und Keratinozyten, die 

aus Präputien gewonnen wurden, zeigen, dass vom Madenextrakt keine toxischen Effekte 

ausgehen. Die eigenen Versuche (Abschnitt 5.6) unter Verwendung ähnlicher Fibroblasten 

(NHDF = normale humane dermale Fibroblasten), die jedoch von drei anderen Spendern 

stammten, erbrachten ähnliche Resultate. Um möglichst unverfälschte Ergebnisse zu 

erzielen, wurde auf die präventive Gabe von Antibiotika im Kulturmedium verzichtet und der 

Serumgehalt im Medium von 1 % bei Bournelis (2012) auf 0,1 % reduziert. Hier zeigten sich 

bei in Minimalmedium hergestellten (0,1 % FKS) Extrakt-Konzentrationen von bis zu 33 % 

spenderabhängig positive Effekte, die sich in einer Erhöhung der Vitalität der Fibroblasten 

zischen 50 % und 150 % gegenüber der Kultur in 0,1 % FKS haltigen Medien alleine 

widerspiegelte (Abbildung 13; Abschnitt 5.6). Die sich zeigenden Vitalitätserhöhungen 

blieben hierbei stets unterhalb der Anregung mit 3,4 % FKS im Medium. Im Vergleich hierzu 

blieb die Vitalität der Fibroblasten bei Auflösung und Zugabe von in Vollmedium gelöstem 

Extrakt spenderunabhängig unterhalb der Anregung durch 3,4 % FKS angeregten Vitalität, 

obwohl in beiden Versuchsansätzen exakt gleiche Serum-Konzentrationen vorlagen. Die 

Vitalität lag hierbei selbst bei hohen Extrakt-Konzentrationen von bis zu 33 % immer noch 

mindestens auf dem Niveau der nicht angeregten Kontrollen (0,1 % FKS) (Abbildung 14; 
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Abschnitt 5.6). Die mikroskopische Kontrolle der Inkubationsräume bestätigte dieses 

Resultat (Fototafel 3; Abschnitt 5.6). 

Bei einem zytokininduzierten Effekt wäre hierbei zu erwarten gewesen, dass die Vitalität 

auf ein Niveau oberhalb der Anregung durch 3,4 % FKS im Medium steigt. Dennoch sind 

dies die ersten positiven Effekte auf Fibroblasten, die von Ganzkörperextrakten aus Larven 

von Lucilia sericata ausgehen (wenn auch nur im Vergleich zu sehr reduzierten 

Serumbedingungen), die bisher überhaupt beschrieben wurden. 

Bisherige Studien beschränkten sich hauptsächlich auf die Untersuchung möglicher 

Einflüsse der Exkrete/Sekrete auf verschiedene Aspekte, die eine Relevanz für die 

Wundheilung besitzen könnten. Verschiedene Autoren kamen hierbei in unterschiedlichen 

Versuchsansätzen und Modellen zu unterschiedlichen Ergebnissen. So zeigte Prete (1997) 

für primäre, humane Fibroblasten unter Verwendung eines anderen Testsystems, das den 

Einbau eines radioaktiv markierten Nukleotids in neugebildete DNA mißt, mit 20-

Hydroecdyson, der Hämolymphe und den Exkreten/Sekreten (späte Larve II) eine leichte 

Zunahme der Proliferation gegenüber Kontrollversuchen, die in etwa maximal 12 % der 

Stimulation durch EGF (epidermal growth factor) betrug. Prete (1997) zeigte zudem im 

Gegensatz zu Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, dass die Stimulation durch die 

Kombination von EGF und jeweils 20-Hydroecdyson/Hämolymphe/Exkreten/Sekreten 

sogar noch erhöht werden könne, die jeweiligen Faktoren aber hitzelabil seien. Smith et al. 

(2006) stellten bei der Untersuchung der nativen Exkrete/Sekrete bei der Kultur von 3T3-

Fibroblasten (Maus) und HaCaT (eine aneuploide, humane, immortalisierte Keratinozyten 

Zelllinie) unter Verwendung eines mit dieser Arbeit vergleichbaren MTT-Testsystems keine 

mitogenen Effekte, wohl aber motogene Effekte im Sinne einer Zunahme der Migration auf 

beide Zelltypen fest. Smith et al. (2006) konnten diesen Effekt durch Verwendung von 

Proteinase-Inhibitoren auf den Proteinase-Anteil der Exkrete/Sekrete zurückführen. 

Weitere Autoren konnten in ihren Studien ebenfalls belegen, dass die Exkrete/Sekrete der 

Larven (Larve I) scheinbar keine Effekte auf die Proliferation (Horobin et al. 2005) bzw. 

Vitalität (Horobin et al. 2003) von humanen, primären Fibroblasten zu haben scheinen. Sie 

konnten jedoch sowohl in zweidimensionalen (Horobin et al. 2005) und dreidimensionalen 

Modellversuchen (Horobin et al. 2006) eine Erhöhung der migratorischen Aktivität dieser 

Zellen nachweisen. Sie zeigten ebenfalls eine durch native Exkrete/Sekrete vermittelte, 

Verringerung der Adhäsion dieser Zellen an Fibronektin und Kollagen (Horobin et al. 2003) 

und in deutlich geringerem Maße auch für hitzebehandelte Exkrete/Sekrete. Im Vergleich 

hierzu zeigten die Versuche von Bournelis (2012) mit den in dieser Arbeit erzeugten und 

verwendeten Ganzkörperextrakten (Abschnitt 5.1) keine maßgebliche Beeinflussung der 

Adhäsion und Migration von primären, humanen Fibroblasten, jedoch aber teilweise eine 
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Wirkung auf die Adhäsion und Migration von primären, humanen Keratinozyten, was sich 

in einer Erhöhung der Adhäsion an Fibronektin äußerte. Bournelis (2012) konnte hierbei 

eine erhöhte Expression und Aktivität des Integrin- 1 auf Proteinebene nachweisen.  

Bexfield et al. (2010) isolierten Derivate von Aminosäuren (3-Guanidinopropionsäure, 

Histidin und Valinol) aus den nativen Exkreten/Sekreten (Larve III) und konnten für diese 

Substanzen kaum bzw. keine positiven Effekte auf die Proliferation von primären, humanen 

Fibroblasten, sondern konzentrationsabhängig (1 mmol/L bzw. 10 mmol/L) sogar negative 

Effekte zeigen. Dieselbe Studie von Bexfield et al. (2010) konnte für diese Substanzen 

jedoch für Konzentrationen bis zu 1 mmol/L proliferationsfördernde Effekte auf menschliche 

Endothelzellen (HUVEC = human umbilical vein endothelial cells) feststellen. Andere 

Autoren, die Untersuchungen der nativen Exkrete/Sekrete durchführten (Kahl 2014), 

konnten für HUVEC keine proliferationsfördernden und für die Fibroblasten Zelllinie (L929, 

Maus) sogar negative Effekte zeigen. Zudem zeigte Kahl (2014) zytotoxische Effekte der 

Exkrete/Sekrete auf HUVEC, jedoch nicht auf die Fibroblasten Zelllinie L929. Eine jüngste 

Studie (Polakovicova et al. 2015) konnte für native Extrakte aus den Speicheldrüsen der 

Larven mittels ultrastruktureller Untersuchungen der Interaktion zwischen primären, 

humanen Fibroblasten und einer künstlichen Kollagen/Hyaluronsäure-Membran eine 

Erhöhung der metabolischen Aktivität zeigen, und es wurde die Vermutung angestellt, dass 

hieraus einer verbesserte Reorganisation von Komponenten der EZM resultiere. 

Die eigenen Untersuchungen des Einflusses der Exkrete/Sekrete der Larve III von Lucilia 

sericata, die nach der Methode von Barnes et al. (2010) gewonnen wurden, zeigten eine 

spenderunabhängige Reduktion der Vitalität von primären Fibroblasten um bis zu ca. 50 % 

(Abbildung 15; Abschnitt 5.6) bei Exkret/Sekret-Konzentrationen im Medium zwischen 33 % 

und 6,67 %. Begründet scheint dies durch ein Ablösen der Zellen vom Kulturgrund zu sein 

(Fototafel 3 E, Abschnitt 5.6), was sich mit dem Vorhandensein von einem L. sericata 

spezifischen Chymotrypsin I (Telford et al. 2011), mindestens einer als Sericase 

bezeichneten Serin-Proteinase (van der Plas et al. 2014) und eventuell einer Glycosidase 

(Telford et al. 2012) in den nativen Exkreten/Sekreten in Einklang bringen lässt. 

 

6.3. Bakterielle Besiedlung von Patientenwunden 
Die Abstrichnahme von Patientenwunden erfolgte mittels Flockfaser-Abstrichtupfer, was 

den momentanen Goldstandard darstellt (Abschnitt 4.7.1). Bei den Isolaten handelt es sich 

um entsprechend der MiQ (mikrobiologisch-infektiologische Qualitätsstandards 6b) 

kultivierbare Spezies (Becker et al. 2013). Eine aktuelle Studie, die die Probennahme durch 

Flockfaser-Abstrichtupfer, Biopsien und Wundabdrücke mittels Filterpapier untersuchte, 
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konnte keine signifikanten Unterschiede für die Identifizierung der verschiedenen 

bakteriellen Spezies mit den verschiedenen Methoden ermitteln (Gjodsbol et al. 2012). 

Frank et al. (2009) konnten beim Vergleich von Routine-Diagnostikmethoden zur 

molekularen Diagnostik mittels vergleichender Analyse und Sequenzierung der rDNA-

Fragmente der kleinen Untereinheiten eine verringerte mikrobielle Diversität und 

Unterschiede in der Dominanz der verschiedenen Spezies nachweisen, jedoch auch, dass 

die Diversität zu einem großen Teil gut beschriebenen und Wund-assoziierten Bakterien 

zugeordnet werden kann. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass nur etwa 0,5 % der ermittelten 

Sequenzen zu potentiell neuen Spezies des Mikrobioms gehören. Prinzipiell gilt die Technik 

von Levine et al. (1976), bei der ein Abstrichtupfer über ein etwa 1 cm2 großes Wundareal 

gedreht wird, als momentaner Goldstandard. Es werden jedoch auch fortlaufend neue 

Techniken, wie z. B. der sog. Essener Kreisel entwickelt (Al Ghazal et al. 2014), bei dem 

der Abstrichtupfer in einer bestimmten kreisenden Bewegung vom Wundrand in immer 

kleiner werdenden Kreisen hin zur Wundmitte gedreht wird. Das Ergebnis der Studie von 

Al Ghazal et al. (2014), bei der die Ulcera von 50 Patienten mit dieser Methode untersucht 

wurden, zeigte hierbei eine signifikant erhöhte bakterielle Diversität gegenüber 

herkömmlich angewendeter Abstrich-Techniken mit besonderem Hinblick auf die 

Identifikation von MRSA Stämmen und zeigte darüber hinaus eine relativ gleichmäßige 

Verteilung der isolierten Spezies im gesamten Wundbereich. Die Untersuchung der 

Abstriche von Patientenwunden, die mit Madenextrakt behandelt wurden, zeigte bei 

Abstrichnahme vom Wundrand und der Wundmitte zu fast allen Zeitpunkten eine 

gleichmäßige Verteilung. Größtenteils konnten zwar vom Wundrand und der Wundmitte 

identische Spezies isoliert werden, jedoch unterschieden sich die semiquantitativen 

Einschätzungen in der Auswertung relativ häufig. So erfolgte der Nachweis von P. mirabilis 

bei Patient 1 in Woche sechs nur am Wundrand (Tabelle 3; Abschnitt 5.3.1), von 

P. aeruginosa bei Patient 2 in Woche sechs nur in der Wundmitte (Tabelle 4; Abschnitt 

5.3.2), P. mirabilis bei Patient 8 zu Beginn der Behandlung am Wundrand (Tabelle 9; 

Abschnitt 5.3.8) und bei Patient 9 S. aureus zu Beginn der Behandlung nur am Wundrand 

(Tabelle 10; Abschnitt 5.3.9), so dass nicht von einer gleichmäßigen Verteilung der Isolate 

auf der Wundfläche ausgegangen werden kann.  

Die Anzahl der in dieser Arbeit behandelten Patienten (n = 10) ist verglichen mit einigen 

Längsschnittstudien zur Erfassung von Wund-besiedelnden Bakterien relativ gering, 

spiegelt jedoch zumindest in Bezug auf die verschiedenen Spezies Gemeinsamkeiten mit 

einer in Deutschland durchgeführten retrospektiven Zehn-Jahres-Studie wider. Die Studie 

(Jockenhofer et al. 2014), die Wunden von 100 Patienten untersuchte, zeigt S. aureus 

(53 %) und P. aeruginosa (25 %) als häufigste Spezies. Die vorliegende Arbeit wies 

S. aureus bei sechs von zehn und P. aeruginosa bei acht von zehn Patienten nach. Bezieht 
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man die Neubesiedlung durch andere P. aeruginosa Isolate mit ein, konnte diese Art sogar 

noch öfter isoliert werden. Dieselbe Studie zeigte zudem MRSA bei 9 % der Patienten, der 

aber bei den hier vorgestellten Ergebnissen in keiner Probe nachgewiesen werden konnte. 

Eine weitere in Deutschland durchgeführte Untersuchung, die Abstriche chronischer 

Unterschenkelgeschwüre der letzten zehn Jahre analysierte, identifizierte S. aureus, 

P. aeruginosa, P. mirabilis sowie E. faecalis als die am häufigsten Wund-besiedelnden 

Keime (Renner et al. 2012), was sich mit den vorliegenden Ergebnissen gut deckt. Zudem 

zeigt die Studie einen signifikanten Zusammenhang zwischen der Dauer der Ulzeration und 

der mehrfachen Isolation von P. aeruginosa in der längsschnittlichen Untersuchung 

derselben Patienten.  

Eine weitere Studie (Gjodsbol et al. 2006), die ebenfalls Patienten über eine Dauer von acht 

Wochen bei zweiwöchiger Probennahme verfolgte, konnte zumindest anhand der Diversität 

der Bakterien-Flora (nicht aber bei der prozentualen Zusammensetzung dieser) 

vergleichbare Ergebnisse zeigen. Zudem zeigten sie einen signifikanten Zusammenhang 

zwischen der Größe der Ulcera und der Besiedlung durch P. aeruginosa und stellen daraus 

die Vermutung auf, dass P. aeruginosa zu einer Vergrößerung der Wundfläche bzw. einer 

Verlängerung der Dauer der Ulzeration beiträgt. Bei der Behandlung mit Madenextrakt 

zeigte sich ebenfalls, dass für die Patienten mit den am kürzesten persistierenden Ulcera 

(Patient 7 und 9) von nur etwa drei Monaten während des gesamten Behandlungszeitraums 

auch keine Besiedlung mit P. aeruginosa festzustellen war. Das am kürzesten bestehende, 

mit P. aeruginosa besiedelte Ulcus bestand seit sechs Monaten (Patient 3). Das 

kreisförmige und 3,5 cm bis 4 cm im Durchmesser große Ulcus war im Vergleich mit 

beispielsweise den Ulcera von Patient 1 oder Patient 5 flächenmäßig eher als klein 

einzustufen. Mit einer ungefähren Fläche zwischen 9,6 cm2 und 12,6 cm2 lag das Ulcus 

auch deutlich unterhalb der von Gjodsbol et al. (2006) ermittelten, mit P. aeruginosa 

besiedelten, ungefähren Fläche zwischen 35 cm2 bis 89 cm2. Aufgrund der mit sechs 

Monaten noch relativ kurzen Dauer des Bestehens des Ulcus sowie der zunehmenden 

Belagbildung und Grünfärbung des Ulcus (Abschnitt 5.8.3) und der mikrobiologischen 

Isolation lässt sich hieraus als Ursache für die Persistenz möglicherweise eine zunehmende 

P. aeruginosa Besiedlung ableiten.  

 

6.4. Resistenzen in bakteriellen Isolaten aus Patientenwunden 
Die Resistenztestung erfolgte entsprechend den diagnostischen Kriterien für chronische 

Wunden, die Bewertung der gemessenen Werte bzw. Hemmhofdurchmesser nach 

EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). 
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Keines der S. aureus-Isolate zeigte eine phänotypische Resistenz gegen Oxacillin oder 

Cefoxitin, womit es als MRSA einzustufen gewesen wäre. Die S. aureus-Isolate der 

Patienten 1, 2 und 7 zeigten sich sogar sensibel für alle getesteten Antibiotika (Tabelle 13, 

Tabelle 14, Tabelle 15 und Tabelle 18; Anhang). 

Dagegen zeigten die S. aureus-Isolate von Patient 9 und 10 Resistenzen gegen Penicillin, 

was sich mit dem Vorhandensein von Penicillinasen ( -Lactamasen) erklären lässt, die in 

der Lage sind, den -Lactam Ring des Penicillins zu schneiden und bereits seit den 1940er 

Jahren bekannt sind (Woodruff und Foster 1945). Bei den Resistenzen gegen die 

Fluoroquinolone Levofloxacin und Moxifloxacin der Isolate von Patient 5 und 10 (Tabelle 16 

und Tabelle 19; Anhang) scheint es sich um erworbene Resistenzen zu handeln, die bei 

einer Vielzahl bakterieller Spezies zu beobachten sind und auf Mutationen in Genen zur 

Synthese der DNA-Gyrase und der Topoisomerase IV, im Rahmen sog. „Quinolone 

Resistance-Determing Regions“ (QRDR) zurückzuführen sind (Sierra et al. 2002). Jedoch 

wurden auch schon Mutationen außerhalb dieser Regionen beschrieben, die eine 

Fluoroquinolon-Resistenz vermitteln (Ince und Hooper 2000; Sierra et al. 2002). 

Resistenzen gegen Erythromycin und Clindamycin sind vor allem für MRSA schon lange 

beschrieben (Wadsworth et al. 1992). Der Anteil erythromycinresistenter MSSA, die mit 

Haut- und Weichteilinfektionen in Deutschland assoziiert sind, ist mit 13,2 % jedoch relativ 

gering (Jones et al. 2003). Resistenzen gegen Clindamycin, wie bei dem MSSA-Isolat von 

Patient 5 nachgewiesen (Tabelle 16; Anhang), treten bei erythromycincoresistenten 

Isolaten, wenn auch aufgrund der vorliegenden Datenlagen für dieses Isolat nicht 

nachweisbar, relativ häufig als induzierbare Resistenzen auf (Shoji et al. 2015). Die 

Resistenz ist vermittelt durch eine Methylase, die auch konstitutiv vorliegen kann. Hierbei 

spielen verschieden erm-Gene (erythromycin ribosome methylase) eine Rolle (Drinkovic et 

al. 2001; Leclercq 2002). Resistenzen gegen Trimethoprim/Sulfamethoxazol (Patient 5, 

Tabelle 16; Anhang) sind sehr lange bekannt (Nakhla 1972) und beruhen auf der Aktivität 

des Enzyms Dihydrofolatreduktase, das den Abbau der Substanzen katalysiert (Coughter 

et al. 1987). 

Für die Resistenz gegen Fusidinsäure konnte der Zusammenhang zwischen der 

Verschreibung fusidinsäurehaltiger Präparate zur topischen Anwendung und der Zunahme 

der fusidinsäureresistenten MSSA-Isolate hergestellt werden (Mason und Howard 2004). 

Liu et al. (2012) konnten fusidinsäureresistente MSSA isolieren, die das Gen fusB tragen, 

das auf einem transposonähnlichen Fragment lokalisiert ist, während Chen et al. (2011) 

das Gen fusC als Übereinstimmung bei MRSA-Isolaten mit Fusidinsäure-Resistenzen 

fanden. Ellington et al. (2015) konnten darüber hinaus zeigen, dass die Verkäufe von 

fusidinsäurehaltigen Präparaten in Großbritannien zwischen 2006 und 2011 relativ konstant 
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blieben, die zusätzlichen Fusidinsäure-Resistenzen in MRSA-Isolaten aber um das Zwei- 

bis Vierfache anstiegen und fanden in ihrer Studie Hinweise auf die Bildung chimärer 

Resistenzkassetten für -Lactam- und Fusidinsäure-Resistenzen.  

Die ebenfalls häufig isolierte Spezies P. mirabilis besitzt intrinsische Resistenzen gegen 

Nitrofurantoin und Tetracycline, ist aber sensibel für -Lactame, Aminoglykoside, 

Fluoroquinolone und Trimethoprim/Sulfamethoxazol (O'Hara et al. 2000). Das P. mirabilis-

Isolat von Patient 1 zeigte ein Resistenzmuster, welches seinen intrinsischen Resistenzen 

entspricht (Tabelle 13; Anhang). Dagegen zeigte das P. mirabilis-Isolat von Patient 7 

Resistenzen gegen die Fluoroquinolone (Gyrasehemmer) Ciprofloxacin und Moxifloxacin 

(Tabelle 18; Anhang), was dafür spricht, dass es sich um erworbene Resistenzen handelt. 

Die Zunahme an Resistenzen gegen Fluoroquinolone in P. mirabilis ist schon länger 

bekannt (Hernandez et al. 2000) und beruht vermutlich auf der Mutation bestimmter Genloci 

(gyrA, gyrB, parE und parC), die zu einer Veränderung der DNA-Gyrase und 

Topoisomerase IV führen (Harada et al. 2014; Weigel et al. 2002). Bei den Resistenzen 

gegen das Reserve-Antibiotikum Tigecyclin in den P. mirabilis-Isolaten von Patient 1 und 7 

(Tabelle 13 und Tabelle 18; Anhang) handelt es sich um intrinsische Resistenzen, die 

vermutlich über die AcrRAB Efflux-Pumpe vermittelt sind (Visalli et al. 2003). 

Die P. aeruginosa-Isolate der Patienten 4, 6 und 10 zeigten bei der Erstellung der 

Antibiogramme keine phänotypischen Resistenzen gegen die getesteten Antibiotika 

(Tabelle 16, Tabelle 17 und Tabelle 19; Anhang) und das Isolat von Patient 5 nur 

intermediäre Empfindlichkeit gegen Imipenem und Meropenem (Tabelle 16; Anhang). 

P. aeruginosa-Stämme verfügen über ein ganzes Arsenal an intrinsischen 

Antibiotikaresistenzen, die über verschiedene Mechanismen funktionieren. Die äußere 

Membran von P. aeruginosa kann im Vergleich zu anderen Bakterien eine verringerte 

Permeabilität für eine Vielzahl Antibiotika besitzen, ein Breitspektrum-Efflux-Pumpen-

System haben und kann über eine induzierbare AmpC- -Lactamase verfügen (Kohler et al. 

1996; Li et al. 2000; Sanders und Sanders 1992). Die AmpC- -Lactamase ist unempfindlich 

gegenüber einer Vielzahl handelsüblicher -Lactamase-Hemmern (Livermore 1995). 

Hierdurch ergibt sich ein natürlicher Phänotyp mit mehr oder weniger stark ausgeprägten 

Resistenzen gegen Aminopenicilline, Erst- und Zweitgenerations Cephalosporine, 

Tetrazyklinen, Chloramphenicol, Makroliden und Lincosamiden (Henrichfreise 2006), mit 

dem sich eine Vielzahl der ermittelten Resistenzen der Isolate erklären lassen. Die weiteren 

Resistenzen, die sich in den Antibiogrammen der P. aeruginosa-Isolate finden lassen, sind 

als erworbene Resistenzen einzuordnen. Hierbei kann die Überexpression der Efflux-

Systeme zu einer Kreuzresistenz oder verminderten Sensibilität für Piperacillin, Ceftazidim 

sowie Meropenem, die Modifikation der Typ II Topoisomerase zu verminderter 
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Sensibilität/Resistenz gegen Chinolone, der Verlust des Porins OprD zu Resistenzen gegen 

Carbapenemen (Henrichfreise 2006; Livermore 2002) und die vermehrte Expression der 

AmpC- -Lactamase zu einer Erhöhung der Resistenz gegen ebenfalls Piperacillin und 

Ceftazidin führen (Henrichfreise 2006; Livermore 1995). Mit diesen Mechanismen lassen 

sich die meisten der festgestellten Resistenzen in den P. aeruginosa-Isolaten erklären. Eine 

Ausnahme bildete hierbei das Isolat von Patient 3. Dieses zeigte sich zwar empfindlich für 

Imipenem, Meropenem und Gentamicin (Tabelle 16; Anhang), aber resistent gegen alle 

anderen getesteten Antibiotika. Die intrinsische Resistenz und deren Ausprägung gegen 

das Reserve-Antibiotikum Tigecyclin ist vermutlich ebenfalls über einer der Efflux-Pumpen 

(OprM) zu erklären (Dean et al. 2003). 

Das Providencia rettgeri-Isolat (syn. Alcaligenes rettgeri), das aus Wunden von Patient 6 

isoliert wurde, besitzt eine eher untergeordnete klinische Bedeutung und wies lediglich 

intrinsische Resistenzen auf (Leclercq et al. 2013). Das in Wunden von Patient 1 gefundene 

Achromobacter xylosoxidans-Isolat gehört zu den Umweltkeimen. In einer in Deutschland 

durchgeführten Studie mit 76 Teilnehmern konnte A. xylosoxidans nur aus Wunden von 

einem Patienten als eines von 106 unterschiedlichen Isolaten gezeigt werden (Dissemond 

et al. 2004). Das Isolat verfügte über eine große Anzahl Antibiotikaresistenzen, die sich mit 

der Vielzahl als intrinsisch beschriebener Resistenzen vereinbaren lassen (Almuzara et al. 

2010; Glupczynski et al. 1988; Holmes et al. 1977; Hu et al. 2015; Rolston und Messer 

1990). Das Citrobacter koseri-Isolat, das aus den Wunden eines Patienten (Patient 2) 

isoliert werden konnte zeigte sich empfindlich für fast alle getesteten Antibiotika, war jedoch 

resistent gegen Piperacillin und intermediär resistent gegen Cefuroxim (Tabelle 15; 

Anhang), was sich mit einer natürlichen Resistenz vereinbaren lässt (Cullmann und Seibert 

1986). 

 

6.5. Effekte von Madenextrakten auf das bakterielle Wachstum 
Es liegen zahlreiche Berichte über antibakterielle Effekte der Madentherapie gegen eine 

Vielzahl von unterschiedlichen Bakterien vor, die vor allem den Exkreten/Sekreten der 

Larven von Lucilia sericata und den darin enthaltenen Substanzen zuzuordnen sind 

(relevante Publikationen der letzten 20 Jahre) (Andersen et al. 2010b; Bexfield et al. 2004; 

Cerovsky et al. 2011; Daeschlein et al. 2007; Huberman et al. 2007a; Huberman et al. 

2007b; Jaklic et al. 2008; Kerridge et al. 2005; Kruglikova 2011; Poppel et al. 2015; Thomas 

et al. 1999; Valachova et al. 2014a; Valachova et al. 2014b). Aufgrund der Vielzahl der 

wissenschaftlichen Arbeiten und den darin verwendeten Methoden fällt es schwer, diese 

Beobachtungen zu einem einheitlichen Bild zusammenzufügen. Vor allem die Gewinnung 

der Exkrete/Sekrete unterscheidet sich hierbei erheblich. Cazander et al. (2009) sowie 
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Barnes et al. (2010) unternahmen als Erste den Versuch, dieses uneinheitliche Bild in einen 

einheitlichen Zusammenhang zu bringen, weshalb sich die hier durchgeführten Versuche 

an den Vorschlägen von Barnes et al. (2010) orientieren, um eine bessere 

wissenschaftliche Vergleichbarkeit zu gewährleisten.  

Zur Erprobung etwaiger vorhandener Effekte der in dieser Arbeit erzeugten Madenextrakte 

auf das bakterielle Wachstum wurden verschiedene Bakterien-Isolate aus 

Patientenwunden (P. mirabilis P1 und P8; P. rettgeri, E. faecalis; A. xylosoxidans; P. 

aeruginosa P1, P6, und P8; S. aureus P1, P5 und P7) und ein klinisches K. oxytoca-Isolat 

sowie drei ATCC-Stämme (P. mirabilis, S. pyogenes und ein MRSA-Stamm) getestet. Die 

im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente liefern keinen Hinweis auf 

antibakterielle Effekte, die direkt von diesem speziellen Ganzkörperextrakt aus Larven von 

Lucilia sericata ausgehen (Abbildung 9 und Abbildung 10). Hierbei war das Wachstum der 

verschiedenen Bakterienspezies im „microbroth dilution assay“ gleich dem Wachstum in 

den Kontrollversuchen oder lag in einigen Fällen sogar etwas oberhalb dessen. Lediglich 

A. xylosoxidans zeigte ein etwas verringertes Wachstum, eine Wachstumsinhibition konnte 

aber nicht nachgewiesen werden. Selbst bei einer Reduktion der Konzentration des 

Anzuchtmediums auf 10 % des standardmäßig verwendeten Mediums konnte in 

exemplarischen Versuchen kein wachstumshemmender Effekt auf die ausgewählten 

bakteriellen Isolate von S. aureus, P. aeruginosa, A. xylosoxidans, E. faecalis und 

P. mirabilis gezeigt werden (Abbildung 28; Anhang). Auch unter Verwendung von „zone of 

inhibition assays“ und bei der Bestimmung der koloniebildenden Einheiten konnte kein 

antibakterieller Effekt gezeigt werden. Cazander et al. (2009) kamen mit einem, dem in 

dieser Arbeit vergleichbaren Flüssigkultur-Testsystem zu dem Schluss, dass von den 

Exkreten/Sekreten der Maden (sowohl Larve I und Larve III) und auch der Madentherapie 

als solcher keine antibakteriellen Effekte ausgehen. In der Arbeit von Cazander et al. (2009) 

zeigte sich in der Co-Kultur steriler Larven mit verschiedenen bakteriellen Isolaten sogar 

eine Verbesserung des bakteriellen Wachstums, was die Autoren auf eine Verbesserung 

der Nährstoff-Situation im Kulturmedium zurückführen und sich mit den in der vorliegenden 

Arbeit ermittelten Beobachtungen deckt. Ähnlich den Ergebnissen aus den eigenen 

Versuchen konnten Jaklic et al. (2008) bei Experimenten auf Grundlage von festen Agar-

Kulturmedien keine antibakteriellen Effekte ermitteln. Nicht ausgeschlossen sind jedoch 

mögliche synergistische Effekte der Madenextrakte mit Antibiotika. Arora et al. (2011) 

zeigten geringe Effekte der nativen Exkrete/Sekrete der Larven von Lucilia cuprina gegen 

S. aureus, jedoch eine Verstärkung der Wirkung von Ciprofloxacin bei gleichzeitiger 

Anwendung der nativen Exkrete/Sekrete und Ciprofloxacin in Dosen unterhalb der 

minimalen wachstumshemmenden Konzentration (MHK). 
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Die Mehrheit der rezent publizierten Studien bezieht sich auf die Untersuchung 

antibakterieller Effekte unter Verwendung der unerhitzten Exkrete/Sekrete oder lebender 

Maden selbst, nicht aber auf erhitzte, gefriergetrocknete und -bestrahlte Extrakte. 

Huberman et al. (2007a) konnten Effekte sowohl gegen Gram-positive (MRSA) als auch 

Gram-negative Bakterien (P. aeruginosa, K. pneumoniae) durch Ganzkörperextrakte und 

der Hämolymphe steriler Larven und Larven, die aus chronischen Wunden entfernt wurden, 

zeigen. Sie ermittelten diese Effekte für zwei Fraktionen unterschiedlichen 

Molekulargewichts (3 bis 10 kDa und <1 kDa). Ein solcher Faktor ist das Peptid Lucifensin, 

das erfolgreich isoliert werden konnte, dessen MHK für S. aureus bei etwa 16 mg/L und für 

MRSA zwischen 8 mg/L und 128 mg/L liegt. Die Wirkung scheint auf einer Veränderung 

des Membranpotentials und einem Einstrom von K+-Ionen begründet zu sein (Andersen et 

al. 2010b). 

 

6.6. Wirkung von Madenextrakten auf bakterielle Biofilme 
Bakterielle Biofilme sind neben planktonisch auftretenden Bakterien eine grundlegende 

Form der Organisation des Zusammenlebens einzelner aber auch verschiedener 

bakterieller Spezies. Diese hauptsächlich aus extrazellulären, polymeren Substanzen 

bestehenden Biofilme gewähren den darin lebenden Bakterien Schutz vor äußeren 

Einflüssen wie z.B. auch Antibiotika (McCarty et al. 2012). James et al. (2008) stellten bei 

der Analyse von Biopsien aus chronischen Wunden (n = 50) und akuten Wunden (n = 16) 

unterschiedlicher Genese fest, dass chronische Wunden mit 60 % etwa zehnmal häufiger 

mit Biofilmen belegt sind als akute Wunden. James et al. (2008) konnten auch zeigen, dass 

die Biofilme aus verschiedenen bakteriellen Spezies bestehen (unter anderem sogar aus 

strikt anaeroben Spezies) und die Biofilme der chronischen Wunden dichtere, 

matrixumgebene Anordnungen von Bakterien zeigen als akute Wunden. In diesem 

Zusammenhang zeigten Fazli et al. (2011) im Vergleich von Wund-Biopsien von 

P. aeruginosa-Biofilm besetzten Wunden zu S. aureus-Biofilm besetzten Wunden deutlich 

mehr neutrophile Granulozyten im Bereich der P. aeruginosa-Zellen und stützen damit die 

Hypothese, dass P. aeruginosa-Biofilme einer der Hauptfaktoren für eine verlängerte 

inflammatorische Immunantwort sind und damit maßgeblich zu einer 

Beeinträchtigung/Verlangsamung des Wundheilungsgeschehens beitragen. Im 

Mausmodell konnte zudem belegt werden, dass S. aureus-Biofilme die Reepithelisierung 

von künstlich erzeugten Wunden wesentlich beeinflussen (Schierle et al. 2009). Das 

Auflösen solcher Biofilme bzw. das Verhindern der Bildung dieser Biofilme erscheint daher 

von essenzieller Bedeutung für die Heilung chronischer Wunden zu sein.  
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Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass der 

Madenextrakt die Fähigkeit zur Biofilmbildung fast aller getesteten Spezies in vitro 

verschlechtert (Abbildung 11 und Abbildung 12). Die Isolate P. rettgeri (Patient 6) und 

S. pyogenes (ATCC) zeigten im Vergleich zu den anderen getesteten Bakterien eine 

generell verminderte Biofilmbildung im gewählten Testzeitraum von 24 h. Eine 

Beschreibung von P. rettgeri als Biofilm-Bildner auf chronischen Wunden findet sich bisher 

nicht, sondern vielmehr im Zusammenhang bei der Bildung kristalliner Biofilme auf 

Kathetern (Broomfield et al. 2009). Für S. pyogenes ist die Unfähigkeit zur Bildung von 

Biofilmen auf abiotischen Oberflächen bekannt (Marks et al. 2014), womit sich die geringe 

Biofilmbildung in den durchgeführten Versuchen erklären lässt. Die Isolate, die nicht mit 

einer verringerten Biofilmbildung reagierten (A. xylosoxidans Patient 1, P. aeruginosa 

Patient 3) oder unter den gewählten Versuchsbedingungen zu einer vermehrten 

Biofilmbildung (S. aureus Patient 5) neigten, zeigten zum Einen stark ausgeprägte 

Antibiotikaresistenzen und zum Anderen denselben, zum Teil noch stärker ausgeprägten 

Effekt der verstärkten Biofilmbildung in Anwesenheit von nicht-wachstumsinhibitorischen 

Konzentrationen von Piperacillin/Tazobactam von 2/0,25 μg/ml (Abbildung 12). Hierauf 

reagierte auch der MRSA Stamm (ATCC) mit einer verstärkten Biofilmbildung im Vergleich 

zur Kontrolle – interessanterweise aber mit einer nahezu vollständig verhinderten Bildung 

eines Biofilms in Anwesenheit des Madenextrakts. Im Vergleich hierzu zeigten die 

Isolate/Stamm (P. aeruginosa Patient 3, S. aureus P5 und MRSA (ATCC)) im 

turbidometrischen Testverfahren auch kein verringertes Wachstum in Anwesenheit von 

Piperacillin/Tazobactam Konzentrationen von 2/0,25 μg/ml (Abbildung 10). Ein solcher 

Nachweis ist für MRSA in Verbindung mit sub-inhibitorischem Piperacillin/Tazobactam 

bisher noch nicht erbracht worden, wohl aber für sub-inhibitorische Konzentrationen von 

Oxacillin und Vancomycin (Mirani und Jamil 2011). In diesem Zusammenhang scheint 

Vancomycin die Biofilmbildung auf Nylon- und Silikon-Oberflächen und Oxacillin auf Glass-

Oberflächen zu verstärken. Ein Effekt der verstärkten Biofilmbildung konnte für 

P. aeruginosa und E. coli bei sub-inhibitorischen Konzentrationen von Aminoglykosid-

Antibiotika beobachtet werden und kann ebenfalls mit einem Resistenz-Mechanismus 

(aminoglycoside response regulator (arr)) in Zusammenhang gebracht werden (Hoffman et 

al. 2005). Es besteht daher Grund zur Annahme, dass die in der vorliegenden Arbeit 

beobachteten Effekte der verstärkten Biofilmbildung bei sub-inhibitorischen Antibiotika-

Konzentrationen möglicherweise in direktem Zusammenhang mit dem vorliegenden 

Resistenz-Mechanismen stehen. 

Es gibt verschiedene Hinweise darauf, dass sich in den Exkreten/Sekreten der Larven 

Faktoren befinden, die eine Bildung von Biofilmen verhindern und/oder den 

Zusammenbruch dieser herbeiführen können. Andere Autoren (van der Plas et al. 2008) 
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beobachteten bei ihren Untersuchungen von je einem P. aeruginosa (PA01) und einem 

oxacillin-sensitiven S. aureus-Stamm (ATCC 29213), dass die nativen Exkrete/Sekrete in 

unterschiedlichen Konzentrationen die Biofilmbildung durch S. aureus verhindern und in 

zehnfach höheren Konzentrationen den Zusammenbruch bereits gebildeter Biofilme 

herbeiführen können, aber dass P. aeruginosa zunächst mit verstärkter Biofilmbildung 

reagiert (< 10 h) und diese erst dann zusammenbrechen. Ein Erhitzen der Exkrete/Sekrete 

auf kurzeitig bis zu 100°C hob diesen Effekt für dieses S. aureus-Isolat, jedoch nicht für das 

P. aeruginosa-Isolat auf, so dass van der Plas et al. (2008) zu dem Schluss gelangten, dass 

es sich bei den beteiligten Faktoren um unterschiedliche, hitzestabile bzw. hitzelabile 

Faktoren handeln müsse. Hierbei stellten van der Plas et al. (2008) fest, dass keine 

bakteriziden Effekte oder Effekte, die das „quorum sensing“ beeinflussen, vorliegen. Andere 

Autoren (Bohova et al. 2014) gelangten ebenfalls zu der Überzeugung, dass es sich bei 

den Faktoren, die sich auf die Bildung von Biofilmen von S. aureus auswirken, um hitzelabile 

Faktoren handeln müsse. Sie stellten bei ihren Untersuchungen auch fest, dass die nativen 

Exkrete/Sekrete keinen Einfluss auf die Bildung der Biofilme durch die Gram-negativen 

Enterobacter cloacae und P. mirabilis haben und dass eine auflösende Wirkung auf bereits 

etablierte Biofilme von S. aureus, E. cloacae und P. mirabilis in sehr hohen Konzentrationen 

der Exkrete/Sekrete besteht, die sich durch Erhitzen vollständig aufheben lässt. Im 

Gegensatz hierzu zeigen die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse Effekte auf die 

Biofilmbildung durch Gram-negative und Gram-positive durch erhitzte Madenextrakte. 

In einer vergleichenden Studie von Tote et al. (2009), in der zwölf verschiedene Antibiotika 

in ihrer Wirkung auf Biofilme von S. aureus und P. aeruginosa und die Lebensfähigkeit der 

daraus herausgelösten Bakterien untersucht wurden, stellte sich heraus, dass zwar die 

Anzahl der lebensfähigen Bakterien durch die meisten Antibiotika reduziert wurde, aber die 

Biofilm-Matrix als solche in den meisten Fällen weniger beinflussbar war und daher die 

Bildung dieser Matrix und deren Auflösung wichtige zusätzliche Faktoren in der 

Bekämpfung biofilmbildender Bakterien sind. Diese Hypothese unterstützend wurde ein 

biofilmauflösender Effekt durch die nativen Exkrete/Sekrete und eine erfolgreich 

antibiotikainduzierte Verringerung der aus den Biofilmen herausgelösten, koloniebildenden 

Einheiten von MSSA (ATCC 29213) festgestellt (van der Plas et al. 2010). Harris et al. 

(2013) führen den biofilmabbauenden Effekt auf die Wirkung von Chymotrypsin, das analog 

zu den Exkreten/Sekreten rekombinant gewonnen wurde, auf bakterielle Adhäsine zurück. 

Hierdurch lässt sich die Aufhebung des gegen Biofilme von S. aureus gerichteten Effekts 

durch Erhitzen der Exkrete/Sekrete erklären, was durch van der Plas et al. (2008) ermittelt 

wurde. Für die Biofilme eines klinischen P. aeruginosa-Isolats aus einer infizierten Wunde 

konnte von Jiang et al. (2012) beobachtet werden, dass sich die biofilmabbauenden Effekte 
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durch die Exkrete/Sekrete verstärken lassen, wenn diese von Larven gewonnen werden, 

die sich in Co-Kultur mit dem Isolat befinden. 

Zusammenfassend, auf Grundlage der eigenen Ergebnisse und der Studien anderer 

Autoren, die an unterschiedlichen Bakterien-Isolaten durchgeführt wurden, kann behauptet 

werden, dass es anscheinend auf das spezielle Isolat aber möglicherweise auch auf die 

Methode, der Gewinnung der Exkrete/Sekrete ankommt, ob ein Effekt auf die 

Bildung/Zerstörung von Biofilmen vorliegt. Es konnte darüber hinaus erstmals der Beweis 

erbracht werden, dass ein erhitzter Ganzkörperextrakt aus Larven von L. sericata die 

Bildung von Biofilmen in den meisten Fällen der getesteten Bakterienspezies behindert. 

Zudem konnte herausgestellt werden, dass für die Isolate, für die durch Madenextrakt keine 

verminderte Biofilmbildung beobachtet werden konnte, die Begründung dafür 

möglicherweise in den speziell ausgeprägten Antibiotikaresistenzen zu finden ist. 

 

6.7. Die Bedeutung von Bakterien und Biofilmen für sekundär 
heilende Wunden 

Unabhängig von den nicht nachweisbaren antibakteriellen Effekten des speziellen 

Madenextrakts, verfügen aus Wunden isolierte Bakterien wie S. aureus und P. aeruginosa 

anscheinend über EZM-auflösende Proteinasen (Wysocki et al. 2013). Diese Tatsache und 

die schlechtere Zugänglichkeit der Bakterien für das Immunsystem durch die höhere 

Organisationsstufe in Form von Biofilmen spielt in diesem Zusammenhang möglicherweise 

eine noch nicht ausreichend beachtete Rolle. Die Kenntnis über vorliegende 

Antibiotikaresistenzen gibt zwar Auskunft über die Möglichkeit einer antibiotischen Therapie 

im Falle einer Infektion, aber nicht zwangsläufig über die Virulenz des vorliegenden 

Stammes. Thompson und Brown (2014) zeigten eine Gleichverteilung von 35 

virulenzassoziierten Genen für MRSA und MSSA, mit Ausnahme von sei (staphylococcal 

enterotoxin I). Zudem scheinen (zumindest in vitro) Bakterien-Stämme wie MRSA die 

Vitalität und die Fähigkeit zur Migration von NHDF maßgeblich zu beeinflussen. Kirker et 

al. (2012) beobachteten eine limitierte Migration und das Absterben von NHDF, die in 

Medium kultiviert wurden, das über planktonische oder Biofilm-bildende MRSA konditioniert 

wurde. In einem ähnlichen Ansatz konnten Kirker et al. (2009) für humane Keratinozyten 

unter Einfluss von biofilm- und nicht-biofilm-bildenden S. aureus konditionierten Medien 

eine Reduktion des Wundverschluss im „scratch wound assay“ und eine signifikant erhöhte 

Apoptose-Rate der Keratinozyten unter Einfluss des biofilmkonditionierten Mediums 

zeigen. Die Ergebnisse von Jacobsen et al. (2012) zeigen, dass das „quorum sensing“ von 

P. aeruginosa in der Lage ist, die Migration von Keratinozyten und Fibroblasten in vitro 

signifikant zu reduzieren. Diese Effekte stellten Jacobsen et al. (2012) durch die Kultur 
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dieser Zellen mit konditioniertem Kulturmedium fest, das mit bis zu 20 % mit Kulturmedium 

von P. aeruginosa angereichert war, die entweder in der Lage waren „quorum sensing“ 

Signale zu bilden oder nicht. Negative Effekte auf die Proliferation konnten Jacobsen et al. 

(2012) nur für Keratinozyten feststellen. Durch die Blockierung des „quorum sensing“ von 

P. aeruginosa mittels Inhibitoren, die aus z. B. Pflanzenwurzeln gewonnen werden können 

(Kim et al. 2015), aber auch aus anderen Bakterienspezies gewonnen wurden 

(Chromobacterium violaceum) (O'Loughlin et al. 2013), konnte eine verringerte 

Biofilmbildung und auch eine geringere Virulenz beobachtet werden. Für das 

Wundheilungsgeschehen hätte eine Verringerung der Biofilmbildung demnach mehrfache 

Bedeutung. Die weniger in Biofilmen sondern eher planktonisch organisierten Bakterien 

wären angreifbarer durch Antibiotika und vermutlich auch durch das Immunsystem des 

Patienten. Kahle et al. (2013) konnten feststellen, dass bestimmte Moleküle (N-(3-

oxododecanoyl)-L-Homoserin-Lacton = AHL-12) des „quorum sensing“ von P. aeruginosa 

und anderer Gram-negativer in der Lage sind, polymorphonukleäre Granulozyten (PMN) 

chemotaktisch anzulocken. Zu diesem Ergebnis kamen auch andere Autoren, die das 

„Pseudomonas Quinolone Signal“ (PQS) dafür verantwortlich machen (Hansch et al. 2014).  

Unabhängig von der Wechselwirkung zwischen Wirts-Immunsystem und bakteriellen 

Biofilmen stellten van der Plas et al. (2007) eine Reduktion verschiedener pro-

inflammatorische Antworten durch Neutrophile fest, verursacht durch die nativen 

Exkrete/Sekrete, die sich durch Erhitzen der Exkrete/sekrete vollständig aufheben ließ. 

Durch eine Verringerung der Biofilmbildung und der möglicherweise daraus resultierenden 

verringerten Virulenz bzw. besseren Zugänglichkeit durch das Wirts-Immunsystem lassen 

sich einige der Ergebnisse der verbesserten klinischen Situation der behandelten 

Patientenwunden erklären.  

 

6.8. MMP-Level in Wundexsudaten und Kulturmedien 
Die NHDF-Zellen hatten vermutlich aufgrund der verschiedenen Spender und der sich leicht 

unterscheidenden Passagen, in der sie sich befanden, leicht unterschiedliche 

Teilungsraten. Die Konzentrationen, in denen die verschiedenen MMP 

(Matrixmetalloproteinasen) und TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) im 

Kulturmedium der NHDF ermittelt werden konnten (Abbildung 16), scheinen 

spenderabhängig zu sein. Das Auftreten im Kulturmedium deckt sich aber mit den 

Ergebnissen von Tandara und Mustoe (2011), die das Auftreten aller auch in der 

vorliegenden Arbeit untersuchten MMP und TIMP (außer TIMP-4) in Kulturmedien von 

primären Keratinozyten und Fibroblasten alleine sowie in Co-Kultur untersuchten. Eine 

frühere Arbeit von Vaalamo et al. (1997) belegt das Fehlen von MMP-13 in der in vitro 
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Kultivation von Fibroblasten auf Expressions-Ebene, was in der vorliegenden Arbeit auf 

Proteinebene nachvollzogen werden konnte. 

Die Gewinnung von Wundexsudaten aus chronischen Wunden stellt eine besonders 

schwierige Aufgabe dar. Die unterschiedlichen Formen und Tiefen der Wundareale stellen 

hierbei eine Variable dar. Eine andere Variable ist die Frage, inwiefern durch die 

Probennahme die Wundheilung und das Wohlbefinden des Patienten beeinflusst werden 

und in welchem Verhältnis dies zur Generierung neuen Wissens steht. Eine aktuelle Studie 

von Ramsay et al. (2015) fasst die Vielzahl der unterschiedlichen Methoden zur Gewinnung 

von Wundexsudaten und den dabei verwendeten Parameter zur Methode der primären 

Gewinnung, der Sedimentation bei unterschiedlichen g-Zahlen, Sterilfiltration, Temperatur 

der Lagerung und der Einsatz von Proteinase-Inhibitoren zusammen und kritisiert dabei die 

Verwendung der zahlreichen unterschiedlichen Parameter.  

Es wurde sich in der vorliegenden Arbeit für eine Probennahme in möglichst wöchentlichem 

Abstand entschieden, so dass möglichst umfangreiche Daten auch im zeitlichen Verlauf der 

Behandlung ermittelt werden konnten. In Hinblick auf das Patientenwohl und die 

Bereitschaft zur Teilnahme an weiteren Probennahmen wurden die Zeiträume zur 

Gewinnung der Wundexsudate möglichst kurz gehalten. Die hierzu entwickelte und 

verwendete Methode, bei der von sterilen 100 ml Urinbechern an Markierungen der Boden 

entfernt wurde und so kreisrunde Rahmen zur Umrandung einer definierten Wundfläche 

erzeugt wurden, ist bisher in der Literatur nicht beschrieben (Abschnitt 4.6.1). Die 

Gewinnung der Exsudate erfolgte durch Auftragen definierter Volumina steriler 

Kochsalzlösung und Rückgewinnung dieser innerhalb von nur zwei Minuten, so dass die 

zusätzlich in Anspruch genommene Zeit des Patienten auf ein Minimum reduziert werden 

konnte. Bei einer anderen häufig angewendeten Methode wird der Wundbereich vollständig 

mit abdeckenden Filmverbänden verschlossen und das Wundexsudat z.B. in Zeiträumen 

von 30 Minuten (Fernandez et al. 2008) bis zu 8 Stunden (Lauer et al. 2002) gesammelt, 

was bei wöchentlicher Probennahmen eine zu hohe Belastung bedeutet hätte. Zudem 

konnten hier die so frisch gewonnen Proben unter Kühlung sofort einer Sedimentation 

(500 x g) und anschließender Sterilfiltration und aliquotierter Lagerung bei tiefkalten 

Temperaturen zugeführt werden.  

Es liegen eine Vielzahl synthetischer Substranaloga zur Untersuchung der Aktivität von 

MMP vor, jedoch werden diese meist, zwar in unterschiedlichen Mengen, von mehreren 

MMP umgesetzt, so dass bei komplex zusammengesetzten Wundexsudaten, die putativ 

mehrere unterschiedliche MMP gleichzeitig beinhalten, eine Unterscheidung nicht möglich 

ist. Um einen möglichst umfassenden Überblick über die in den Wundexsudaten 

vorhandenen Level verschiedener MMP und TIMP zu erhalten, wurde ein immunologisches 
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Testverfahren verwendet (Abschnitt 4.8.2), um Aufschluss über bereits ausführlich für das 

Milieu chronischer Wunden beschriebener, aber auch in bisherigen Untersuchungen 

möglicherweise vernachlässigter MMP zu erhalten. Die Analyse der vergleichenden 

Darstellungen der direkt gemessenen MMP- und TIMP-Konzentrationen (Abbildung 17 bis 

Abbildung 26) lieferte teilweise inkonsistente Ergebnisse und eine schlechte 

Vergleichbarkeit mit der Methodik bereits publizierter Studien, weshalb im Folgenden 

hauptsächlich die nicht auf die Gesamtproteinkonzentration bezogenen Daten (Abbildung 

29 bis Abbildung 38; Anhang) diskutiert werden. 

 

6.8.1. MMP-10 
Zu Beginn der Heilversuche mit Madenextrakt wiesen die Exsudate der meisten Wunden 

MMP-10 (syn. Stromelysin-2) Konzentrationen unterhalb von 50 pg/ml auf. Die Wunden, 

die einen nahezu vollständigen Wundverschluss im Behandlungszeitraum aufwiesen 

(Patient 7 und Patient 9), zeigten auch ein uneinheitliches Bild der Konzentrationen von 

MMP-10 in den Exsudaten. In den Exsudaten von Patient 7 konnte MMP-10 in 

Konzentrationen von maximal 10 pg/ml nachgewiesen werden (Tabelle 27; Anhang). Die 

Exsudate von Patient 9 zeigten bereits in den ersten Behandlungswochen einen deutlichen 

Anstieg der MMP-10 Konzentrationen auf bis zu 2.370 pg/ml (unabhängig von der 

Gesamtproteinkonzentration), die erst gegen Ende der Behandlung auf unter 50 pg/ml 

absanken (Tabelle 29; Anhang). Eine ebenfalls deutliche Erhöhung der MMP-10 

Konzentrationen in den ersten Behandlungswochen zeigten die Exsudate von Patient 10 

(maximal 4.890 pg/ml), bei dem sich zwar eine bessere Konditionierung des Wundgrunds 

ergab, jedoch keine Reepithelisierung. Als auffällig erwies sich ein Ansteigen der MMP-10 

Konzentrationen in Exsudaten von Patient 1 in der dritten Behandlungswoche (Tabelle 29; 

Anhang). Jüngste Studien (Rohani et al. 2015) in MMP10 defizienten Knockout-Mäusen 

belegen eine wichtige Beteiligung von MMP-10 bei der über Makrophagen vermittelten 

Gewebe-Neuformierung und Narbenbildung in der primären Wundheilung, was für die 

messbare Erhöhung der MMP-10 Konzentrationen in den Exsudaten sprechen würde. 

Krampert et al. (2004) stellten MMP-10 als wichtigen Faktor bei der Migration von 

Keratinozyten am Wundrand fest, betonen aber, dass die Expression dieser Proteinase 

anscheinend einer ausgeprägten Regulierung bedarf. Hiermit ließe sich erklären, warum im 

größeren Anteil nur geringe bzw. schwankende Konzentrationen auf Proteinebene 

gemessen wurden. 
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6.8.2. MMP-3 
MMP-3 (syn. Stromelysin-1) spielt eine wichtige Rollen in der Wundkontraktion und damit 

bei der Geschwindigkeit der Wundheilung durch Einflussnahme auf die Formation 

organisierter Aktin-Bündel in dermalen Fibroblasten und wird dabei aber auch in der 

proliferierenden Population der Keratinozyten an der Wundfront exprimiert (Bullard et al. 

1999; Martins et al. 2013). Bei der Untersuchung heilender und nicht heilender Ulcera 

besteht anscheinend zwar ein Unterschied in den absoluten proteolytischen Aktivitäten, 

jedoch kein Unterschied im Hinblick auf die MMP-3 Konzentrationen innerhalb Wunden 

dieser beiden Gruppen (Meyer et al. 2008). Es gibt zwar einige Untersuchungen zu MMP-

3 in akuten (Baker und Leaper 2000) und chronischen/diabetischen Wundexsudaten 

(Schmohl et al. 2012), jedoch ist MMP-3 in diesem Zusammenhang in deutlich geringerem 

Umfang gegenüber anderen MMP untersucht. In einem Großteil der Exsudat-Proben 

konnte MMP-3 gar nicht oder in nur sehr geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. 

Bei Patient 3 und Patient 4 fehlte sie während des gesamten Behandlungszeitraums 

nahezu vollständig. Als Einmalbefund konnte sie bei Patient 2 nur vor der Behandlung 

(2.170 pg/ml), bei Patient 8 in Woche zwei der Behandlung (430 pg/ml) in den Exsudaten 

gezeigt werden. Bei Patient 9 lag sie vor der Behandlung in einer Konzentration von 

60 pg/ml und nach einer Woche Behandlung mit 280 pg/ml vor. Bei Patient 1 erfolgte der 

Nachweis hauptsächlich vor der Behandlung (1.140 pg/ml) und in Woche drei (3.770 pg/ml). 

Bei Patient 9 und Patient 1 erfolgten die Nachweise gleichzeitig bei einem Anstieg mit MMP-

10. In höheren (bis zu 10.350 pg/ml) und dynamischen Konzentrationen konnte MMP-3 in 

den Wundexsudaten von Patient 5, Patient 6, Patient 7 und Patient 10 ermittelt werden. 

Interessanterweise zeigten die dynamischen Veränderungen immer in parallelen 

Ausprägungen zu TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4, was für eine enge Regulierung dieser 

Proteinase spricht. Eine Untersuchung von Eguchi et al. (2008) konnte MMP-3 neben der 

Funktion als Peptidase eine bis dahin unbekannte Funktion als transkriptionsähnlicher 

Faktor als Trans-Regulator für CTGF (connective tissue growth factor) im Zellkern 

nachweisen. CTGF besitzt viele wichtige Funktionen für Prozesse wie Migration, Adhäsion, 

Proliferation, Angiogenese, Skelett-Entwicklung und Gewebe- und Wundheilung (Holbourn 

et al. 2008; Jun und Lau 2011). CTGF ist ein Mitglied der Gen-Familie CCN (Connective 

tissue growth factor (CTGF), Cystein-rich protein (Cyr61), and Nephroblastoma 

overexpressed gene (nov)) und ist in Verbindung mit chronischen, kutanen Wunden noch 

relativ unerforscht. Es gibt jedoch den Nachweis dafür, dass CTGF sowohl in akuten als 

auch chronischen Wunden exprimiert wird, jedoch nur in geringerem Maße in den 

chronischen Wunden (Minhas et al. 2011). Hiermit könnten sich die verbesserte 

Konditionierung der Wunden von Patient 5 und Patient 6 und der nahezu vollständige 

Wundverschluss bei Patient 7 erklären lassen. Darüber hinaus eröffnen sich hieraus 
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möglicherweise neue diagnostische Marker und therapeutische Ansätze unter 

Einbeziehung von MMP-3 und CTGF, z. B. in Wundflüssigkeiten. 

 

6.8.3. MMP-13 
MMP-13 (syn. Kollagenase-3) konnte generell in geringen Konzentrationen unterhalb von 

1.000 pg/ml nachgewiesen werden (Tabelle 21 bis Tabelle 30; Anhang). In den Exsudaten 

von Patient 2, Patient 4 und Patient 9 konnte während der gesamten Behandlung kein 

Nachweis erfolgen, unabhängig davon, ob ein/e Reepithelisierung/Wundverschluss vorlag 

(Patient 9) oder nicht (Patient 2 und Patient 4). MMP-13 konnte aber auch in Wunden von 

Patienten nachgewiesen werden, die eine Zunahme an Granulationsgewebe zeigten 

(Patient 1, Patient 5) bzw. bei denen ein Reepithelisierung stattfand. Zusammenfassend 

zeigte sich also ein uneinheitliches Bild, das den Schluss zulässt, dass MMP-13 nicht 

maßgeblich an der Wundheilung beteiligt ist. Diese Annahme lässt sich stützen durch die 

Ergebnisse von Hartenstein et al. (2006), die bei der Untersuchung der Wundheilung bei 

MMP13 defizienten Knockout-Mäusen keine Beeinträchtigung verschiedener Parameter 

der Wundheilung wie Reepithelisierung, inflammatorischer Immunantwort, Bildung von 

Granulationsgewebe, Angiogenese und der Wiederherstellung der Basalmembran 

feststellen konnten. Sie stellten jedoch auch fest, dass bei der Wundheilung in den MMP-

13 defizienten Mäusen eine erhöhte Expression von MMP-8, einer anderen 

kollagenolytischen MMP vorliegt und vermuteten, dass diese die Funktion von MMP-13 

weitestgehend übernehmen könne. Impola et al. (2005) konnten in ihren Untersuchungen 

von chronische Wunden (n = 31) keine Expression von MMP-13 in den Keratinozyten aber 

in 21 von 31 Bindegewebsproben feststellen, was eine weitere Erklärung für die eigenen 

Ergebnisse liefert. Vaalamo et al. (1997) stellten darüber hinaus fest, dass MMP-13 auch 

nicht in akuten Wunden und in der Epidermis chronischer Wunden exprimiert wird, jedoch 

in hohem Maße von tiefer sitzenden Fibroblasten am Wundgrund. Hiermit ließen sich die 

hohen und die höchsten gemessenen Konzentrationen (1.450 pg/ml) in Exsudaten aus den 

relativ tiefen Wunden von Patient 6 erklären (Fototafel 12; Abschnitt 5.8.6). 

 

6.8.4. MMP-8 
MMP-8 (syn. Kollagenase-2) wurde in Exsudaten aller Patienten nachgewiesen, und zwar 

in allen Proben bis auf eine (Patient 6 Woche vier). MMP-8 wird hauptsächlich von 

neutrophilen Granulozyten sekretiert und spielt eine wichtige Rolle in der kutanen 

Wundheilung (Gutierrez-Fernandez et al. 2007; Hartenstein et al. 2006; Martins et al. 2013). 

In MMP8 defizienten Knockout-Mäusen kommt es im Zusammenhang mit der Wundheilung, 
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vermutlich über eine Veränderung des TGF-  Signalwegs, zu einer verzögerten Infiltration 

neutrophiler Granulozyten in den Wundbereichen und damit zu einer verlängerten 

Inflammations-Phase (Gutierrez-Fernandez et al. 2007). Tester et al. (2007) belegen in vivo 

die Notwendigkeit von MMP-8 für die Infiltration neutrophiler Granulozyten in einen mit 

Lipopolysacchariden (LPS) Gram-negativer angeimpften Bereich. Die Patientenwunden, 

die eine Reepithelisierung aufwiesen (Patient 7 und Patient 9), zeigten im Verlauf der 

Behandlung substanziell unterschiedlichen Gesamtlevel von MMP-8. Bei Patient 7 lagen 

die Konzentrationen bei bis zu 51.690 pg/ml (Tabelle 27), bei Patient 9 nur bei bis 

4.690 pg/ml. Ein Zusammenhang im Verlauf des Nachweises von MMP-8 während der 

Behandlung der beiden Patienten konnte dabei nicht nachvollzogen werden. Die Wunden 

der beiden Patienten zeigten zwar beide eine Besiedlung mit dem Gram-positiven 

Bakterium S. aureus, es kann aber kein Zusammenhang mit der Intensität der bakteriellen 

Besiedlung (Tabelle 8 und Tabelle 10) und dem Nachweis von MMP-8 gezogen werden, so 

dass angenommen werden kann, dass die Level im Verlauf einer sekundären Wundheilung 

natürlichen Schwankungen unterliegen. Bei den Exsudaten von Patient 1 und Patient 8 

zeigen sich Parallelen zwischen der Abnahme der Intensität der bakteriellen Besiedlung 

(hauptsächlich Gram-negative; Tabelle 3 und Tabelle 10) und einer Erhöhung der MMP-8 

Konzentrationen in den Wundexsudaten, so dass sich dies in Übereinstimmung mit Tester 

et al. (2007) mit einer erhöhten Infiltration neutrophiler Granulozyten erklären lässt. 

Die auffällige Grünfärbung der Wunden von Patient 2, Patient 3 und Patient 5 und der 

Nachweis der Besiedlung durch P. aeruginosa (Tabelle 4,Tabelle 5 und Tabelle 6) liefern 

den Nachweis über das Vorhandensein des Virulenzfaktors Pyocyanin. Durch die 

Produktion von Pyocyanin ist P. aeruginosa in der Lage, der angeborenen Immunabwehr 

durch Granulozyten durch Auslösung der Apoptose dieser zu entgehen (Allen et al. 2005). 

Hierbei wird der durch Pyocyanin eingeleitete Zelltod durch die Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies und die saure Sphingomyelinase in den Mitochondrien eingeleitet 

(Manago et al. 2015). Hiermit lassen sich die geringen Level von MMP-8 (ca. 4.000 

pg/ml, ungewichtet) in den Exsudaten von Patient 2 bei durchgängiger Besiedlung und 

Grünfärbung der Wunde erklären. Patient 3 zeigte hierbei variable Level an MMP-3, was 

für eine mögliche Veränderung im Infiltrations-Verhalten durch neutrophile Granulozyten 

sprechen könnte, was mit einer Zunahme von Granulationsgewebe in der nur zweiwöchigen 

Behandlung (Abbruch wegen schlechter „compliance“) korrespondieren kann. Ebenso 

lassen sich hiermit die variablen MMP-8 in den Wundexsudaten von Patient 5 erklären, 

dessen sehr großflächige Wunde auch, vor allem im Bereich des Wundrands, gut auf die 

Behandlung mit Madenextrakt ansprach. 
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Hieraus leitet sich möglichweise eine Erklärung für die beobachteten positiven Effekte ab. 

Die Änderungen in den MMP-8 Konzentrationen in den Exsudaten könnten einen Hinweis 

auf eine erneute/erhöhte Einwanderung neutrophiler Granulozyten sprechen und damit den 

Wechsel aus der Inflammations- in die Granulations-Phase anzeigen. Aufgrund der 

verschiedenen Methoden zur Gewinnung der Exsudate in den verschiedenen Studien 

kommen die unterschiedlichen Autoren zu unterschiedlichen Werten für die absoluten 

Konzentrationen, die für MMP-8 ermittelte wurden, so dass eine Beurteilung „hoher“ bzw. 

„niedriger“ Werte nur durch den direkten Vergleich mit nicht chronischen Wunden oder mit 

einer identischen Methode gewonnen Exsudate eine Aussagekraft besitzen. 

 

6.8.5. MMP-1 
Bei den Untersuchungen von MMP-1 (syn. Kollagenase-1) und MMP-8 in Exsudaten von 

heilenden und nicht heilenden Ulcera in einer Studie von Amato et al. (2013) konnte 

beobachtet werden, dass MMP-8 in einem deutlich größeren Verhältnis zu MMP-1 (mehr 

als das Zehnfache) in nicht heilenden Ulcera und in einem weniger stark ausgeprägten 

überschüssigen Verhältnis (etwa fünffach) in heilenden Ulcera auftritt, während sowohl 

MMP-1 als auch MMP-8 in nicht heilenden Ulcera überexprimiert zu sein scheinen. Dieses 

Verhältnis der gegenüber MMP-1 vermehrt auffindbaren Konzentrationen von MMP-8 

konnte in den meisten Wundexsudaten nicht nachvollzogen werden, sondern spiegelte sich 

als eher gegenteilig wider. Lediglich die Exsudate von Patient 3 und Patient 8 zeigten einen 

mehr als zehnfachen Überschuss von MMP-8 über MMP-1 bei allen Probennahmen 

(Patient 3) oder zu einigen Zeitpunkten der Behandlung (Patient 8) (Tabelle 23 und Tabelle 

28; beide im Anhang). Im Gegensatz zur Studie von Amato et al. (2013) konnten Nwomeh 

et al. (1998) bei der Untersuchung standardisierter akuter Wunden bei freiwilligen Patienten 

einen 100- bis 200-fachen Überschuss an MMP-8 gegenüber MMP-1 zeigen. Bei den 

beiden Patientenwunden, die eine Reepithelisierung zeigten, wechselten sich diese 

Überschüsse zwischen MMP-1 und MMP-8 ab und zeigten als Gemeinsamkeit mehr als 

das Zehnfache an MMP-8 bei Patient 7 bzw. das Fehlen von MMP-1 in Exsudaten von 

Patient 9 (Tabelle 27 und Tabelle 29; beide im Anhang). Interessanterweise wurde MMP-1 

aus den Exsudaten der Wunden von Patient 9, dessen Wunde eine nahezu vollständige 

Reepithelisierung im Behandlungszeitraum zeigte, in den höchsten Konzentrationen vor 

Behandlungsbeginn ermittelt. Hierbei konnten über den ganzen Behandlungszeitraum 

sinkende Konzentrationen gemessen werden (Tabelle 29; Anhang), mit einem kurzen 

erneuten Anstieg der Konzentration in Woche sechs. MMP-1 begünstigt unter anderem die 

Migration von Keratinozyten auf fibrillärem Kollagen und wird unter anderem auch von 

Keratinozyten an der Migrationsfront gebildet (Pilcher et al. 1997; Saarialho-Kere et al. 
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1993), was eine Verringerung des Nachweis von MMP-1 bei Verkleinerung des Wundareals 

erklärt. In der ebenfalls nahezu vollständig verschlossenen Wunde von Patient 7 zeigten 

sich vor Beginn der Behandlung Konzentrationen an MMP-1 von bis zu 453.740 pg/ml 

(unabhängig von der Gesamtproteinkonzentration), was in etwa der zwanzigfachen Menge 

der ermittelten Konzentration in Proben von Patient 9 entspricht. Für die Proben zeigten 

sich zwar tendenziell sinkende Konzentrationen an MMP-1 bis zu einem drastisch 

verringerten Wert von 10.970 pg/ml in Woche drei der Behandlung, aber auch ein erneuter 

Anstieg der Konzentrationen auf bis zu 327.580 pg/ml, was sich mit den in vitro 

Untersuchungen von Reed et al. (2001) erklären lässt, die eine erhöhte Neigung zur MMP-

1 und TIMP-1 Produktion unabhängig von ihrem Migrationsverhalten für Fibroblasten 

einiger älterer Patienten zeigen konnte, wofür auch die hohen TIMP-1 Konzentrationen 

sprechen, die bei Patient 7 mit 55.280 pg/ml (unabhängig von der 

Gesamtproteinkonzentration) auf dem höchsten Wert aller behandelten Patienten lag. Die 

veränderlichen MMP-1 Konzentrationen in den Exsudaten von Patient 1, Patient 5, Patient 

6 und Patient 10 sprechen aber möglicherweise für eine veränderte Expression von MMP-

1 von Fibroblasten am Wundgrund und könnte auf einen möglichen Wechsel in eine akute 

Phase der Wundheilung hindeuten. In diesem Zusammenhang haben Nwomeh et al. (1998) 

dynamische Veränderungen bei akuten Wunden beschrieben. 

 

6.8.6. MMP-9 
Es gibt Hinweise darauf, dass ein direkter Zusammenhang zwischen dem Grad der 

Besiedlung einer Wunde (kolonieformende Einheiten) und der Heilungs-Wahrscheinlichkeit 

besteht (Xu et al. 2007). Liu et al. (2009) vermuten, dass sogar ein direkter Zusammenhang 

zwischen Bakterienanzahl, der Erhöhung der MMP-9 (syn. Gelatinase B)-Konzentrationen 

und einer schlechten Prognose für die Wundheilung besteht. In MMP9 defizienten 

Knockout-Mäusen konnte ihr dabei eine wichtige Rolle in der frühen Immunabwehr gegen 

Streptococcus pneumoniae-Infektionen zugeordnet werden (Hong et al. 2011). Zudem 

scheint MMP-9 den Wundverschluss durch Kontrolle der Zellteilung durch Einflussnahme 

auf den Signalgeber SMAD2 (Mothers against decapentaplegic homolog 2) zu behindern 

und eine verlängerte Inflammation zu begünstigen (Mohan et al. 2002). 

Moor et al. (2009) zeigen siebenfach mal mehr MMP-9 im Wundexsudat als in 

Wundbiopsien, und Wysocki et al. (1993) stellten fünf bis zehnfach höhere MMP-9 Level in 

Wundexsudaten aus chronischen im Vergleich zu Wundexsudaten aus akuten Wunden fest 

und leiten aus der dem vermehrten Auftreten der aktivierten Form ab, dass es zu einer 

Ansammlung dieser komme und damit die Wundheilung verhindert werde. Diese Annahme 

konnte von Rayment et al. (2008) belegt und ein direkter Zusammenhang zwischen einer 
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positiven Wundheilungs-Prognose und weniger stark ausgeprägten MMP-9 Level 

festgestellt werden.  

Die Exsudate von vier Patienten zeigten zu Beginn der Behandlung MMP-9 

Konzentrationen bei oder über 100.000 pg/ml (unabhängig von der Gesamt-

Proteinkonzentration). Den höchsten Wert zeigte hierbei Patient 1 mit 275.010 pg/ml. Bei 

vier Patienten lagen die Konzentrationen zwischen ca. 20.000 pg/ml bis 30.000 pg/ml und 

bei zwei Patienten bei etwas oberhalb von 80.000 pg/ml. In den Exsudaten von drei der 

zehn behandelten Patientenwunden konnten im Verlauf der Behandlung mit Madenextrakt 

deutlich sinkende Konzentrationen der MMP-9 gemessen werden. Hierbei korrelierten die 

sinkenden MMP-Level mit einer verbesserten Konditionierung des Wundgrunds (Patient 1 

und Patient 10) oder sogar einer Reepithelisierung/Wundverschluss (Patient 9). Die MMP-

9 Konzentrationen in Exsudaten von Patient 2 zeigten sich als im Verlauf der Behandlung 

und sich etwas verschlechternder Wundsituation als leicht steigend. Diese Ergebnisse 

lassen sich gut mit den Vermutungen von Rayment et al. (2008) der direkten Korrelation 

zwischen verbesserter Wundheilung und sinkender MMP-9 Konzentrationen vereinen. Bei 

vier Patienten blieben die MMP-9 Konzentrationen während der Behandlung auf etwa 

denselben Leveln von etwa 100.000 pg/ml (Patient 5, Patient 6 und Patient 7) und bei dem 

nur zwei Wochen behandelten Patienten 4 bei etwa 22.000 pg/ml. Die Wunden der 

Patienten 5 und 6 zeigten hierbei eine Verbesserung der Wundheilung (Fototafel 9, 

Fototafel 10, Fototafel 11 und Fototafel 12) und die Wunden von Patient 7 zeigte sich als 

nahezu vollständig verschlossen (Fototafel 13). Die MMP-9 Konzentration im Exsudat von 

Patient 9 zeigte sich erst bei der letzten Probenahme und fast vollständigem Verschluss 

der Wunde reduziert (19.700 pg/ml), so dass hier keine Übereinstimmung mit der 

Vermutung von Rayment et al. (2008) festgestellt werden kann. Beim Vergleich der 

bakteriellen Besiedlung der Wunden mit den MMP-9 Konzentrationen lässt sich auch kein 

direkter Zusammenhang feststellen. Auch bei vollständigem Fehlen des Nachweis von 

Bakterien (Patient 7 in Behandlungswoche 2; Tabelle 8) konnte MMP-9 in unveränderter 

Konzentration nachgewiesen werden. Bei der von der Proteinkonzentration unabhängigen 

Darstellung der Daten würden sich zwar dynamische Veränderungen der MMP-9 

Konzentration zeigen, jedoch lassen sich die Daten nicht, wie von Xu et al. (2007) und Liu 

et al. (2009) bei der Untersuchung von diabetischen Wunde festgestellt, in einen 

schlüssigen Zusammenhang bringen. Dass ein solcher Zusammenhang bestehen könnte, 

soll nicht ausgeschlossen werden, jedoch stellt sich dieser in dem komplizierten Milieu 

chronischer Wunden möglicherweise als wesentlich komplexer dar. Einen Hinweis auf 

weiterführende Eigenschaften geben Gutierrez-Fernandez et al. (2007), die feststellten, 

dass MMP-9 und MMP-8 in vivo einen Komplex mit einem apparenten Molekulargewicht 

von etwa 150 kDa bilden. Die Funktion so geformter Komplexe ist jedoch unklar. Der 
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Nachweis über die Bildung dieser Komplexe konnte in der vorliegenden Arbeit nicht 

erbracht werden, jedoch fanden sich stets parallel ansteigende und sinkende 

Konzentrationen von MMP-8 und -9 in den Exsudaten der Patienten 2, 3, 4, 9 und 10 und 

das unabhängig von der Gesamt-Proteinkonzentration (Tabelle 22, Tabelle 23, Tabelle 24, 

Tabelle 29 und Tabelle 30; Anhang). In Studien anderer Autoren (Muller et al. 2008) 

konnten ebenfalls Gemeinsamkeiten bei der Ermittlung von MMP-8 und -9 Konzentrationen 

beobachtet werden. Das Fehlen des parallelen Verlaufs von MMP-9 zu MMP-8 spricht 

möglicherweise für eine zusätzliche Sekretion von MMP-9 durch im Wundrand lokalisierte 

Keratinozyten. In diesem Zusammenhang zeigten Mirastschijski et al. (2002), dass nicht 

unbedingt die exzessive Gelatinase-Aktivität von MMP-9 (und auch MMP-2) für die 

Persistenz der Wunden verantwortlich zu machen ist, sondern die räumliche Verteilung 

dieser. So ist bei Wund-Biopsien festgestellt worden, dass MMP-9 bei nicht heilenden 

Wunden gehäuft am Wundgrund, assoziiert mit neutrophilen Granulozyten und 

Makrophagen, aber nicht, wie im Gegensatz zu akut heilenden Wunden, am Wundrand 

auftritt (Mirastschijski et al. 2002). Neutrophile Granulozyten sekretieren MMP-9, benötigen 

sie aber nicht zur Infiltration des Wundbereichs (Felkel et al. 2001), sondern es wird 

hierdurch die Angiogenese entweder durch Aktivierung von z.B. TNF-  (tumor necrosis 

factor- ) und VEGF (vascular endothelial growth factor) oder durch proteolytische 

Erzeugung antiangiogenetischer Peptide aus anderen Proteinen, wie z. B. Endostatin aus 

Kollagen Typ XVIII, reguliert (Heljasvaara et al. 2005; Kato et al. 2001; Martins et al. 2013). 

Grundsätzlich sind auch Wechselwirkungen bakterieller Proteinasen mit verschiedenen 

MMP bekannt. Die Elastase von P. aeruginosa besitzt die Fähigkeit, Kollagen Typ I 

abzubauen und die MMP-1, -2, -3, und -9 in die aktive Form zu überführen und damit den 

Abbau von Kollagen zu verstärken (Nagano et al. 2001). Zu einem ähnlichen Schluss 

kamen auch Hao et al. (1999). Zusätzlich ist bekannt, dass die Bindung von Plasminogen 

an die Bindung von Rezeptoren auf der Bakterienmembran einiger Spezies erfolgt, unter 

anderem bei S. aureus (Kuusela und Saksela 1990) und Streptokkokken der Gruppen A, 

B, C und G (Kuusela et al. 1992; Leigh und Lincoln 1997) und diese dadurch in der Lage 

sind, die MMP-1 abhängige Degradation der EZM zu aktivieren.  

 

6.8.7. MMP-2 
Aus Untersuchungen von Frossing et al. (2010) in MMP2 defizienten Knockout-Mäusen 

geht hervor, dass MMP-2 keinen direkten und tragenden Einfluss auf die Heilung akuter 

Wunden zu haben scheint. Bei der Untersuchung der Wundexsudate der mit Madenextrakt 

behandelten Patienten zeigte sich MMP-2 in den Wundexsudaten der Patienten 2, 4, 9 als 

abwesend und in den Exsudaten von Patient 10 mit ca. 60 pg/ml als fast vollständig 
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abwesend und trat somit in Wunden, die Reepithelisierung zeigten (Patient 7), und in 

Wunden, die keinen Wundverschluss zeigten, auf. Dies lässt sich mit den Ergebnissen von 

Frossing et al. (2010) in Übereinstimmung bringen. Für Patient 7, bei dem eine 

Reepithelisierung beobachtet werden konnte, wurden ausgehend von 1.860 pg/ml im 

Verlauf der Behandlung sinkende Konzentrationen gemessen, ebenso wie bei Patient 5, 

der eine zunehmende Reepithelisierung vom Wundrand ausgehend zeigte (1.140 pg/ml zu 

Beginn der Behandlung). In den Exsudaten von Patient 3 zeigten sich dagegen ansteigende 

Konzentrationen an MMP-2 auf bis zu 1.130 pg/ml. Für Patient 8 konnten nach zwei 

Wochen der Behandlung ein Anstieg der MMP-2 Konzentrationen auf bis 2.540 pg/ml und 

wie bei Patient 1 und Patient 6 im Anschluss daran dynamische Veränderungen der MMP-

2 Konzentrationen ermittelt werden. Unter physiologischen Bedingungen kommt MMP-2 

eine Funktion in der Erhöhung der Migration in der Gewebe-Remodellierung zu (Giannelli 

et al. 1997), was die vorliegenden, uneinheitlichen Beobachtungen möglicherweise erklären 

könnte. MMP-2 ist nicht in Zellen der neuen Epithelfront akuter und chronischer Wunden 

lokalisiert, sondern findet sich vielmehr bei Fibroblasten und darunterliegenden 

Endothelzellen, während eine vermehrte Expression und Aktivierung in akuten Wunden 

vorzuliegen scheint (Mirastschijski et al. 2002). Wall et al. (2003) gelang der Nachweis einer 

unter anderem erhöhten MMP-2 Produktion durch Fibroblasten, die durch Biopsien aus 

Ulcera im Rahmen des diabetischen Fuß-Syndroms vorlagen und im Vergleich zu nicht 

diabetischen Ulcera gewonnen wurden. Im Zusammenhang mit den bekannten 

diabetischen Grunderkrankungen von Patient 2 und Patient 7 ist durch die Ergebnisse von 

Wall et al. (2003) das Auftreten von MMP-2 in den Wundexsudaten möglicherweise zu 

erklären. Nicht auszuschließen ist hierbei auch, dass undiagnostizierte 

Diabeteserkrankungen bei anderen Patienten vorlagen. Eine Eignung von MMP-2 als 

diagnostischer oder prognostischer Marker für die Wundheilung alleine scheint sich auf 

Grundlage der eigenen Ergebnisse und der Ergebnisse von Frossing et al. (2010) nicht 

anzubieten. 

 

6.8.8. TIMP-1, -2 und -4 
Die Untersuchung der MMP Inhibitoren TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-4 in den Wundexsudaten 

der behandelten Patienten zeigte bei vier Patienten (Patient 1, 5, 7 und 10) ein konsistentes 

Muster in generell sinkenden Konzentrationen aller drei Inhibitoren im Behandlungsverlauf. 

Bei zwei Patienten (Patient 8 und Patient 10) konnte ein Anstieg der Konzentrationen aller 

drei Inhibitoren in den ersten beiden Behandlungswochen beobachtet werden, bevor auch 

hier ein Absinken der Konzentrationen in den Exsudaten beobachtet wurde. Bei zwei 

weiteren Patienten (Patient 2 und Patient 6) zeigten sich dynamisch veränderliche 
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Konzentrationen dieser Inhibitoren. Fibroblasten aus den Wundbetten chronischer Wunden 

zeigen im Vergleich zu wundfernen Fibroblasten derselben Spender eine verringerte MMP-

1 und MMP-2 Aktivität, die durch eine verstärkte Produktion der Inhibitoren TIMP-1 und 

TIMP-2 in diesen Zellen zu erklären ist und damit vermutlich zu einer fehlerhaften 

Reorganisation der EZM führt (Cook et al. 2000). Der Nachweis der sinkenden TIMP-1 und 

TIMP-2 Konzentrationen in den Wundexsudaten im Zusammenhang mit einer verbesserten 

Granulation bzw. Konditionierung des Wundgrunds steht daher vermutlich in direktem 

Zusammenhang mit einer verbesserten Reorganisation der EZM. TIMP-1 lag in den 

untersuchten Exsudaten in etwa zwei- bis zwanzigfach höheren Konzentrationen als TIMP-

2 vor. TIMP-4 konnte teilweise in bis zu 200-fach niedrigeren Konzentrationen als TIMP-1 

beobachtet werden, trat in äußerst geringen Konzentrationen auf oder fehlte in den 

Exsudaten völlig. Auf Grundlage der eigenen Ergebnisse und aufgrund des Mangels an 

Berichten über TIMP-4 im Zusammenhang mit der akuten kutanen Wundheilung (Martins 

et al. 2013; Vaalamo et al. 1999) im allgemeinen und der Analyse von Wundexsudaten im 

speziellen ist anzunehmen, dass TIMP-4 hierbei vermutlich eine untergeordnete Rolle 

zukommt.  

Es konnte eine Vielzahl von Zusammenhängen zwischen dynamischen Veränderungen 

bzw. einem Absinken der TIMP-Konzentrationen und denen der verschiedenen MMP 

beobachtet werden. Hier zeigten vor allem die Kollagenase MMP-1 und die Stromelysine 

MMP-3 und -10 bei den meisten Patienten einen deutlichen Zusammenhang mit der 

Änderung der TIMP-Konzentrationen. Weniger deutlich zeigte sich dieser Zusammenhang 

in Verbindung mit MMP-13, die teilweise vollständig fehlte oder in nur sehr geringen 

Konzentrationen vorlag. Als Ausnahme zeigte sich ein Zusammenhang in parallel 

sinkenden MMP-9 und TIMP-Konzentrationen (Patient 1) im Behandlungsverlauf. Die 

MMP-9 Konzentration lag vor Beginn auf dem höchsten gemessenen Wert (275.010 pg/ml) 

und sank dann auf Werte unterhalb von etwa 90.000 pg/ml ab. Diese Zusammenhänge 

erklären sich dadurch, dass zwar alle vier Mitglieder der TIMP-Familie in der Lage sind, alle 

MMP zu inhibieren (Brew et al. 2000), jedoch Unterschiede in der Bindungsaffinität 

bestehen. TIMP-1 und -2 besitzen beispielweise eine zehnmal höhere Bindungsaffinität zu 

MMP-3 als zu MMP-10 (Batra et al. 2012).  

Li et al. (2013) konnten bei ihren Untersuchungen von Exsudaten, die aus Wunden des 

diabetischen Fußsyndroms gewonnen wurden, nach vier Wochen relativ konstante TIMP-

1 und TIMP-2 Konzentrationen bei deutlich reduzierten MMP-9 Konzentrationen bei 

Patienten feststellen, die eine gute Heilungstendenz zeigten, jedoch weniger stark sinkende 

MMP-9 Konzentrationen und stark ansteigende TIMP-1 Konzentrationen feststellen. 

Hieraus kalkulierten Li et al. (2013) einen Faktor der prognostische Aussagekraft über das 
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Heilungsverhalten der Wunden besitzt. Einen ähnlichen Faktor kalkulierten Muller et al. 

(2008) bei demselben Wundtypus und stellten hierbei auch Parallelen zwischen sinkenden 

MMP-1 und TIMP-1 Konzentrationen bei besserer Heilungstendenz der Wunde fest. Eine 

Anwendung dieser Faktoren auf die vorliegenden Ergebnisse lässt sich nicht plausibel 

durchführen, was vermutlich mit der speziellen Ätiologie der von Muller et al. (2008) und Li 

et al. (2013) untersuchten Wunden im Rahmen des diabetischen Fußsyndroms begründet 

ist. Bei der Kultur von Fibroblasten zeigt sich zudem eine Erhöhung der TIMP-2 Expression 

in hohen Passagen, während beispielsweise die MMP-2 Expression nahezu gleich bleibt 

(Zeng und Millis 1994). In vitro gealterte Fibroblasten zeigen zudem eine erhöhte 

Produktion des Plasminogen-Aktivators, womit zudem eine altersabhängige Störung der 

Instandhaltung der EZM erklärt ist (West et al. 1996) und auch eine Verstärkung der 

bakteriell induzierten Aktivierung der MMP-1 abhängigen Degradation der EZM. 

Die vorliegenden Ergebnisse deuten unter Berücksichtigung von TIMP-1, TIMP-2 und 

TIMP-4 eher darauf hin, dass nicht unbedingt die MMP-Level als solche und auch nicht 

deren Verhältnisse als solche untereinander sondern vielmehr sinkende Konzentrationen 

der verschiedenen TIMP im Behandlungsverlauf einen prognostischen Charakter besitzen. 

 

6.1. Klinischer Verlauf der behandelten Patientenwunden 
Die Ulcera von Patient 1 zeigten ein gutes Ansprechen auf den Heilversuch mit 

Madenextrakt, so dass die Wundbereiche zwar keine Reepithelisierung zeigten, aber eine 

massive Zunahme an Granulationsgewebe und eine deutlich sichtbare Klärung des 

Wundbelags (Fototafel 4), bei dem die Wunden mit Spalthauttransplantaten erfolgreich 

verschlossen werden konnten. Die Patientin litt unter einer der Autoimmunerkrankung 

Polyarteriitis nodosa, von der bekannt ist, dass die kutanen Ulcera flächenmäßig große 

Ausmaße annehmen können und auch der erfolgreiche Einsatz von lebenden Maden 

nachgewiesen ist (Rozin et al. 2011). Hierbei handelt es sich um ein atypisches Ulcus, der 

Dermatologen vor eine spezielle Herausforderung stellt (Hoffman 2013) und für den sich 

keine Hinweise auf eine bisherige Untersuchung der MMP in den Wundexsudaten finden 

lassen.  

Patient 2 zeigte bereits vor Beginn der Behandlung mit Madenextrakt eine fortschreitende 

Vergrößerung der Wundfläche und eine Besiedlung mit P. aeruginosa mit einem auffälligen 

Resistenzprofil, die sich im Verlauf der Behandlung zu einer Infektion entwickelte, was 

vermutlich gleichzeitig eine Erklärung für die Verschlechterung des Wundstatus liefert. In 

diesem Zusammenhang spielt der Virulenzfaktor Pyocyanin des P. aeruginosa-Isolats, der 

die Apoptose neutrophiler Granulozyten auslösen kann und damit dem angeborenen 
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Immunsystem entgehen kann, vermutlich eine entscheiden Rolle (Allen et al. 2005; Manago 

et al. 2015). Die Untersuchung der Wundexsudate zeigte im Vergleich zu anderen Patienten 

deutlich geringere MMP-8 und MMP-9 Konzentrationen, was auf eine mangelnde Infiltration 

durch neutrophile Granulozyten schließen lässt und diese Vermutung untermauert. Der 

vorliegende Bluthochdruck und die chronische Urtikaria, die mit einer Veränderung der 

Immunantwort durch verschiedene Zellen des Immunsystems einhergeht (Kay et al. 2014; 

Toubi et al. 2000), waren vermutlich die Ursache der Ulcera. Hierbei handelt es sich der 

Kenntnis nach um die erste Beschreibung von MMP und TIMP-Konzentrationen aus 

Exsudaten einer kutanen Läsion, die mit einer chronischen Urtikaria assoziiert werden 

kann. Untersuchung der freien MMP-9 und TIMP-1 Konzentrationen im Plasma lassen 

darauf schließen, dass eine Erhöhung dieser Konzentrationen mit der Ernsthaftigkeit der 

Krankheit einhergeht (Kessel et al. 2005; Tedeschi et al. 2010), während andere Autoren 

eine Eignung von MMP-9 als diagnostischen Marker ausschließen (Altrichter et al. 2009). 

Der dritte Patient, bei dem ein Therapieversuch mit Madenextrakt unternommen wurde, 

zeigte eine Vielzahl von Grunderkrankungen und zudem auch Schmerzmittel-

Unverträglichkeiten aufgrund derer und bereits vor Behandlungsbeginn bestehender 

starker Schmerzen im Bereich des Ulcus und während der Verbandswechsel der 

Therapieversuch aufgrund mangelnder „compliance“ abgebrochen werden musste. 

Dennoch ließ sich in dem kurzen Behandlungszeitraum ein Abflachen des Wundgrunds und 

darunterliegendes Granulationsgewebe erkennen. Es zeigte sich parallel dazu bereits vor 

Behandlungsbeginn eine Kolonisation des Ulcus mit einem P. aeruginosa-Isolat, das über 

umfassende Antibiotikaresistenzen verfügte und zudem auch zur Bildung von Pyocyanin in 

der Lage war. Die ermittelten MMP-8 und MMP-9 Konzentrationen lassen jedoch auf eine 

wundgerechte Infiltration durch neutrophile Granulozyten schließen (Felkel et al. 2001; 

Tester et al. 2007), so dass die Bildung von Granulationsgewebe nicht beeinflusst war. 

Der Therapieversuch des vierten Patienten wurde aufgrund schlechten Ansprechens auf 

den Madenextrakt, das vermutlich mit den multiplen Typ IV Sensibilisierungen im 

Zusammenhang gebracht werden kann, abgebrochen. In der Behandlung von Ulcera 

crurum sind eine ganze Reihe von, wenn auch teilweise vereinzelt auftretenden, 

Sensibilisierungen gegen verschiedene Materialien in der Wundbehandlung bekannt. 

Hierzu gehören Hydrogele (Carvalho et al. 2011), antibiotikahaltige Salben (Moreno 

Escobosa et al. 2009), Antiseptika (Calow et al. 2009), Hydrokolloidverbände (Koo et al. 

2008) und iodhaltige Salben (Oiso et al. 2006), um nur einige Beispiele zu nennen. Generell 

entwickeln etwa 63 bis 80 % der Ulcus-Patienten eine einfache Sensibilisierung und etwa 

51 bis 57 % im Verlaufe der teilweise mehrjährigen Behandlung multiple Sensibilisierungen 

(Carlsen et al. 2008; Machet et al. 2004; Saap et al. 2004; Tavadia et al. 2003; Zmudzinska 
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et al. 2006). In Hinblick auf das Patientenwohl erschien eine weitere Behandlung mit 

Madenextrakt nicht angemessen. 

Das Ulcus von Patient fünf, für dessen Entstehen mehrere relevante Ursachen in einer 

pAVK, Bluthochdruck und das postthrombotische Syndrom zugrunde liegen, zeigte ein 

definitives Ansprechen auf den Therapieversuch mit Madenextrakt. In der Beobachtung der 

bakteriellen Besiedlung konnte das initial vorhandene pyocyaninbildende P. aeruginosa-

Isolat gleichzeitig mit Verschwinden der Grünfärbung nicht mehr bei der Abstrichnahme 

nachgewiesen werden. Die Begründung hierbei liegt höchst wahrscheinlich im Einfluss des 

Madenextrakts auf die bakteriellen Biofilme. Mit vom Wundrand her zunehmender Bildung 

von Gewebsinseln zeigte sich auch eine Veränderung der Fibrinbeläge. Neben den 

putativen Ursachen für das Ulcus fällt noch die vorliegende Polycythaemia vera ins 

Gewicht. Für diese und andere myeloproliferative Erkrankungen zeigen jüngste Studien 

(Maral et al. 2015) Übereinstimmungen in einem Polymorphismus (Gln279Arg) für das für 

MMP-9 codierende Gen und bei über 95 % der Erkrankten eine Mutation im JAK2 (Janus 

Kinase 2), durch die eine unregulierte Kinase-Aktivität ausgelöst wird und die 

thromboembolische Komplikationen zur Folge hat (Nangalia et al. 2013). Mögliche 

Schlussfolgerungen aus dem Vorliegen dieses Polymorphismus, des für MMP-9 

codierenden Gens, wären auf Grundlage dessen, dass relativ konstante Konzentrationen 

dieser MMP in den Exsudaten ermittelt werden konnten, dass diese Mutation für die 

Wundheilung nur untergeordnete Bedeutung besitzt oder aber, dass MMP-9 

möglicherweise eine untergeordnete Bedeutung (zumindest als Marker) für die 

Wundheilung besitzt. Das Vorliegen des Polymorphismus kann jedoch auch nicht 

vollständig ausgeschlossen werden. 

Bei den Patienten 6, 8 und 10 zeigte der Therapieversuch mit Madenextrakt vor allem eine 

Verbesserung in der Konditionierung des Wundgrunds, was durch die Reduktion der 

Fibrinbeläge und der Bildung von Granulationsgewebe und einer Säuberung der 

wundumgebenen Bereiche gekennzeichnet war. Alle drei Patienten zeigten innerhalb des 

Behandlungszeitraums eine veränderliche Bakterien-Flora, bei der häufig der Nachweis der 

initial besiedelnden Bakterienspezies schon nach zwei Wochen nicht mehr erfolgen konnte, 

so dass die Begründung in der verbesserten Wundsituation in der nachweislichen Wirkung 

auf die bakteriellen Biofilme zu finden ist. 

Die Ulcera von Patient 7 und 9 zeigten während der bis zu achtwöchigen Behandlung einen 

nahezu vollständigen Verschluss. Die Ulcera beider Patienten zeigten dabei eine intensive 

Kolonisation durch S. aureus, die sensibel für alle getesteten Antibiotika waren (bis auf 

Fusidinsäure beim Isolat von Patient 9), für die zumindest bei Patient 7 innerhalb der ersten 

beiden Behandlungswochen kein Nachweis mehr erbracht werden konnte und durch 
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Effekte der Extrakte auf die Bildung von Biofilmen erklärt werden kann. Hierbei zeigten bei 

Patient 9 gleichzeitig bestehende Ulcera, die nicht mit Madenextrakt, sondern konventionell 

mit absorbierenden Wundauflagen behandelt wurden, keine Tendenz zur 

Reepithelisierung. Möglicherweise sind hierfür die für den Madenextrakt durch Bournelis 

(2012) beschriebene Integrin- 1 vermittelte und verbesserte Adhäsion durch Keratinozyten 

und die leicht positiven Effekte auf die Vitalität von primären Fibroblasten verantwortlich. 

 

6.2. Zusammenfassende Betrachtung 
Die in dieser Arbeit hergestellten Extrakte aus Larven von Lucilia sericata unterscheiden 

sich maßgeblich vom Verfahren des biochirurgischen Débridement mit lebenden Larven 

dieser Art. Dumville et al. (2009) waren in der Lage, in einer klinischen Studie mit 267 Ulcus-

Patienten zu zeigen, dass bei der Anwendung von freilaufenden Maden und auch Maden 

in sog. Biobags kein Unterschied bezüglich der Zeit zur Heilung der schmierig belegten 

oder nekrotischen Ulcera verglichen zur Behandlung mit Hydrogelen besteht. In derselben 

Arbeit von Dumville et al. (2009) konnte belegt werden, dass auch kein positiver Effekt durch 

beide Varianten der Anwendung von lebenden Maden auf die Reduktion der bakteriellen 

Last in den Wunden, wohl aber ein signifikant positiver Effekt auf die Geschwindigkeit des 

Débridement aber auch ein negativer Effekt auf das Schmerzempfinden der Patienten 

während der Behandlung, im Vergleich zur Behandlung mit Hydrogelen besteht. Welche 

Komponenten diese Effekte erklären, bleibt jedoch bis heute unklar. 

Livingston (1935) erhitzte beispielweise Maden der Art L. sericata und konnte aus seinen 

Experimenten schließen, dass es sich bei den „wirksamen“ Komponenten um hitzestabile 

Bestandteile handeln müsse. Das Erhitzen schließt aufgrund der biochemischen 

Eigenschaften von Proteinen gleichzeitig ein enzymatisches Débridement als 

Hauptwirkungsprinzip nahezu aus. Prete (1997) konnte die positiven Effekt auf Fibroblasten 

ebenfalls als hitzelabil zeigen und auch van der Plas et al. (2007) konnten die Reduktion 

pro-inflammatorischer Antworten durch Neutrophile als hitzelabil einstufen. Bohova et al. 

(2014) zeigten, dass hitzelabile Faktoren in den Exkreten/Sekreten vorliegen, die die 

Bildung bakterieller Biofilme beeinflussen, während van der Plas et al. (2008) sowohl 

hitzelabile als auch hitzestabile Faktoren hierfür verantwortlichen machen, so dass 

angenommen werden kann, dass eine enzymatische Beteiligung hierbei ausgeschlossen 

werden kann. Dennoch bleibt anzunehmen, dass ein gegen bakterielle Biofilme gerichteter 

Effekt einer der Wirkmechanismen der Madentherapie ist. Eine Wirkung, die die Bildung 

von bakteriellen Biofilmen verhindert, besitzen z.B. einige D-Aminosäuren wie D-Leucin, D-

Methionin, D-Tyrosin und D-Tryptophan, die unter anderem von Bacillus subtilis produziert 

werden und in der Lage sind, Biofilme von P. aeruginosa und S. aureus aufzulösen 
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(Kolodkin-Gal et al. 2010), wenn sie in einem bestimmten Mischungsverhältnis auftreten. 

Es ist zudem beschrieben, dass sich durch solche Aminosäuren auch synergistische 

Effekte für einige Antibiotika gegen P. aeruginosa und S. aureus ergeben (Sanchez et al. 

2014). 

Unabhängig davon konnte in einem systematischen Vergleich konventioneller 

Therapieformen und der Madentherapie festgestellt werden, dass die Madentherapie die 

Heilung von Wunden, insbesondere dem diabetischen Fuß-Syndrom, aber auch von 

anderen Ulcera signifikant beschleunigt und die Wahrscheinlichkeit auf ein Abheilen erhöht 

(Sun et al. 2014). Viele Studien untersuchen relativ kleine Ulcera, wie z.B. Amato et al. 

(2013) mit maximal 19,1 cm2, die verglichen mit Wunden von Patient 1 oder Patient 5, die 

beinahe den ganzen Unterschenkel umspannten, relativ klein sind. Eine Verbesserung der 

Wundheilung, gerade bei großflächigen und lang bestehenden Ulcera, ist nicht immer leicht 

optisch zu bestimmen. Gerade die Dauer des Bestehens der Ulcera macht eine Besiedlung 

durch Bakterien wie P. aeruginosa wahrscheinlicher (Gjodsbol et al. 2006), was ein 

Fortschreiten der Heilung ebenfalls nachteilig beeinflussen kann. Eine Verbesserung der 

Wundheilung ist in ersten Schritten nicht unbedingt an einer Verkleinerung der Ulcus-Fläche 

zu bemessen. Andere Faktoren, wie die Bildung von Granulationsgewebe am Wundgrund 

und damit einer Verringerung der Wundtiefe, aber auch der Status der im Wundexsudaten 

vorhandenen Proteinasen und Wachstumsfaktoren spiegeln hierbei eine Veränderung des 

Wundstatus wider. Eine visuelle Beurteilung des Wundstatus im Hinblick auf die mikrobielle 

Belastung bzw. einer lokalen Infektion ist unerlässlich, kann aber eine Abstrichnahme nicht 

ersetzen. Miller et al. (2011) konnten beispielsweise keinen Zusammenhang zwischen der 

visuellen Beurteilung und der mittels Abstrich ermittelten mikrobiellen Belastung feststellen. 

Vor allem die Besiedlung von biofilmbildenden Spezies, die teilweise über sehr ausgeprägte 

Antibiotikaresistenzen verfügen (wie in dieser Arbeit gezeigt), vermögen aber vermutlich 

auch durch verschiedene Virulenzfaktoren die Wundheilung nachteilig zu beeinflussen.  

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass im Vergleich zu den anderen untersuchten MMP, 

hohe Level an MMP-9 und auch MMP-8 für die Wundheilung notwendig zu sein scheinen. 

Eine bessere Zugänglichkeit durch das Immunsystem zu wundbesiedelnden Bakterien, 

herbeigeführt durch die Verminderung der Biofilmbildung führt eventuell wieder zu einer 

natürlichen Regulierung der verschiedenen MMP durch unter anderem die natürlichen 

Inhibitoren (TIMP) dieser, was auch in dieser Arbeit beobachtet werden konnte. Hierdurch 

würde sich eine Verringerung der von Trengove et al. (1999) beschriebenen Degradation 

von Wachstumsfaktoren im Wundexsudat einstellen und eine Rückführung zu einer 

natürlichen Wundheilung erklären lassen. 
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Gemessen an der Tatsache, dass lebend applizierte Maden die Exkrete/Sekrete 

kontinuierlich in die Wunde und damit auch auf die dort vorhandenen Bakterien abgeben, 

scheint dies vordergründig den positiven Effekt der Madentherapie teilweise zu erklären. 

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die lebenden Maden durchaus in der Lage zu sein 

scheinen, auf ihre bakterielle Umgebung in vitro mit der Expression bestimmter 

antibakterieller Peptide zu reagieren (Altincicek und Vilcinskas 2009). Ob diese Peptide in 

ausreichender Menge von den Maden in die Wunde abgegeben werden, um eine bakterielle 

Kolonisation tatsächlich zu beseitigen oder diese tatsächlich nur das Überleben des 

Individuums sichern, sei dahingestellt. Das Fehlen antibakterieller Effekte durch die in 

dieser Arbeit erzeugten Ganzkörperextrakte, aber auch lebender Maden und deren 

Exkrete/Sekrete (Cazander et al. 2009; Jaklic et al. 2008) geben Grund zu Annahme, dass 

direkte antibakterielle Effekte durch einen wie in Abschnitt 4.5 erzeugten Extrakt oder die 

Exkrete/Sekrete tatsächlich nicht vorliegen. Eine topische Anwendung von Antibiotika birgt 

zudem die Gefahr, wie am Beispiel von MRSA und Fusidinsäure gezeigt, der Bildung 

chimärer Resistenzkasetten (Ellington et al. 2015). Für das bereits charakterisierte 

Lucifensin liegen z.B. die MHK für MRSA bereits bei bis zu 128 mg/L. Die Wirksamkeit von 

topisch eingesetzten Antiseptika kann zudem von biofilmbildenden Spezies (wie z.B. 

S. aureus und P. aeruginosa) erheblich eingeschränkt sein (Hajska et al. 2014). Einige 

Bakterienarten bzw. –stämme wirken sich aber auch negativ auf die Lebensfähigkeit der 

Larven aus. Dies konnte für einige Stämme von Serratia marcescens und Serratia 

liquefaciens beobachtet werden (O'Callaghan et al. 1996). Andersen et al. (2010a) konnten 

in diesem Zusammenhang zeigen, dass Komponenten des „quorum sensing“ von 

P. aeruginosa toxische Effekte auf die Larven ausüben und schlugen die Besiedlung mit 

P. aeruginosa als Kontraindikation für die Anwendung der Therapie mit lebenden Maden 

vor. In der vorliegenden Arbeit konnte P. aeruginosa am häufigsten aus Wunden isoliert 

werden. Auch andere Studien (Jockenhofer et al. 2014; Renner et al. 2012) zeigen 

P. aeruginosa nach S. aureus als häufigste wundbesiedelnde Spezies. Auf Grundlage der 

Ergebnisse der Behandlung und der Bestimmung der bakteriellen Spezies vor und nach 

der Behandlung von 30 Ulcus-Patienten mit lebenden Maden, kommen Jaklic et al. (2008) 

zu dem Schluss, dass sich die MDT sehr gut für die Behandlung von Wunden eignet, die 

mit Gram-positiven Bakterien (z.B. S. aureus) und weniger gut für Wunden eignet, die mit 

Gram-negativen Bakterien (z.B. P. mirabilis und P. aeruginosa) besiedelt sind. Renner et 

al. (2008) stellten fernerhin bei der Behandlung von Patienten, die unter Pyoderma 

gangraenosum litten fest, dass die Larven bei der Behandlung abstarben und führten dies 

auf die Kombination systemischer Gabe von Antibiotika und Immunsupressiva zurück, 

woraus sich möglicherweise in Kombination mit bestimmten Zytokinen im Wund-Milieu 

(TNF-  = tumor necrosis factor- ) das Absterben der Larven ableiten lässt und schlagen 
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Pyoderma gangraenosum als Kontraindikation vor. Weitere nachteilige Effekte auf das 

Überleben der Maden scheinen von den in der Behandlung chronischer Wunden 

eingesetzten Hydrogelen auszugehen. Hierzu zeigten Thomas und Andrews (1999), dass 

sich fünf von sechs getesteten Hydrogelen (sogar auch nur als Behandlungsrückstand) 

negativ auf das Überleben der Larven auswirken. 

Ein haltbarer Extrakt, der keine lebenden Larven beinhaltet, erweitert dadurch das 

Anwendungsspektrum enorm, da keine Rücksicht mehr auf das Überleben der Larven 

genommen werden muss. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen aber auch, dass 

die Anwendung eine Ganzkörperextrakts nicht die Ermittlung der bakteriellen Besiedlung 

im Wundbereich ersetzen kann und dass diese möglicherweise eine wichtige aber 

unterschätze Rolle spielt. Aufgrund der aktuellen Lage in der Entwicklung und Verteilung 

von Antibiotikaresistenzen in Bakterien im Allgemeinen und im Hinblick auf nosokomiale 

Infektionen im Speziellen sollte dieser Überwachung ein besonderer Stellenwert 

zugeordnet werden. 
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7. Zusammenfassung 
 

Lebende Larven der Goldfliege Lucilia sericata werden seit einigen Jahrzehnten wieder 

erfolgreich zur Behandlung chronischer, kutaner Wunden als sog. „Biochirurgisches 

Débridement“ eingesetzt. Die Bereitstellung von Larven in einer geeigneten Qualität 

erfordert einen hohen logistischen Aufwand und ist im Vergleich zu anderen Methoden des 

Wundmanagements relativ kostspielig. Darüber hinaus führt die Tatsache, dass sich 

lebende Maden in meist ohnehin sehr schmerzhaften Wundbereichen bewegen, häufig zu 

ihrer Ablehnung durch den Patienten aufgrund von Ekelempfinden. Des Weiteren gibt es 

Kontraindikationen zur Madentherapie, wie z.B. bei Besiedlung mit P. aeruginosa oder der 

Nähe von Wunden zu großen Blutgefäßen. Eine Fragestellung der vorliegenden Arbeit war 

es daher zu prüfen, ob es möglich ist, einen haltbaren, sterilen Ganzkörperextrakt aus den 

Larven von L. sericata herzustellen, um diese Einschränkungen der Madentherapie zu 

umgehen und diese Therapieform für eine größere Anzahl von Patienten verfügbar zu 

machen. Hierzu wurden Methoden zur Herstellung eines erhitzten, sterilen, durch 

Gefriertrocknung haltbar gemachten und -bestrahlten Ganzkörperextrakts entwickelt, der 

dann im Rahmen von bis zu achtwöchigen individuellen Heilversuchen an zehn freiwilligen 

Patienten getestet werden konnte. Hierbei wurde die bakterielle Besiedlung der 

behandelten Wunden im zweiwöchigen Abstand ermittelt. Durch eine eigens hierfür 

entwickelte Methode wurden wöchentlich Proben der Wundflüssigkeit genommen und auf 

das Vorhandensein der Matrixmetalloproteinasen (MMP) -1, -2, -3, -8, -9, -10, -13 sowie 

deren Inhibitoren TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases)-1, -2 und -4 untersucht, um 

hieraus mögliche neue diagnostische Marker zu identifizieren und neue Einblicke in das 

Geschehen der kutanen Wundheilung zu erhalten.  

Acht von zehn Patientenwunden waren mit P. aeruginosa besiedelt. Diese Befunde wurden 

zahlenmäßig gefolgt von Besiedelungen mit S. aureus (alle oxacillinsensitiv) und 

P. mirabilis. Vor allem die P. aeruginosa-Isolate zeigten ausgeprägte intrinsische 

Antibiotikaresistenzen. Ein Isolat erwies sich als multiresistent gegen drei von vier 

Antibiotika-Klassen (3MRGN) außer Carbapenemen. Es konnte kein antibakterieller Effekt 

in vitro gezeigt werden, der vom Madenextrakt gegen diese Isolate ausging. Es wurde 

jedoch gezeigt, dass der Madenextrakt eine erhebliche, inhibierende Wirkung auf die 

Bildung von Biofilmen durch diese bakteriellen Isolate besitzt. Die ärztliche Behandlung von 

zwei Patienten wurde aufgrund schlechter „compliance“ bzw. aufgrund multipler Typ IV 

Sensibilisierung und einer daraus vermuteten Unverträglichkeit abgebrochen. Bei einem 

weiteren Patienten zeigte die Behandlung keine Wirkung. Bei allen anderen Patienten 

ließen sich deutliche Verbesserungen des Wundgrunds und/oder die Bildung von 
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Granulationsgewebe beobachten. Die Wunden von zwei Patienten zeigten eine nahezu 

vollständige Reepithelisierung. Bei der Analyse der Wundflüssigkeiten zeigten sich häufig 

dynamische Veränderungen der verschiedenen MMP im wöchentlichen Vergleich, aber 

eine generelle Eignung als Marker einer Variante dieser MMP konnte nicht festgestellt 

werden. Die hierfür häufig herangezogene Konzentration von MMP-9 zeigte sich gerade 

bei den reepithelisierten Wunden über den gesamten Behandlungszeitraum nahezu 

konstant.  

Es zeigten sich außerdem häufig dynamische Veränderungen der Konzentrationen der 

verschiedenen TIMP im wöchentlichen Vergleich. Mit zunehmender Epithelisierung zeigten 

sich durchschnittlich sinkende Konzentrationen dieser TIMP als konsistent und bieten sich 

daher als Marker für weitere Untersuchungen an. Es wird angenommen, dass die positiven 

Effekte der Madenextrakte auf deren Wirkung gegen bakterielle Biofilme zurückzuführen 

sind, wobei die darin enthaltenen Bakterien leichter für das Immunsystem des Patienten 

zugänglich gemacht werden, was offenbar zu einer Beruhigung des Gleichgewichts 

zwischen MMP und TIMP führt. Bei der Untersuchung der Wirkung der Madenextrakte auf 

primäre humane Fibroblasten zeigten sich unter stark serumreduzierten Bedingungen 

zudem leichte positive Effekte auf die Vitalität, die jedoch stets unterhalb eines 

zytokininduzierten Stimulus lagen. Es wird angenommen, dass sich dies als 

unterstützender Effekt auf die kutane Wundheilung auswirkt.   



Abstract 

144 
 

8. Abstract 
 

Since several decades the larvae of the green botte fly Lucilia sericata are once again 

utilized in the so called “biosurgical débridement” of chronic cutaneous wounds. However, 

it takes an enormous logistic effort to make theses maggot available in a proper quality at 

the time of use. This makes it very expensive in comparison to other therapeutic strategies 

of wound management. Furthermore the sensation of free crawling living maggots on the 

already painful wound area leads not seldom to denial due to the feeling of disgust. In 

addition there are some contraindications for maggot therapy such as colonization with 

bacteria like P. aeruginosa or the proximity to large blood vessels. One aspect of this study 

was to investigate, if it is possible to develop a stable, sterile extract of these larvae and 

thereby circumvent the limitations of the maggot therapy and making it accessible to a 

higher number of patients. A method was developed to create heated, sterile whole body 

extracts that were made stable by lyophilization and -radiation. These extracts were 

applied to ulcers of ten volunteering patients for periods of up to eight weeks. Ulcers were 

screened for bacterial colonization every other week and samples of wound exudates were 

taken on a weekly basis. Exudates were screened for concentrations of matrix 

metalloproteinases (MMP) -1, -2, -3, -8, -9, -10 and -13 as well as for tissue inhibitors of 

metalloproteinases (TIMP) -1, -2 and -4 in order to identify possible diagnostic or prognostic 

markers of cutaneous wound healing.  

Eight out of ten ulcers were colonized by P. aeruginosa followed in number by colonization 

with S. aureus (all sensitive for oxacillin) and P. mirabilis. Most notably P. aeruginosa 

showed phenotypes of intrinsic antibiotic resistances. One isolate was even resistant to 

three of four groups of antibiotics (3MRGN) except carbapenems. No evidence was 

obtained for an antibiotic mode of action of the extracts against any of the isolates. However 

considerable inhibitory effects of the extracts on the formation of biofilms by these isolates 

could be observed. Therapy of two patients was terminated by the treating physician due to 

bad compliance or multiple type IV sensitization that may have led to incompatibility. The 

experimental therapy of one patient did not show any effect. The treatment of all other 

patients led to better conditioning of the wound bed and/or to the formation of granulating 

tissue. Wounds of two patients showed complete re-epithelization after eight weeks of 

treatment. The analysis of wound exudates frequently showed dynamic changes in the 

concentrations of the different MMP in a weekly manner. However, a general suitability of 

any of these MMP as a marker could not be observed. Especially the often used 

concentrations of MMP-9 showed in the re-epithelized wounds nearly constant 

concentrations during treatment. Concentrations of TIMP mostly showed dynamic changes 
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during the treatment but decreased with increasing re-epithelization suggesting its general 

suitability as a marker. It is assumed, that the beneficial effects of the here studied extracts 

are based on the reduction of the ability for formation of biofilms by the wound colonizing 

bacteria thus making them more vulnerable to the host immune defense consequently 

leading to a recovery of the balance between MMP and TIMP. Investigations of effects of 

the here developed extract on primary human fibroblasts showed some effects on fibroblast 

vitality. However, grade of effects always ranged below a cytokine induced stimulus. Thus 

it is assumed that this effect may as well support the cutaneous wound healing. 
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10. Anhang 
 

 

Abbildung 27: Bakterielles Wachstum (microbroth dilution assay) in Abhängigkeit der Medienkonzentration. Die 
verschiedenen Isolate wurden 20 h bei 37 °C auf Blutagar vorkultiviert. 100 μl 100 %ige TSB bzw. absteigende 
Konzentrationen von TSB wurden in Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf McFarland 0,5 eingestellten 
Bakterien-Suspension inokuliert und für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Messung der OD erfolgte photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 600 nm. P = Patient+Nummer; TSB = tryptische Soja Bouillon; OD = optische Dichte. 

 

 

Abbildung 28: Einfluss verschiedener Parameter auf das bakterielle Wachstum (Trübung) unter reduzierten 
Medienkonzentrationen. Die verschiedenen Isolate wurden 20 h bei 37 °C auf Blutagar vorkultiviert. 100 μl 100 %ige TSB, 
10 %ige TSB; jeweils in 10 % TSB gelöster Madenextrakt, ES, 30 mg/ml BSA und 5 μg/ml Chymotrypsin wurden in 
Mikrotiterplatten vorgelegt und mit je 5 μl der jeweiligen, auf McFarland 0,5 eingestellten Bakterien-Suspension inokuliert und 
für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Messung der OD erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm. 
P = Patient+Nummer; TSB = tryptische Soja Bouillon; ES = Exkrete/Sekrete; BSA = bovines Serum Albumin; OD = optische 
Dichte. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

S. aureus P1 P. aeruginosa P1 A. xylosoxidans P1 E. faecalis P1 P. mirabilis P1

O
D

 6
00

 n
m

100 % TSB 50% TSB 25 % TSB 12,5 % TSB 10 % TSB

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

S. aureus P1 P. aeruginosa P1 A. xylosoxidans P1 E. faecalis P1 P. mirabilis P1

O
D

 6
00

 n
m

100 % TSB 10 % TSB Madenextrakt ES BSA Chymotrypsin



Anhang 

173 
 

 

Abbildung 29: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 1. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 30: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 2. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 31: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 3. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 

 

 

Abbildung 32: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 4. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 33: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 5. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 34: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 6. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 35: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 7. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 36: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 8. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 37: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 9. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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Abbildung 38: MMP- und TIMP-Konzentrationen in Exsudaten von Patient 10. Die Ermittlung der MMP- und TIMP-
Konzentrationen erfolgte mittels Protein-Microarray. Angegeben sind Mittelwerte und die Standardabweichung aus je n = 4 
Messungen pro Behandlungswoche. MMP = Matrixmetalloproteinase; TIMP = tissue inhibitors of metalloproteinases. 
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