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Einleitung

Die physiologische Wundheilung hangt von zahlreichen Faktoren und
biochemischen Prozessen ab. Eine Grundvoraussetzung ist auf3erdem eine adaguate
Sauerstoffversorgung und  Energiebereitstellung. Sind die  herrschenden
Bedingungen wie Gewebetemperatur, Sauerstoffpartialdruck und Durchblutung z. B.
aufgrund einer Grunderkrankung wie z. B. Diabetes mellitus nicht suffizient, kann
es zu gravierenden Wundheilungsstorungen kommen. Ziel ist es deshalb, die

Heilungssituation zu optimieren und das Infektionsrisiko zu minimieren.

Ein interessanter physikalischer Ansatz hierzu ist die Behandlung mit
wassergefiltertem Infrarot-A (wIRA). Durch eine wassergefilterte Kuvette werden
der Infrarot-B und —C Anteil sowie die Wasserabsorptionsbanden innerhalb des
Infrarot-A  aus dem Strahlenbindel eliminiert und so die thermische
Oberflachenbelastung der Haut deutlich verringert (Cobarg et al., 1995; Hellige et
al., 1995). Die resultierende wIRA Strahlung kann ein therapeutisches Wéarmefeld
aufbauen und soll die Durchblutung und den Sauerstoffgehalt des behandelten
Gewebes verbessern (Hellige et a., 1995; Vaupel und Stofft et al., 1995; Hartel et
al.,2006).

Hartel et al. (2006) kann in einer humanmedizinischen Studie, in der er akute
Abdominalwunden zweimal téglich mit wiRA bestrahlt, eine signifikant verbesserte
Hellung in der Behandlungsgruppe nachweisen und die Wundinfektionsrate senken
(Hartel et al., 2006). In der Veterindrmedizin findet wIRA zwar bereits punktuelle
Anwendung, allerdings existieren keine Studien, die positive Effekte der wiRA

Bestrahlung auf die Wundheilung belegen.

In der vorliegenden Arbeit sollen mogliche positive Effekte der wiRA Bestrahlung
auf die Wundheilung in einem etablierten Defektwundenmodell in der Maus
untersucht werden. Als primérer Endpunkt wird die , Time to Closure” definiert.
Unsere Hypothese ist, dass diese unter wiRA Bestrahlung kirzer sein wird als unter
Scheinbestrahlung. Die zweite Hypothese ist, dass die Effekte bei sehr alten Tieren,

unter der Annahme einer verzogerten Wundheilung, ausgepréagter sind.



Als sekundéare Endpunkte werden Schichtdicke, Gefélidichte und Kollagengehalt
festgelegt, um Uber eine Struktur-Funktions-Analyse die wIRA Wirkung
aufzuklaren. Die funktionelle Qualitét des Narbengewebes wird mit einem

bi omechani schem Zug-Dehnungsversuch untersucht.



1. Literaturibersicht

Wunden sind durch einen Substanzverlust des Gewebes mit entsprechender Funk-
tionseinschrankung gekennzeichnet. Der Organismus hat das Ziel, diesen Defekt
maoglichst schnell durch vernarbendes Bindegewebe und Epithelregeneration wieder
zu verschlieRen. Die Wundheilung kann durch zwei verschiedene Mechanismen
ablaufen: bei der sogenannten Regeneration findet ein gewebespezifischer Ersatz
statt, der bei alen Epithelien (z. B. der Epidermis, Schleimhéaute des Magen-Darm-
oder Urogenitaltraktes) vollstandig ist, bei parenchymatésen Organen dagegen nur
eingeschrankt moglich ist. Bel allen anderen Geweben lauft hingegen eine Repara-
tion ab: fehlendes Gewebe wird durch unspezifisches Binde- und Stitzgewebe
ersetzt. Es entsteht eine Narbe, die weder der urspringlichen Gewebequalitéat ent-
spricht, noch ihre vollstéandige Funktionalitét wiederherstellt (z. B. Narbe nach
Myokardinfarkt) (Kriger und Wolfrum, 2007).

1.1  Einteilung von Wunden: akute versus chronische Wunden

Je nach Entstehungsursache werden folgende Wundarten unterschieden:

akute Wunden: - traumatische, unfallbedingte Wunden
- iatrogene, z. B. operative Wunden
chronische Wunden: - z. B. Dekubitalulzera,
vendse und diabetische Ulzera

Traumatische Wunden lassen sich wiederum nach morphologischen und &tiologi-
schen Kriterien klassifizieren. Ersteres unterscheidet die offene Verletzung mit
Durchtrennung der Haut in unterschiedlichen Schweregraden (oberfl&chlich,
penetrierend, kompliziert), die geschlossene Verletzung in Folge von stumpfer Ge-
walt, die Ablederung (Décollement) und die Amputation. Die &tiologische Eintei-
lung hingegen erfolgt nach der Verletzungsursache, also mechanische, thermische,
chemische, durch elektrischen Strom verursachte Verletzungen oder Strahlenschéa



den. latrogene Wunden werden durch den Tierarzt oder Arzt selbst im Laufe einer
Diagnosefindung oder Therapie gesetzt (z. B. Biopsie, Punktion, Operation) (Kruger
und Wolfrum, 2007).

Chronische Wunden sind dagegen durch fehlende Heilung trotz adaquater Therapie
charakterisiert. Die Ursachen liegen héufig in einer unzureichenden Versorgung der
Haut mit Nahrstoffen und Sauerstoff aufgrund von Durchblutungsstérungen oder
hohem interstitiellem Druck, der wie beim vendsen Ulkus, seinerseits verminderte
Saverstoffpartialdriicke bewirkt. Dies kann letztlich sogar zu Nekrosen fihren
(Kriger und Wolfrum, 2007).

Klinisch und histopathologisch kann der Wundheilungsvorgang in vier verschiedene
Formen eingeteilt werden: bei der primaren Wundheilung (sanatio per primam
intentionem) sind glatte, adaptierte Wundrander mit guter Durchblutung und ein
Wundgebiet frel von Fremdkdrpern, Keimen und Nekrosen die Voraussetzung. Die
Primarheilung findet in der Regel bei chirurgisch gesetzten Wunden statt. Bei allen
anderen Wunden muss durch operative Versorgung ggf. nach Auffrischung der
Wundrander (Débridement), erst die Voraussetzung fur die primére Wundheilung
geschaffen werden. Das Heilungsergebnis ist dann eine schmale, strichférmige
Narbe, die oft kaum sichtbar ist (Kriger und Wofrum, 2007).

Anders verhdt es sich bel der sekundaren Wundheilung (sanatio per secundam
intentionem): sie ist durch grof3e Gewebedefekte und klaffende Wunden, die nicht
mechanisch adaptiert werden, gekennzeichnet. Hier wird der Gewebeverlust durch
Granulationsgewebe aufgefiillt, das spéter in Narbengewebe umgewandelt wird. Die
Wundrander kontrahieren sich, dabel wird der Durchmesser der Wunde um 1-2 mm
pro Tag reduziert (Asmussen und Sollner, 1993). Es kann Wochen dauern, bis das
urspringliche Hautniveau erreicht ist und die Epithelialisierung beginnt. Die resul-
tierende Narbe ist grof3flachig und aus kosmetischer Sicht unbefriedigend. Dies kann
auch Funktionseinschréankungen vor allem im Bereich von Gelenken verursachen
(Asmussen und Sollner, 1993).

Als verzogerte Primarheilung gilt, wenn bei Verdacht auf eine Kontamination die
Wunde zunéchst nicht verschlossen, sondern mit feuchter Gaze offengehalten wird.
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Erst wenn weitere Hinweise auf ene Infektion ausbleiben, wird die Wunde dann

nach 2-3 Tagen verschlossen, so dass die Priméarheilung ungestort ablaufen kann.

Die regenerative Wundheilung nimmt eine Sonderstellung ein: sie findet bel ober-
flachlichen Hautwunden (z. B. Verbrennungen ersten und zweiten Grades, Haut-
abrasion), bei denen nur die Epidermis und eventuell geringe Anteile der Lederhaut
betroffen sind, statt. Solange die Basalzellen bzw. die Basalmembran weitgehend
intakt bleiben, kann sich die Epidermis vollstandig regenerieren. Die Zellen migrie-
ren aus der umgebenden Basalzellschicht aufeinander zu und durch kontinuierliche
Teilung der neuen Epidermalzellen flllt sich der Defekt vom Grund her nach oben
auf. Die oberen Zellschichten verhornen nach und nach (Asmussen und Sollner,
1993). Das Ergebnis ist ein Regenerat, das sich kaum von der umgebenden intakten
Haut unterscheidet.

Eine Heilung unter Schorf kann bei primér wie auch bei sekundér heilenden Wun-
den vorkommen und ist als Schutz fir das sich neu bildende Epithel sogar er-
winscht. Allerdings kann der Schorf bei sekundar heilenden Wunden auch
Probleme bereiten, wenn er den Sekretabfluss sowie die Granulationsgewebebildung

behindert und damit die Heilung verzogert (Krtger und Wolfrum, 2007).

1.2 Mechanismen der Wundheilung

Die komplexen zelluléren, molekularen und biochemischen Prozesse bei der Wund-
heilung lassen sich — vereinfacht dargestellt - in drel Hauptphasen einteilen: auf die
Anfangsphase der Exsudation folgen Proliferation und Regeneration, die sich aller-
dings auch utberlappen (Kriiger und Wolfrum, 2007). Abbildung 1 gibt einen Uber-
blick Uber die Wundheilungsphasen sowie ihren zeitlichen Verlauf bei der primaren

und sekundaren Wundheilung.

Exsudationsphase: Nach der anfanglichen Blutung, die als Nebeneffekt die Wunde

saubert, kommt esim betroffenen Gebiet, ausgel st durch Thromboxan A, und
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Prostaglandin PGF,, aus den Thrombozyten, nach wenigen Sekunden zu einer
kurzfristigen Vasokonstriktion, die die primére Blutung reduziert (Asmussen und
Sallner, 1993). Nach einer Phase von wenigen Minuten wird durch eine Vasodilata-
tion eine Mehrdurchblutung des Gewebes erreicht. Histamin und Serotonin aus den
elektronendichten Granula der Thrombozyten sorgen auf3erdem fir eine erhéhte Ge-
fal3permeabilitdt. So gelangt Plasmafltissigkeit in den Interzellularraum und bildet
ein Odem (Enoch und Price, 2004). Die verbesserte Permeabilitédt bildet zudem die
Voraussetzung fur die Migration der Entziindungszellen ins Wundgebiet (Asmussen
und SOllner, 1993). Durch den Endotheldefekt freigelegtes Kollagen aktiviert
gleichzeitig die Thrombozyten, die die primére Hamostase einleiten. Die Thrombo-
zyten binden im Bereich des Geféldefektes, verhaken sich durch die Ausbildung
von Pseudopodien, und bilden so einen priméren Pfropf (reversible Pléttchen-
aggregation). Dieser Prozess wird durch ADP (Adenosindiphosphat), Thromboxan
A, und PAF (platelet activating factor) unterstitzt, die ebenfalls durch die Thrombo-
zyten ausgeschittet werden. Der Pfropf bildet ein Netzwerk, in dem sich
Erythrozyten und andere Zellen verfangen (Asmussen und Sollner, 1993). Nach
seiner Abtrocknung entsteht eine Schorfkruste, die die Wunde vor Flissigkeitsver-

lust und Infektion schiitzt (Monaco und Lawrence, 2003).
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a. Heilung per primam b. Heilung per secundam intentionem

I: Exsudative Phase: Aus erdffneten Gefél3en tritt Blut in die Wundltcke. Durch Gefékontraktion
und Blutgerinnung sistiert der Blutaustritt. Es entsteht ein Gewebeddem mit Azidose (katabole
Phase). Thrombozyten bilden Wachstumsfaktoren, wodurch Granulozyten und Gewebsmakrophagen
angel ockt werden. Beginn des Abbaus von Detritus.

I1: Proliferative Phase: Einsprossen neuer Kapillaren, damit Beginn der anabolen Stoffwechsellage.
Fibroblasten bilden extrazelluldre Matrix. Myofibroblasten fuhren zur Wundkontraktion, die
besonders bei der sekundéren Wundheilung ausgepragt ist.

I11: Reparative Phase: Zunahme der mechanischen Stabilitét durch Vernetzung und Ausrichtung

von kollagenen Fasern. Die Wundoberfléche verschliefdt sich durch Epithelisation.

Abb. 1: Schematische Darstellung der drei Wundheilungsphasen und ihres zeitlichen Verlaufs bei
primérer und sekundarer Wundheilung (Thiede und Debus, 2006)
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Parallel dazu lauft die sekundare Hamostase ab. Sie besteht aus einer extrinsischen
und intrinsischen Aktivierungskaskade, die entweder durch die Bindung von
Gewebethromboplastin (aus zerstorten Zellen) an Gerinnungsfaktor VII oder durch
Aktivierung des Faktors XI1 durch negativ beladene Oberflachen (Kollagen) aus-
gel6st wird (Jelkmann, 2005). Sie endet immer in der Produktion von Thrombin, das
die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin katalysiert. Das entstehende Fibrin po-
lymerisiert und bildet ein Netzwerk, das den Thrombozytenpfropf stabilisiert
(Monaco und Lawrence, 2003). Durch aus den o-Granula freigesetztes Thrombo-
spondin werden diese Fibrinbriicken verfestigt und die irreversible Aggregation ein-
geleitet (Jelkmann, 2005).

Das durch Antigene aktivierte Komplementsystem bzw. einige seiner Faktoren,
TNF-a sowie TGF-$ (transforming growth factor) und PDGF locken die ersten
Entzindungszellen in das Wundgebiet (Monaco und Lawrence, 2003). Die
neutrophilen Granulozyten gelangen durch Diapedese aus dem Gefal3system ins
Gewebe und beginnen dort mit der Phagozytose von Bakterien, Fremdmaterial und
degeneriertem Gewebe, dessen Abbau sie auf3erdem durch die Sekretion von
Kollagenasen und Elastasen unterstiitzen. Auf diese Weise soll eine Wundinfektion

verhindert oder minimiert werden.

In diesem Zusammenhang spielt Sauerstoff eine wichtige Rolle, der durch die Gra-
nulozyten fur den oxidativen Burst verbraucht wird. Katalysiert durch eine NADPH-
Oxidase entstehen im Innern des Granulozyten aus molekularem Sauerstoff reaktive
Sauerstoffmetaboliten, die eine hohe Mikrobizidie aufweisen und phagozytierte
Bakterien unschadlich machen. Fur die halbmaximale Produktion dieser reaktiven
Sauerstoffmetaboliten wird ein Sauerstoffpartialdruck von 45-80 mmHg, fir die
maximale Produktion > 300 mmHg bendtigt (Allen et a., 1997), was allerdings nur
bei Ventilation von reinem Sauerstoff moglich wére. Die Neutrophilenfunktion wird
unter hypoxischen Bedingungen stark beeintrdchtigt und die Gefahr einer
Wundinfektion steigt (Allen et al., 1997; Hopf et a., 1997).

Etwa 48-72 h nach der Verwundung treten, angelockt durch Komplementfaktoren,

IgG Fragmente, Kollagenabbauprodukte, PDGF (platelet derived growth factor),
TGF-p (transforming growth factor) und Cytokine, sowie Monozyten hinzu, die sich
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bei Eintritt ins Gewebe in Makrophagen wandeln und ebenfalls phagozytieren
(Enoch und Price, 2004; Asmussen und Sollner, 1993). Auch sie unterstiitzen die
Wundsauberung durch proteolytische Enzyme und sezernieren zusétzlich wichtige
Stoffe wie Interleukin und TNF (Tumornekrosefaktor) zur Unterstiitzung der
Geféal3neubildung und Fibroblastenstimulation, sowie TGF zur Anlockung von
Keratinozyten (Campos et al., 2008).

Proliferationsphase: Zwischen Tag 3 bis 5 nach der Wundsetzung beginnen ver-
schiedene, zum Teil synchron verlaufende Proliferationsmechanismen. Sie setzen
sich zusammen aus Angiogenese, Fibroplasie und Epithelisierung (Rytz, 2004). Der
Ubergang aus der Exsudationsphase setzt mit der Migration der Fibroblasten ein. Sie
differenzieren sich aus mesenchymalen Zellen des umgebenden Bindegewebes und
wandern dann entlang des Fibrinnetzes in die Wunde (Rytz, 2004). Sie synthe-
tiseren Glykosaminoglykane, Proteoglykane und Kollagen, Hauptbestandteile der
extrazelluldren Matrix, und ersetzen so die auf Fibrin basierende provisorische Ma-

trix mit kollagenreichem Granulationsgewebe (Campos et al., 2008).

Fur die Kollagenproduktion benétigen die Fibroblasten Sauerstoff. Die Kollagen-
produktion wird allerdings anfangs durch die mangelhafte metabolische Wund-
situation mit niedrigem Sauerstoffgehalt, sinkendem pH-Wert und vor allem einer
steigenden Laktatkonzentration — Abgabe durch die die Leukozyten - initiiert (Hunt
et a., 1978). Auch die Ausschittung des stérksten angiogenetischen Wachs-
tumsfaktors VEGF (vascular endothelial growth factor) aus den Makrophagen wird
durch die hohen Laktatgehalte stimuliert (LavVan und Hunt, 1990; Constant et al.,
2000). Eine weiterhin bestehende hypoxische Grundsituation wirkt dann jedoch der
Wundheilung entgegen.

Wahrend der Kollagenproduktion sind verschiedene Ezymreaktionen direkt ab-
hangig von der Anwesenheit von Sauerstoff. Das Enzym Prolylhydroxylase fuhrt die
Vorstufe Hydroxyprolin in Prolin Uber, was dann zur Tripelhelixbildung der
Kollagen-Polypeptidketten beitrégt. Die einzelnen Kollagenketten der Tripelhelix
werden dann durch die Lysylhydroxylase und Lysyloxidase weiter untereinander
verbunden. Alle diese Vorgange bendtigen Sauerstoff (Prockop et al., 1963;
Gordillo und Sen, 2003).
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Kollagen as Matrixbestandteil ist eng mit den VVorgangen der Angiogenese verbun-
den. Die Gefél3neubildung wird durch den wichtigsten proangiogenen Wachstums-
faktor VEGF aus den Makrophagen durch einige weitere wie PDGF, TGF-B, b-FGF
(Tab. 1) und Faktoren wie Angiopoetin, Endothelin, Prostaglandin und Leukotriene
unterstiitzt (Jeremy und Dashwood, 2006). Sauerstoffbehandlung des Gewebes
steigert die VEGF - Gehalte in vivo in Wunden (Sheikh et al., 2000; Gordillo et al.,
2008). Endothelzellen des umgebenden Gewebes bilden neue Sprossen, indem sie
nach Sekretion von Enzymen aus dem endothelialen Verband durch die
Basalmembran ausscheren und neue Geféldstrecken bilden. Neben der ,, sprouting
angiogenesis‘, die obligat Endothelzellmitosen impliziert, werden weltere
Endothelzellen aus interstitiellen EPCs (endothelial precursor cells) integriert. Die
entstandenen Gefal3sprossen entwickeln sich weiter und vergrof3ern ihr Lumen, bis
sie mit préexistenten Gefél3en oder weiteren Gefél3sprossen anastomisieren und so
die Durchblutung wieder herstellen (Jeremy und Dashwood, 2006). Jedes
Gefarknauel entspricht einem Kornchen des Granulationsgewebes (lat. Granula =
Koérnchen) und verleiht ihm sein typisch glasig-rotes Aussehen (Sedlarik, 1994). Mit
zunehmender Neuvaskularisierung verbessert sich auch das Wundmilieu und die
physiologische Sauerstoffspannung wird wiederhergestellt (Sedlarik, 1994).
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FAKTOR QUELLE FUNKTION

EGF Thrombozyten | pleiotrope Zellmotilitat und Proliferation

(Epidermal growth factor)

TGF a Makrophagen, | pleiotrope Zellmatilitét und Proliferation

(transforming growth Epidermiszellen

factor a)

bFGF Makrophagen, | Angiogenese und

(basic fibroblast growth Endothelzellen | Fibroblastenproliferation

factor)

KGF Fibroblasten epidermale Zellmotilitét und Proliferation

(keratinocyte growth fac-

tor)

TGF g Makrophagen, |epidermale Zellmotilitdt, Chemotaxis

(transforming growth fac- | Thrombozyten | (Makrophagen, Fibroblasten), Synthese

tor B) und Remodelling der extrazelluléren Mat-
rix

PDGF Makrophagen, | Fibroblastenproliferation, Makrophagen-

(platelet - derived growth | Thrombozyten, | aktivierung

factor) Epidermiszellen | und Chemotaxis (Fibroblasten, Makropha-
gen)

VEGF Epidermalzellen, | Angiogenese, Steigerung der vaskuléren

(vascular endothelial Makrophagen Permeabilitét

growth factor)

TNF a Neutrophile pleiotrope Expression von Wachstumsfak-

(tumor necrosis factor a)

toren

Tab. 1: Ubersicht der wichtigsten Wachstumsfaktoren in der Wundheilung (abgewandelt
nach Singer und Clark, 1999)

Feuchtes Granulationsgewebe bildet die Grundlage zur Epithelisierung. Epithelzel-

len aus dem intakten Wundrand 16sen ihre Verbindungen (Desmosomen) zu Nach-

barzellen und Basalzelluntergrund und migrieren in das Wundzentrum. Mit Hilfe

von Kollagenasen |10sen sie die Basis der Wundkruste und wandern unter dem
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Schorf. Sobald sie auf andere Epithelzellen treffen, wird ihre Wanderung durch
Kontaktinhibition beendet (Rytz, 2004). Weitere Zellteilungen folgen bis alle
Schichten des Epithels wieder aufgebaut sind. Die sich bildende Neoepidermis ist
ahnlich der nativen, ist allerdings insgesamt diinner, hat eine flachere Basalmembran
und ihr fehlt das Geféalnetzwerk (Monaco und Lawrence, 2003). Verschiedene
Wachstumsfaktoren spielen bel diesem Prozess der Epithelisierung eine wichtige
Rolle: EGF (endothelial growth factor) stimuliert die Mitogenese und Chemotaxis,
bFGF (basic fibroblast growth factor) und KGF (keratinocyte growth factor)
aktiviert die epitheliale Proliferation (Enoch und Price, 2004).

Regenerationsphase: Der Prozess der Maturation beginnt nach ausreichender Pro-
duktion von Kollagen (17-21d) und kann Monate bis Jahre dauern (Rytz, 2004). Das
zuné&chst gebildete Kollagen im Granulationsgewebe hat eine diinnere Struktur und
ist paralel zur Wundoberflache orientiert. Dieses Kollagen vom Typ 111 wird dann
durch Fibroblasten durch das dickere Kollagen Typ | ersetzt und durch Quer-
verbindungen verstérkt. Es wird entlang der Spannungslinien ausgerichtet und er-
hoht so die Zugfestigkeit des Gewebes (Campos et a., 2008). Das reife Narbenge-
webe verflgt dann Uber ein Kollagen Typ I/111 Verhdtnis von 8,5:1,5 (Bocker et al.,
2001). Zusétzlich findet auch eine sogenannte Wundkontraktion statt. Dabel ver-
wandeln sich Fibroblasten in spezialisierte Zellen, sogenannte Myofibroblasten, die
Aktin als kontraktiles Element enthalten (Gabbiani et al., 1971). Myofibroblasten
bilden Uber Desmosomen Zell-zu-Zellverbindungen aus (Montandon et al., 1977)
und Uber ihre ebenfalls bestehende Verbindung zu den Wundrandern kontrahiert das
gesamte granulierende Wundbett (Stadelmann et al., 1998). Die Wunde verkleinert
sich. Kontinuierlich nimmt die proliferative Zellaktivitét ab, Kapillaren bilden sich
zurick und die Gewebefestigkeit nimmt zu. Es entsteht eine dichte, gefél3arme
Narbe im Hautniveau. Nach 3 Wochen hat das neue Gewebe bereits etwa 30%
seiner ursprunglichen Reif¥festigkeit, nach 3 Monaten kommt es auf etwa 80%, er-
reicht aber gewebeabhangig nie wieder 100% (Sabiston, 1997).
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1.3 Wundheilung und Alter

Mehrere Dekaden war die gangige Lehrmeinung, dass der Wundheilungsprozess im
alternden Organismus verlangsamt oder sogar verschlechtert ist. Die ersten Doku-
mentationen Uber eine Beeintrachtigung der Wundheilung im Alter erfolgten Anfang
des zwanzigsten Jahrhunderts durch einen Militérarzt, der die Heilung offener Wun-
den Uber einen Vernarbungs-Index charakterisierte und diesen dann mit dem Alter
korrelierte (Du Nouy, 1916). lhr folgten verschiedene tierexperimentelle Untersu-
chungen Uber Inzisionswunden mit dem Ergebnis, dass junge Tiere Uber eine bessere
Wundkontraktion und kirzere Verschlusszeiten verfigen (Billingham und Russell,
1956; Cuthbertson, 1959).

Jingere Arbeiten zeigen dagegen, dass eine schlechte Wundheilung im Alter per se
nicht ausreichend bestétigt ist (Ashcroft et al., 1995). Fest steht, dass die komplexen
Wundheilungvorgénge im Alter Veranderungen unterliegen. Man kommt vermehrt
zu dem Schluss, dass die abweichenden Wundheilungsprozesse im Alter in einer
Verzdgerung der Heilung resultieren, aber ohne die Qualitét zu beeintréchtigen
(Ashcroft und Horan, 1997; Gosain und DiPietro, 2004). Demgegentiber schlossen
Brem und Tomic-Canic (2007) und Quirina und Viidik (1991), dass Verzégerungen
der Wundheilung nur dann entstehen, wenn zu dem Faktor Alter noch eine Begleit-

erkrankung kommt.

Literaturrecherchen und Neuerscheinungen wie das Journal of Wound Repair and
Regeneration zeigen, dass in den letzten zehn Jahren ein neues Problembewusstsein
beziiglich der Optimierung von Wundheilungsprozessen aufgetreten ist. Durch den
stetig steigenden Anteil alter Menschen in der Gesellschaft, sind die in dieser Be-
volkerungsgruppe vermehrt auftretenden Wundheilungsstérungen, ausgel6st durch
haufig auftretende Begleiterkrankungen oder durch nachlassende Heilungstendenz
im Alter, zu einem wichtigen Kostenfaktor des Gesundheitssystems geworden
(Gerngrof3, 2001). Die enorme soziodkonomische Bedeutung von Wundheilungs-
stérungen in der Humanmedizin (Kostenschdtzung: jéhrliche Gesamtbelastung
durch chronische Wunden im deutschsprachigen Raum von dber 2 Mrd. €)
(Assadian et a., 2006), sowie die Verfugbarkeit von Wachstums- und
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Angiogenesefaktoren haben zahlreiche neue Ansétze in der Forschung stimuliert
(Kiritsy et al., 1993; Galiano et a., 2004). Neben den Entwicklungen in der
molekularen Medizin haben aber auch eher einfache, bereits in den Hintergrund
getretene Modalitdten, wie die Vitamin-C-Substitution (Rimelin et al., 2005) oder
physikalische Malnahmen (z. B. Magnetfeldtherapie, Elektrotherapie,...) eine
Renaissance erlebt (Lee et a., 2007; Strauch et a., 2007). Eine dieser
physikalischen Modalitéten ist die Behandlung mit Infrarotstrahlung. Da diese die
Grundlage fur die vorliegende Dissertationsschrift ist, sollen zunachst die Historie
und physikalischen Grundlagen der IR-Strahlung (Infrarot-Strahlung) angesprochen

werden.

1.4 Infrarotstrahlung: historischer Abriss

Der Musiker und Astronom Sir Friedrich Wilhelm Herschel (1738-1822) entdeckte
1800 durch einen Zufall die Infrarotstrahlung. Er wollte herausfinden, wie viel
Warme durch die verschiedenfarbigen Filter dringt, die er zur Beobachtung der
Sonne benutzte. Dabei stellte er fest, dass verschiedene Farbfilter unterschiedliche
Warmeenergiemengen durchlief?en und folgerte daraus, dass schon die Farben an
sich verschiedene Warmemengen enthaten konnten. Herschel Uberprifte seine
Hypothese mit einem Versuchsaufbau: Er liel3 Sonnenlicht durch ein Glasprisma
fallen, um esin seine spektralen Anteile zu zerlegen. Mit verschiedenen, an den En-
den geschwarzten Thermometern, was die Warmeabsorption verbessern sollte, mal3
er dann die Temperatur jeder einzelnen Farbe und fand heraus, dass diese vom
violetten zum roten Tell des Spektrums hin zunahm. Zwel Thermometer platzierte er
an beiden Seiten des Spektrums zur Kontrolle. Dabel stellte er fest, dass die Tempe-
ratur direkt auf3erhalb des roten Bereiches am hochsten war. Diese nicht-sichtbare
Form von Licht nannte er , kalorische” Strahlung und wird heute als Infrarotstrah-
lung bezeichnet (DSI Deutsches Sofia Institut, 2009).

Die Infrarotstrahlung wird historisch-messtechnisch begriindet in drei Bereiche dif-
ferenziert. Man unterscheidet den IR-A Anteil, der die Wellenléngen von 760-1400
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nm umfasst, IR-B von 1400-3000 nm und IR-C von 3000-10000 nm (Cobarg, 1995).
Sie gehorcht im Wesentlichen den Gesetzen der Optik, was bedeutet, dass sie am
biologischen Gewebe der Absorption, Reflektion und Streuung unterliegt. Die ver-
schiedenen Strahlungsanteile verhalten sich dabel héchst unterschiedlich (Hellige et
al., 1995).

Die Absorption findet unter Anregung von H,O-Molekllen statt und nimmt mit stei-
gender Wellenlange zu (Hellige et al., 1995). Spezifische Absorptionsmaxima bzw.
Wasserabsorptionsbanden sind bel A = 940 nm, 1130 nm und 1380 nm nachweisbar
(Cobarg, 1995). Die Transmission hingegen verhdlt sich reziprok und hat im kurz-
welligen Bereich ihr Maximum. Dies bedeutet fUr die klinische Anwendung eine
hohere Tiefenwirkung des IR-A bel geringer thermischer Oberflachenbelastung. Im
Gegensatz dazu hat das IR-B und IR-C einen geringen Tiefeneffekt bei hoher ther-
mischer Belastung der Grenzflache (Hellige et al., 1995).

Die Reflexion ist ebenfalls wellenléngenabhangig: innerhalb des IR-A Bereiches
sinkt sie mit steigender Wellenlange von 80% auf 10% und betragt im IR-B und IR-
C Bereich nur noch wenige Prozent (Hellige et a., 1995).

Der Hauptanteil des kurzwelligen IR-A wird zu 48% vom Corium bzw. zu 17%
durch die Subcutis absorbiert wird und dringt dabei bis zu einer Tiefe von 25 mm
ein. Die IR-B und IR-C Strahlung hingegen wird zum grofdten Teil durch die oberen
Hautschichten aufgenommen und tragt dadurch mafRgeblich zu schmerzhaften Uber-
hitzungserscheinungen an der Hautoberflache bel (Abb. 2) (Cobarg, 1995).
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Abb. 2: Absorption von Infrarotstrahlung verschiedener Wellenlangen in den
Gewebeschichten der menschlichen Haut, dargestellt in Prozent der gesamten
absorbierten Strahlung der angegebenen Wellenlénge (Bachern und Reed, 1931).
Strat. corn. = Stratum corneum, Strat. germinat. = Stratum germinativum, pum =
Mikrometer, mm = Millimeter, IR-A/B/C = Infrarot-A/B/C

Der weitere Verlauf der Strahlung nach der Grenzflache héngt nun stark vom
Medium ab. Aufgrund der ausgepragten optischen Inhomogenitét biologischer Ge-
webe kommt es zu Streuungen. Treffen sie auf ein optisch dichteres Medium, wird
ein Tell der Strahlung reflektiert und der hindurchtretende Reststrahl wird zum Fl&
chenlot hin gebrochen (Rzeznik, 1995). Die optische Dichte andert sich in einem
Organismus durch die Zusammensetzung der physikalischen Medien als miteinander
verbundene Gewebeschichten allerdings meist nicht sprunghaft, sondern nur
allmahlich. Das bedeutet, dass die Strahlung dann gebeugt in Richtung des Mediums
mit hoherer optischer Dichte verlauft (Rzeznik, 1995). Die zahlreichen
Richtungsanderungen im Gewebe sind der Grund dafiir, dass schon in den ober-
flachennahen Schichten starke Streuungen auftreten. Von dort aus verlaufen die
Strahlen weiter diffus in die Tiefe, wo sie an absorptionsfahige Gewebebestandteile
abgegeben werden (Rzeznik, 1995).

Die weitere Ausbreitung der Wéarme findet durch konduktiven oder konvektiven

Transport statt (Rzeznik, 1995). Durch Brown sche Molekularbewegung wird ein
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Wérmeenergiefluss von den Bereichen hoher Temperatur zu den Bereichen mit
niedrigerer Temperatur ausgel6st (Hellige et al., 1995). Der konvektive Transport
findet durch den Blutfluss statt, wobei der basale Blutfluss, der fir den
physiologischen Abtransport der aus dem Stoffwechsel anfallenden Warme eine
wichtige Rolle spielt, durch Reizung der Thermosensoren reflektorisch gesteigert
wird (Hellige et al., 1995). Der zu erwartende Temperaturgrenzwert ist dabei aler-
dings quantitativ kaum abschétzbar und wird von Faktoren wie die Absorptionsbe-
reitschaft des Gewebes sowie die Bestrahlungsstarke verstarkt. Konvektion und
Konduktion wirken hingegen vermindernd auf den Grenzwert (Rzeznik, 1995), was
z. B. auch die Effektivitét der Hyperthermie als therapeutische Modalitét in der Be-
handlung tief sitzender Tumoren erheblich limitierte (Nielsen et a., 2001), da der
konvektive Transport den Aufbau eines ausreichend hohen Temperaturgradienten
beeintréchtigt.

1.4.1 Wasserfilterung

Aus spektrometrischen Messungen mit Hilfe von Satelliten und Ballons ist bekannt,
dass sich die Sonneneinstrahlung auf Hohe des Meeresspiegels deutlich von der
auBerhalb der Atmosphére unterscheidet (Abb. 3). Die auf der Erde ankommende
Strahlung ist nicht nur schwécher, sondern ihr fehlen bestimmte spektrale Anteile
vollig (Cobarg, 1995). Fur diese Filterung ist hauptsachlich der Wasserdampf der
Atmosphére aber auch Sauerstoff, Ozon und Kohlendioxid verantwortlich (Cobarg,
1995). Sie ist der Grund dafir, dass wir in gemaligten Breiten die Sonnen-
einstrahlung als angenehm empfinden, in der Wiiste mit geringer Luftfeuchtigkeit
hingegen als , stechend* beschreiben. Durch die Wasserfilterung werden diese Be-
reiche herausgefiltert, die sonst durch die Wassermolekiile der oberen Hautschichten
absorbiert wirden und dort zu Ubermaiger thermischer Belastung und Schmerz-

empfindungen fuhren (Cobarg, 1995).

23



Sonnenstrah-
lung
aulerhalb der
Atmosphare

Sonnenstrahlung
gefiltert durch
Atmosphare an
einem triiben
Tag

ayJelssdun|yeilsag anne|al

Absorptionsbanden des Wasserdampfes

Abb. 3: Spektrum der Sonne oberhalb der Atmosphéare und nach der Filterung durch die
Atmosphére. Man erkannt deutlich die Absorptionsbanden des Wassers (Hydrosun,
2001). UV = Ultraviolett, VIS = visible light, IR-A/B = Infrarot-A/B

Rotlichtlampen, die fur konventionelle Infrarotbehandlungen verwendet werden,
enthalten diese spektralen Anteile immer noch und kénnen beim Patienten zu
schmerzhaften  Uberhitzungserscheinungen fuhren. Dies resultiert in einem

Abrtcken von der Lampe, was den Tiefeneffekt weiter vermindert (Cobarg, 1995).

Leitet man hingegen die Infrarotstrahlung eines Hal ogenstrahl ers durch eine wasser-
gefullte Kivette, kann der filternde Effekt der Erdatmosphére simuliert und die un-
erwinschten spektralen Anteile herausgefiltert werden. Dadurch wird die thermische
Belastung der oberen Hautschichten signifikant verringert (Hellige et al., 1995).
Abbildung 4 zeigt die Ahnlichkeit des verbleibenden Spektrums mit dem
Sonnenspektrum  in Meeresspiegelhthe, vor adlem im Bereich der
Hauptabsorptionsbanden (Hydrosun, 2001).
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Abb. 4: Sonnenspektrum sowie das Spektrum des Hydrosun-Strahlers im direkten
Vergleich. Aufféllig sind die tUbereinstimmenden Wasserabsorptionsbanden
(Hydrosun, 2001). UV = Ultraviolett, VIS = visiblelight, IR-A/B = Infrarot-A/B,
nm = Nanometer, m\W = Milliwatt, cm? = Quadratzentimeter, wIRA =
wassergefiltertes Infrarot-A

Das zurzeit einzige mobile IR-Kleingerét, das mit einer Wasserfilterung arbeitet, ist
der Hydrosun-Strahler (Hydrosun Medizintechnik GmbH, MUllheim, Deutschland),
der auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde. Die verbleibenden IR-A
Anteile zeichnen sich durch eine hohe Gewebepenetration mit geringer thermischer
Oberflachenbelastung aus. Hierdurch ist ein hoherer Energieeintrag ins Gewebe

moglich.

Ein weiterer Vorteil dieses Strahlers ist, dass im Gegensatz zur Sonne keine UV
Strahlung emittiert und der Infrarotanteil mit Hilfe eines Farbfilters (BTE 595)
gegenlber dem sichtbaren Licht (VIS = 380-780 nm) zusétzlich betont wird
(Hoffmann, 2007).
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1.4.2 Wirkmechanismen

Wassergefiltertes IR-A zeichnet sich durch eine hohe primére Tiefenwirksamkeit
aus. Durch die hohe Gewebepenetration der Infrarot-A-Strahlung (Cobarg, 1995)
wird in der Tiefe des Gewebes ein therapeutisches Warmefeld aufgebaut (Hellige et
al., 1995; Vaupel und Stofft, 1995). Die daraus resultierende Durchblutungsstei-
gerung (Hellige et al., 1995; Mercer, 2005) sorgt fur die schnelle Bereitstellung von
Nahrstoffen und eine verbesserte Sauerstoffversorgung des Gewebes, der
Sauerstoffpartialdruck wird angehoben (Hartel et al., 2006). Durch den Temperatur-
anstieg erfolgt eine Stoffwechselsteigerung, die geméal der RGT- Regel (3°C
Temperaturerhdhung - 30% Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit) die Energie
liefernden Prozesse zusétzlich positiv beeinflusst (Hoffmann, 2006).

Neben diesen thermischen Effekten werden der wiRA zahlreiche nicht-thermische
Effekte zugeschrieben, die auf der Reizsetzung auf Zellen oder zelluléren Strukturen
beruhen. Es kommt teilweise schon bei sehr geringen Bestrahlungsintensitdaten zu
zielgerichtetem Plasmodienwachstum (Albrecht-Buehler, 1991) oder gerichtetem
Wachstum von Neuronen (Ehrlicher, 2002), zur Beeinflussung der Cytochrom-
Oxidase-c (Karu, 1999; Karu et a., 2001) oder zu zellschitzenden Effekten von
Infrarot A (Menezes et al., 1998) oder wassergefiltertem Infrarot A gegen durch
UV-Strahlung verursachte Schaden (Applegate et al., 2000). Bestimmte
Wellenlangen innerhalb des wiRA beeinflussen die Adhé&sion zwischen Zellen und
extrazelluldrer Matrix (Karu et al., 2001), was eventuell auch einen positiven Effekt
auf kosmetische Resultate bei der Wundheilung hat (Hartel et al., 2006).

1.4.3 Bisherige wIRA Erfahrungen bei der Wundheilung

Hartel et a. (2006) untersuchen in einer prospektiven, randomisierten,
kontrollierten, Doppelblind - Studie bei 111 Patienten nach Abdominalchirurgie in
der Chirurgischen Universitétskliniklinik Heidelberg die Therapie akuter Wunden
mit WIRA. Die Testgruppe wird zweimal taglich fur 20 min mit wiRA+VIS
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in einem Abstand von 25 cm bestrahlt und zeigt gegentiber der Kontrollgruppe (nur
VI1S) eine signifikante und relevante Schmerzminderung (p = 0,001) verbunden mit
vermindertem Analgetikabedarf. Die Evaluation der Wunden wird mittels einer
visuellen Analogskala vom Chirurgen und Patienten durchgeftihrt und ergibt bei der
Evauation durch den Chirurgen eine signifikant verbesserte Wundheilung der
WIRA-Gruppe. Ebenso wird das kosmetische Ergebnis an Tag 6 nach der OP
beurteilt und falt signifikant positiv zu Gunsten der behandelten Gruppe aus. Zudem
gibt es einen Trend zur niedrigeren Wundinfektionsrate bei der wiRA-Gruppe (3
von 46, ca. 7% vs. 7 von 48, ca. 15%) und kirzerem Krankenhausaufenthalt (9 d
WIRA vs. 11 d Kontrolle, p = 0,037; Hartel et al., 2006).

Andere Studien beschreiben ebenfalls positive Effekte der wiRA-Bestrahlung auf
die Heilung akuter und chronischer Wunden (z. B. Brandverletzungen, chronisch
vendse Unterschenkelulzera), oder experimenteller oberflachlicher Wunden (von
Felbert et a., 2007; Hartel et al., 2007; Mercer et a., 2008).

Im Bereich der Veterindrmedizin findet die wiRA-Strahlung bisher vor alem in der
Physiotherapie bel Pferden unterstitzend Anwendung. Die bis tief in die Muskulatur
reichende Hyperthermie bereitet manuelle Anwendungen vor und intensiviert sie
(DIPO, 2009). Erste Erfahrungsberichte aus der Kleintierklinik heben besonders die
gute Akzeptanz bei Patienten hervor. Die Warmebehandlung mit wiRA zeigt hier
gute Effekte bei Hypothermie im Zusammenhang mit einem Schockgeschehen oder
intra- und postoperativ. Bestrahlte Tiere wachen schneller auf und zeigen weniger
postnarkotische Symptome. Bei der Behandlung von Tieren mit dem Katzen-
schnupfenkomplex kann eine deutliche Verbesserung des Allgemeinbefindens
innerhalb von 24 Stunden festgestellt werden (Schabel, 2009). Im Bereich des
Pferdesports wird auch Infrarot-C-Strahlung eingesetzt. Bei Tieren mit Rlcken-
problematiken konnen nach Bestrahlung in einem sogenannten Thermium
kurzfristig hochgradige Verbesserungen in der klinischen Symptomatik erreicht
werden. Positiv hervorzuheben sind aul3erdem ebenfalls die Vertraglichkeit und
Akzeptanz (Kalinowski, 2007).
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1.5  Zielsetzung

Aus den oben geschilderten physikalischen Grundlagen und den Erkenntnissen, dass
WIRA das Gewebemilieu bei relativ hohem Energieeintrag ohne thermische Belas-
tung der Oberflache signifikant verbessert, kdnnen positive Effekte auf die Wund-
heilung postuliert werden. Unstrittig ist, dass eine verbesserte Gewebedurchblutung,
hohere Sauerstoffversorgung und besserer Abtransport von Metaboliten fur die
Wundheilung férderlich sind. Trotzdem finden sich in der Humanmedizin nur
wenige und in der Veterinarmedizin unseres Wissens keine Arbeiten in peer-
reviewed Journals, die die positiven Effekte unstrittig beweisen und Uber eine

Struktur-Funktions-K orrelation die Angriffspunkte und Wirkmechanismen belegen.

Vor diesem Hintergrund ist das Ziel dieser Arbeit, die mdglichen Effekte der wiRA-
Strahlung in einem etablierten Maus-Defektwundenmodell zu erfassen. Die Hypo-
these war, dass die , Time to Closure® der Defektwunden als Modell fir chronische
Wunden unter wiRA kirzer ist as unter Scheinbestrahlung. Die zweite Hypothese
war, dass die Effekte bei sehr alten Tieren, unter der Annahme einer verzdgerten
Wundheilung, ausgepragter sind.

Neben dem priméren Endpunkt Time to Closure sollte die Funktionalitdt der Narbe
bzw. des Ersatzgewebes durch biomechanische Zug-Dehnungsversuche untersucht
werden. Weitere sekundare Endpunkte wie Schichtdicke, Gefdldichte und
Kollagengehalt sollten eine Struktur-Funktions-Analyse ermoglichen und zu einem

besseren Verstéandnis der wiRA-Wirkung beitragen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur den Versuch wurden weibliche, etwa 24-32 g schwere Balb/c Méuse (Substamm
J) aus Weiterzuchten der Zentralen Versuchstiereinrichtung Mainz verwendet. Die
Jungtiergruppe war drei Monate alt. Bei den Alttieren handelte es sich um ehemalige
Zuchttiere, deren Alter zu Versuchsbeginn zwischen 20 und 21 Monaten lag. Die
Tiere wurden paarweise in Makrolonk&figen Typ 2 (265 mm x 205 mm x 140 mm,
Ebeco GmbH, Castrop-Rauxel) unter konstanten Raumbedingungen (23°C, 56%
Luftfeuchte, 12 h Tag — 12 h Nacht — Rhythmus) gehalten. Sie hatten freien Zugang
zu Wasser und Standardfutter (extrudiertes Alleinfuttermittel fir Mausezucht, Sniff
Speziadidten GmbH, Soest, Deutschland).

Postoperativ wurden statt Einstreu Einmal papiertiicher und sterile Gazekompressen
verwendet, um einer Wundkontamination vorzubeugen. Am zweiten Tag post OP
wurden die Tucher durch normale Einstreu ersetzt. Alle Experimente wurden in
Ubereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz der Bundesrepublik Deutschland von
2006, unter der Tierversuchs-Genehmigungsnummer  177-07/051-45 des
L andesuntersuchungsamtes Rheinland Pfalz durchgefihrt.

2.2 Vorversuche zur Ermittlung der Bestrahlungsstéarke

Zu Beginn wurde die Energieverteilung bei unterschiedlichen Bestrahlungsmaxima
im Zentrum des Bestrahlungsfeldes mit Hilfe des Bestrahlungsmessgerétes (HBM-1,
Hydrosun Medizintechnik GmbH, Mullheim) untersucht. Dabei wurde ausgehend
vom Zentrum in 5 cm Abstanden die Bestrahlungsstarke gemessen (Tab. 2).
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Bestrahlungsstarke [mW/cm?2]

Zentrum 5cm 10 cm 15cm 20 cm
190 190 100 30 13
126 126 74 29 17
75,5 75 73 54 27

Tab. 2: Bestrahlungsstarken ausgehend vom Zentrum des Bestrahlungsfeldes. mW =
Milliwatt, cm = Zentimeter, cm? = Quadratzentimeter

Ausgehend von den humanmedizinischen Bestrahlungsversuchen wahlten wir an-
fanglich eine Bestrahlungsstarke im Zentrum von 190 mW/cn?. Eine Maus wurde
mit Avertin (Tribromoethanol) narkotisiert, ein Rektalthermometer eingeftihrt und
am Schwanz fixiert. Zusétzlich wurde bei dem Tier vor Beginn der Bestrahlung,
sowie nach 5 minttiger Bestrahlung, die Hauttemperatur an der rasierten Rucken-
partie sowohl per Sonde (Thermoelement Typ 2ABAc, Philips, Kassel) als auch
mittels Infrarotthermografie gemessen. Wegen des extremen Anstieges der
K orperinnentemperatur auf fast 45°C nach nur 5 Minuten, haben wir im Folgenden
die Bestrahlungsintensitdét auf 100 mW/cm? herabgesetzt. Hierbei stieg die
Rektaltemperatur nach 10 Minuten auf 41,3°C. Eine weitere Nebenwirkung der
hochdosierten Bestrahlung waren Corneatribungen, die durch den fehlenden
Lidschluss der narkotisierten Tiere entstanden. Die prophylaktisch applizierte
Bepanthen Augensalbe (Dexpanthenol, Bayer Vital, 51368 Leverkusen) konnte dies
nicht verhindern.

Ein weiteres Versuchstier wurde mit einer Dosis von 75 mW/cm? fir ebenfalls 10
min bestrahlt. Es kam hier zu einem tolerierbaren Anstieg der K érperkerntemperatur
von 32,2°C auf 37,9°C (physiologische Kdrpertemperatur 35-39°C; Visser, 2006).
Bel nicht narkotisierten Tieren, an denen die Versuche im Folgenden durchgefiihrt

wurden, traten unter dieser Dosierung keine Corneatrilbungen auf.

Wir untersuchten im Anschluss den genauen Temperaturverlauf von Rektaltempe-
ratur und Hauttemperatur mittels Infrarotthermographie und Sonde, sowie die sub-
kutane Temperatur zweier Tiere unter 10 minutiger Infrarotbestrahlung bei 75
mW/cm? bis 20 Minuten nach Beendigung der Bestrahlungseinheit (Abb. 5). Auch
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hier zeigte sich ein moderater Korperkerntemperaturanstieg auf maximal 39,3°C, der
sich nach Bestrahlungsende noch etwa eine Minute fortsetzt.

Die Hauttemperaturen mit einem Maximum bei 39,7°C waren ebenfalls tolerierbar.
Die subkutane Temperatur lag immer etwa 0,5-1°C unter der Hauttemperatur und
sank nach Ende der Bestrahlung parallel zu ihr in etwa 15 Minuten wieder auf ihr

Ausgangsniveal.

—=—rektal

subkutan

—m— Haut

Haut Infrarot

Temperatur [°C]

gﬁa@&@@@@@@\&@@@@@&
A0"]/0‘%% \,,;o\‘/b%%q/ Q)Q)Q
Zeit

Abb. 5: Temperaturverlauf unter 10minutiger wiRA Bestrahlung (75 mW/cm?) bis 20 min
nach der Bestrahlung. °C = Grad Celsius, min = Minute, wIRA = wassergefiltertes
Infrarot-A

2.3 Versuchsprotokoll

Junge Tiere: die Mause wurden gleichmaldig nach Gewicht in zwei Gruppen
eingetellt. Die Testgruppe (n=12) erhielt zweimal taglich im Abstand von sechs
Stunden eine zehnminitige Bestrahlung mit wassergefilterter Infrarot A Strahlung
bei einer Bestrahlungsstarke von 75 mW/cm2. Die Kontrollgruppe (n=12) wurde
unter identischen Bedingungen zweimal taglich scheinbestrahlt. Die Wunden aller

Tiere wurden jeweils drei Tage nach Wundverschluss exzidiert (Abb. 6 a).
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a)
Entnahmezeitpunkt

Wundsetzung nach (3d nach Wundschluss)

Rasur & Ent_haar_ung 50% 100% Zerreifprobe

_8 mm HaUth ops estanze Wund- Wundverschluss Granu|ation$elvebe

in Avertinnarkose verschluss Kollagengehalt
Gefaldichte

Bestrahlung wiRA
(75mW/cm?2 2 mal tgl. 10 min)

b .
) Entnahmezeitpunkt 1 an\t/\r;s?g:fe'tpunkt 2
Wundsetzung nach (3d nach Wundschluss) Wundschluss)
Rasur & Enthaarung 50% 100%  ZerreiRprobe ZerreiRprobe
8 mm Hautbiopsiestanze Wund- Wundver- Granulationsgewebe Granulationsgewebe
in Avertinnarkose verschluss schluss Kollagengehalt Kollagengehalt
Gefaldichte Gefaldichte
@ -

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 37 38 39 40

| | |

Bestrahlung wiRA
(75mW/cm2 2 mal tgl. 10 min)

Abb. 6 a und b: Schematische Ubersicht des Versuchsablaufs (junge Tiere a, ate Tiere
b):Am Tag 0 erfolgte die operative Wundsetzung unter Narkose. Die erste
Bestrahlung fand am Tag 1 mit einem Abstand von 56 cm fir die Dauer
von 10 min bei 75mwW/cm? statt. Die Strahlungsdosis pro
Bestrahlungseinheit betrug 45 Jcm2. Ab Tag 2 wurde diese Behandlung
zweimal téglich im Abstand von 6 h durchgefiihrt. Am Tag 9 erfolgte ein
Schorfdébridement. Ab Tag 15 (3 d nach Wundverschluss) fanden die
ersten Probenentnahmen der Tiere statt. Bel einem Teil der alten Tiere
fand die Probenentnahme 4 Wochen nach Wundverschluss statt. Es
erfolgte die Fotodokumentation der Wundriickseite, Zug-Dehnungs-
Zerrei3probe und Vorbereitung der Proben zur Paraffineinbettung bzw.
Immunhistochemie. mW = Milliwatt, cm?2 = Quadratzentimeter, d = Tag,
Wo = Woche, mm = Millimeter, tgl. = taglich, wIRA = wassergefiltertes
Infrarot-A
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Alte Tiere: die Mause wurden gleichmallig nach Alter und Gewicht in zwei
Gruppen eingeteilt. Die Testgruppe (n=17) und Kontrollgruppe (n = 17) wurden
nach dem gleichen Schema wie die jungen Tiere behandelt bzw. scheinbestrahlt.
Jewells sieben Test- und Kontrolltiere wurden zu einem frihen Zeitpunkt (drei Tage
nach Wundschluss), 10 Test- und Kontrolltiere zu einem spéten Zeitpunkt (vier Wo-

chen nach Wundschluss) entnommen (Abb. 6 b).

2.4 Operation und Narkose

Allen Tieren wurde am Vortag der OP die obere Rickenpartie bis in den Kreuz-
bereich trocken rasiert und anschlief3end mit elca® med Enthaarungscreme (Asid
Bonz GmbH, Herrenberg, Deutschland) grindlich enthaart. Die Wundsetzungen
erfolgten nach Wagung in tiefer Avertin-Narkose (Dosierung; 1 mi/100 g KG).
Hierzu wurden 1g Tribromoethanol mit 0,59 Pentanol in 6 ml 99%igem Ethanol
gelost und anschlief3end 67,5 ml 10 mM PBS Puffer dazugegeben, was 75 ml
Avertin-Losung ergibt. Um Corneatribungen vorzubeugen, wurde jedem Tier
Bepanthen Augensalbe (Dexpenthenol, Bayer Vital, 51368 Leverkusen,
Deutschland) aufgetragen. Die Haut im Operationsgebiet wurde mit Ethanol
(Frecaderm®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland)
desinfiziert. Unter dem OP-Mikroskop wurde tber der Mittellinie des Riickens im
Lendenwirbelbereich eine 8 mm grof3e Vollhautzirkulérwunde gestanzt (Biopsie-
stanze 8 mm; Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach, Deutschland) bzw. mit einer
Schere geschnitten. Die algemeine Korperfaszie sollte hierbel intakt bleiben. An-
schlieffend erfolgte die erste Fotodokumentation der Wundsituation. Die Mause
wurden dann paarweise in K&figen untergebracht und mit einer Warmelampe
bestrahlt, um eine narkosebedingte Unterkiihlung zu vermeiden. Bis zum Abklingen

der Narkose standen sie unter regelmaldiger Beobachtung und Aufwachkontrolle.
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2.5  Bestrahlungsprozedere

Am Tag 1 nach der Wundsetzung fand die erste Bestrahlung der Testtiere von 10
min unter 75 mW/cm?2 wassergefiltertem Infrarot A statt. Die Kontrolltiere wurden
fur den gleichen Zeitraum ohne Bestrahlung unter den Hydrosun-Strahler gesetzt.
Ab Tag 2 wurde die Bestrahlung bzw. Pseudobestrahlung zweimal t&glich im
Abstand von sechs Stunden durchgefihrt. Am Tag 14 fanden die letzten beiden
Bestrahlungseinheiten statt.

2.5.1 Bestrahlungsgerat

Fur diese Untersuchungen wurde ein Hydrosun-Strahler (Hersteller: Hydrosun
Medizintechnik GmbH, Mauchenerstr. 14, 79379 Millheim) vom Modell wiIRA 750
FS verwendet (Seriennummer 0870051). Dieses Gerdt ist als aktives Medizin-
produkt, Klasse Ila klassifiziert. In seinem zylindrischen Gehause, das auf3en mit
Kuhlrippen versehen ist, befindet sich eine Haogenlampe (USHIO HPL
575/230X +) als Strahlungsquelle (Abb. 7). Die Vorderseite schliefst mit der Filter-
kivette aus 4 mm Wasser und einem Standardfarbfilter BTE 595 zwischen Vorder-
fenster und dem hitzebesténdigen Glaskeramikfenster als Rlckseite ab. Dahinter
befindet sich ein Parabolreflektor, der die Halogenlampe umschliefdt. Dieser
garantiert eine einheitliche Strahlenbindelung fir eine sich im Brennpunkt
befindliche Punktlichtquelle. Daher hat der Reflektor eine genarbte Oberflachen-
struktur, um durch Vielfachreflektion der Strahlen eine homogene Ausleuchtung zu
erreichen und damit auch eine ausgeglichene Intensitdt und Erwérmung. Der Venti-
lator an der Strahlerriickseite saugt die Warme aus Gehause, K thlrippen und um den
K tivettenkranz ab und leitet sie nach auRen. Uber eine elektrische Zeitschaltuhr 14sst
sich die Bestrahlungszeit regeln. Der Strahler emittiert ein Spektrum von 595-780
nm VIS (sichtbares Licht) und 780-1400 nm wIRA (wassergefiltertes Infrarot A).
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Zeitschaltuhr Halogenlampe Wasserkivette

Ventilator

BTE 595 Filter

Abb. 7:Querschnitt eines wassergefilterten Infrarot-A Strahlers (Hydrosun, Mllheim,
Deutschland). Die gesamte Strahlung einer Hal ogenlampe wird durch eine mit
Wasser gefilllte K livette geschickt, die unerwiinschte Wellenldngen innerhalb des
Infrarots (Infrarot B und C sowie die Wasserabsorptionsbanden innerhal b des
Infrarot A) herausfiltert. Das Wasser ist innerhalb der K livette hermetisch
abgeschlossen. Der Ventilator sorgt fur die Kihlung der Kiivette und verhindert das
Kochen des Wassers (abgewandelt nach Hydrosun, 2001).

2.5.2 Gerat zur Messung der Bestrahlungsstarken

Das Bestrahlungsmessgerdt (Hydrosun Medizintechnik GmbH, Mdullheim,
Deutschland) ist vom Typ HBM-1 (Seriennummer 0999901) und misst
Strahlungsstérken von 10 bis maximal 1000 mW/cm?. Eintreffende Photonen geben
ihre Energie in Form von Wérme an den Detektor, eine Halbleiter-Thermosaule ab,
an der dann eine Spannung entsteht, die proportional zur eingestrahlten Energie ist.
Diese wird durch einen Spannungsmesser ermittelt, umgewandelt und auf dem
Display als mW/cn? ausgegeben. Ein neutraler Dampfungsfilter schiitzt den
Detektor vor zu hohen Bestrahlungsstérken.
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2.6 Dokumentationen

Bel alen Tieren wurden die WundgrofRen regelmaldig photographisch und die

Temperaturabstrahlungen infrarotthermographisch dokumentiert.

2.6.1 Erfassung der aktuellen WundgrofRRen

Die Wunden wurden mit einer JVC-Videokamera (3CCD, KY-F75U, Victor
Company of Japan, Japan) auf einem Leica—Stativ mit einem Abstand von 30 cm
und einer Vergrofderung von 1,6-fach kalibriert aufgenommen. Bei jeder Aufnahme
wurde ein 5 mm langer Messbalken, der neben der Wunde platziert wurde, fur ggf.
notwendige Nachkalibrierungen mit aufgenommen. Die Aufnahmen wurden in ein
Diskus-Morphometrie-System eingespeichert (Diskus 4.80, Hilgers, Konigswinter;
Deutschland). Die GrofRen der Wunden wurden interaktiv durch Markierung der

Wundflachen mit einem Cursor erfasst.

2.6.2 Infrarotthermographie (IRT)

Zur Erfassung moglicher Effekte der Bestrahlung wurden alle Tiere jeden zweiten
Tag (gerade Tage) 4 h nach der morgendlichen Behandlung thermographiert. Eine
Untergruppe von vier Tieren (junge: B-WI-06, B-WI-07, B-WI-08, B-WI-09; alte:
B-WI-30, B-WI-31, B-WI-40, B-WI-41) wurde zur Erfassung der Lange und des
AusmalRes der bestrahlungsbedingten Temperaturveranderung am  ersten

postoperativen Tag sequentiell zu folgenden Zeitpunkten untersucht:

Unmittelbar vor Bestrahlung (L eerwert)
Unmittelbar nach Bestrahlungsende
15 min nach Bestrahlungsende
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30 min nach Bestrahlungsende
45 min nach Bestrahlungsende
60 min nach Bestrahlungsende
90 min nach Bestrahlungsende
2 Stunden nach Bestrahlungsende
3 Stunden nach Bestrahlungsende
4 Stunden nach Bestrahlungsende

Nachdem sich in einer ersten Zwischenauswertung zeigte, dass die Effekte der
Bestrahlung von eher kurzer Dauer sind, wurden diese Untergruppen ab dem
zweiten Tag nur unmittelbar vor und nach der Behandlung, sowie vier Stunden nach

Bestrahlung thermographiert.

2.6.2.1 Infrarotkamera

Die Infrarot-Thermographien wurden mit dem Thermographiesystem Varioscan
high resolution Typ 3021-ST durchgefiihrt (JENOPTIK, Laser, Optik Systeme
GmbH; Seriennummer 133105; Abb.8). Der Temperaturmessbereich der Kamera
liegt zwischen -40 bis 1200°C. Sie wurde ab Werk bei 22°C +/- 2°C normkalibriert
und besitzt eine Temperaturmessgenauigkeit von < +/- 2K (bei enem
Messbereichsendwert von 100°C, sonst < +/- 1% des jewelligen
Messbereichsendwertes). Dieses System ist mit einer Germaniumoptik fir den
Wellenlangenbereich von 8-12 um ausgestattet. Das Objekt wird mittels eines
zweidimensionalen Spiegelscanners abgetastet, wobel der Horizontalscanner die
zeilenweise Abtastung vornimmt und der Vertikalscanner dann aus den einzelnen
Zeilen ein Bild aufbaut. Das Bildformat betragt 360 x 240 Pixel. Die
Bildinformation gelangt vom Scanner durch die asphéarische Abbildungsoptik auf
den Stirling-gekihlten Detektor. Durch Fokussierung wird die Abbildungsoptik
axial verschoben (Brennweite der Optik 35 mm). Die mégliche Objektentfernung
liegt dabei zwischen 0,2 m und unendlich. Wir wahlten eine Objektentfernung von

21 cm, was in ener 14-fachen Vergroflerung resultierte. Nach jedem
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aufgenommenem Bild misst ein Thermoelement die Temperatur eines in den
Strahlengang gebrachten Referenzstrahls (Chopper). Durch den Vergleich der
Strahlungsintensitdt des Choppers und des Objekts wird eine Online-
Temperaturmessung moglich. Die Steuerung der Kamera erfolgte mit der IRBIS ®
control 2.2 Software (InfraTec GmbH, Dresden, Deutschland). Uber ein PC-Link-
Interface wurden durch ein Ethernetkabel und eine PC-Netzwerkkarte die Daten zu

einem Notebook Ubertragen.

Abb. 8:Infrarotkamera Varioscan high resolution (Betriebsanleitung Varioscan high
resolution, JENOPTIK, Jena).

2.6.2.2 IRT-Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der IRBIS ® professional 2.2 Software (InfraTec
GmbH, Dresden, Deutschland). Prinzipiell ist es mit dieser Software moglich, eine
beliebige Anzahl an Messdefinitionen (Messpunkte, -linien, -flachen) in das
Thermografiebild zu setzen und die Temperaturen zu ermitteln.

Wir definierten Uber der Wunde eine Region of Interest, aus deren
Temperaturhaufigkeitswerten der Mittelwert berechnet wurde (Abb. 9). Als
Referenzwert wurden die Temperaturen in einem normalen Hautgebiet erfasst.
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Abb. 9: Infrarot-Thermographien von Mausen vor (a) und nach (b) der Bestrahlung. Das
schwarz markierte Feld (a) entspricht der Wundfléche. CO1 zeigt die Region of
Interest Uber der Wunde, C02 den Referenzbereich tiber gesunder Haut.

2.7 Gewebeentnahme

Nach Euthanasie durch intraperitoneale Applikation von 0,2 ml Pentobarbital
(Narcoren®, Rhone Merieux GmbH, Laupheim, Deutschland) folgte vereinzelt eine
Nachrasur des Wundareals mit dem Elektrorasierer. Unter dem OP-Mikroskop
wurde ein quadratisches Hautstiick um das Wundgebiet markiert. Dieses wurde
exzidiert und mittels der vorher gemessenen Kantenléngen in seiner Originalgrofie
auf eine Korkplatte gepinnt, um eine Geweberetraktion infolge Muskelkontraktion
zu verhindern. Anschlief3end erfolgte die Fotodokumentation der Wundriickseite mit
ihrer Geféal3struktur. Sie wurde unter dem Operationsmikroskop bel 2,5-facher
VergroRerung mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 990, Nikon GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) vorgenommen. Aus der Mitte der Wunde wurde dann eine
3 mm x 10 mm grof3e Probe fir den Zerreil3test ausgestanzt und ihre Seiten mit dem
Skalpell hantelférmig verlangert. Diese Prifkorper erhielten eine Hantelform (Abb.
10), damit die ZerreiBung im schméaleren Bereich im Sinne einer ,, Soll-Bruch-Stell e
erfolgte. Die Wundkanten, die sich kranial und kaudal der Stanze befanden, wurden
zum einen in 4%igem Formalin (E. Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert und
spater fur histologische Auswertungen in Paraffin (Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Bensheim, Deutschland) eingebettet, zum anderen in Alkohol fir

immunhistochemi sche Auswertungen fixiert.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Probenentnahme:
1. Hautausschnitt 2. Wunde 3. Restwundbereich zur Formalinfixierung
4. Restwundbereich zur Alkoholfixierung 5. hantelférmige Stanze fir Zug-
Dehnungs-Zerreil3probe.

2.8  Zug-Dehnungs-Zerreif3test

Die hantelformigen Enden des ausgestanzten Gewebestreifens wurden in den
Klemmbacken eines Tensiometers (Wolloscheck et al., 2004; Abb. 11) fixiert, die
anschlief3end durch einen Elektromotor mit der Geschwindigkeit von 0,65 mm/s bis
zur Zerreil3ung der Probe auseinander getrieben wurden. Die dabei aufgewendeten
Kréafte wurden Uber einen Kraftaufnehmer ermittelt und als Weg-Kraft-Diagramm in
der Catman 4.5 Software (HBM, Hottinger Baldwin Messtechnik, Langen,
Deutschland) auf dem PC dargestellt. Zur weiteren Auswertung wurde Fmax

(maximale Kraft zur Zerreif3ung der Probe) verwendet.
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Abb. 11: Versuchsaufbau Zug-Dehnungs-Zerreifdtest:
1. Klemmbacken mit eingespannter Gewebeprobe (=) 2. Kraftaufnehmer 3.
Spindel 4. Potentiometer 5. Elektromotor 6. Verstarker (Spider 8) 7. PC (Catman
4.5 Software).

2.9  Histologische Verfahren

Die kranialen Abschnitte der Wunde wurden a's Proben fir die Formalinfixierung,

die kaudalen Abschnitte zur Alkoholfixierung gewonnen.

Die einzelnen Schritte der Alkoholfixierung waren:

1 x 50% Isopropylakohol (E. Merck, Darmstadt, Deutschland) 20 min
1 x 70% Isopropylakohol 20 min

1 x 90% Isopropylakohol 20 min

2 x 100% | sopropylakohol je 20 min

2 x Xylol (E. Merck, Darmstadt, Deutschland) je 20 min

41



Die restlichen Proben wurden Uber Nacht in 4 %igem Formalin fixiert und
anschlief?end im Einbettautomaten Shandon Excelsior (Hypercenter 2 Shandon,
Frankfurt a. M., Deutschland) in folgenden Schritten dehydriert:

2 X 4% Formalin je 10 min

1 x 70% Isopropylakohol 30 min

1 x 80% Isopropylakohol 30 min

1 x 90% Isopropylakohol 30 min

1 x 96% I sopropylakohol 30 min

2 x 100% Isopropylakohol je 30 min
1 x Xylol 20 min

2x Xylol je 30 min

Anschlief3end wurden die Proben in Paraffin (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Bensheim, Deutschland) eingebettet und in Formen ausgegossen. Nach der
Aushéartung wurden am Schlittenmikrotom (Schlittenmikrotom Leica, Jung SM
2000R, Nussloch, Deutschland) Schnitte von 5 um Dicke hergestellt, die nach
Streckung im 37°C warmen Wasserbad auf einen Objekttrager (Super-Frost® Plus

Menzel GmbH & CoK G, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen wurden.

2.10 Lichtmikroskopie

Die Haematoxilin-Eosin (Haemalaun sigma MHS-32, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland)-Farbung der Paraffinschnitte erfolgte nach
Standardprotokall (s. Anhang). Von den Schnitten wurden mit dem Photomikroskop
Axiophot (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) digitale Aufnahmen angefertigt,
die dann mittels des Analyseprogramms Diskus ver. 4.80 (Hilgers, Konigswinter;

Deutschland) an einem 20 Zoll Flachbildschirm ausgewertet wurden.
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2.10.1 Schichtdicken

Um die durchschnittlichen Schichtdicken von Granulationsgewebe, Epidermis und
Dermis, Subkutis und des Hautmuskels zu ermitteln, wurden jeweils 5 Strecken in
jeder der Schichten senkrecht zur Oberflache gemessen und der Mittelwert gebildet
(Abb. 12). Zur Durchfiihrung der Messung wurden die Praparate der jungen Tiere
und die der alten Tiere friher Entnahme in 5- oder 10-facher ObjektivvergrofRerung
und 160-facher Endvergréf3erung auf dem Bildschirm dargestellt.

'

Epidermis
Dermis

A

Subkutis

A 4

tPannicqus carnosus

IFaszie

Abb. 12: Beispiel fUr eine Schichtdickenmessung der einzelnen Gewebearten. Farbung: HE
ObjektivvergrofRerung: 5x; EndvergrofRerung 70x; schwarzer Balken = 500um.
Die angezeigten Werte werden fir die Berechnung in ein
Tabellenkalkulationsprogramm importiert. um = Mikrometer
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2.10.2 Kollagenfaseranteil

Die Préparate wurden nach Standardprotokoll mit Pikrin-Sirius-Rot gefarbt (s.
Anhang). Anhand der Pikrin-Sirius-Rot gefarbten Schnitte wurde der
Kollagenfaserantell ermittelt.

Zunéchst wurden von jedem Prdparat mit dem Photomikroskop Axiophot digitale
Aufnahmen des Wundgebietes angefertigt. Danach wurden die kollagenhaltigen
Anteile mit Hilfe der Software KS 300 (Kontron AG, Eching Deutschland)
farbcodiert. Mittels Falschfarbenanalyse wurde dann der prozentuale Anteil
kollagener Fasern an der Region of Interest erfasst. Von jedem Préparat wurden drei
Messwerte ermittelt und ein Mittelwert gebildet.

2.10.3 Gefaldichtebestimmung

Fur die immunhistologische Untersuchung wurde vom alkoholfixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebe am Schlittenmikrotom 5 pm dicke Schnitte
angefertigt. Um die Endothelzellen immunhistologisch darzustellen, wurde ein
gegen CD 31 gerichteter Antikorper verwendet der ein Glykoprotein markiert, das
auf adulten und embryonalen Endothelzellen, sowie schwach auf Thrombozyten

exprimiert wird.
Mittels des Photomikroskopes Axiophot wurde jeweils eine Aufnahme des

Wundbereiches und intakter Haut mit einer 5-fachen Objektivvergroferung
angefertigt. Die Bildschirmvergrof3erung betrug 160x. Das
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Analyseprogramm Diskus 4.80 diente zur Ermittlung der gefél¥freien Flachen
aulRerhalb des Préparats und der Epidermis. Anschlief3end wurden die Bilder einzeln
auf DIN A 4 Blétern in eéinem Format von 155 cm x 20,5 cm mit ener
EndvergréRerung von 98x ausgedruckt. Uber diese Bilder wurde ein Weibel Grid
mit 52 x 34 = 1768 Boxen gelegt (Weibel, 1979). Jedes Quadrat mal3 45 mm x 40
mm und umfasste somit eine Fléche von 1800 mma2.

Als Ereignis wurde gezahit, wenn ein Gefallumen oder eine CD31 positive Zelle
mit der oberen linken Ecke einer einzelnen Box zusammenfiel. Teilt man nun die
Gesamtanzahl positiver Ereignisse durch die Flache des Auswertungsgrids (= ale
Boxen, die das Prdparat, ausschliefdlich der Epidermis, bedecken), erhdt man den
prozentualen Anteil der Gefal¥flache.

Abb. 13: Messprinzip des

®
/ Weibel — Grids. Punkte,
() p% die auf eine linke obere
1 % Ecke des Gridsfallen =
[ 4 positives Ereignis
by D
® ®
P

Das Beispiel zeigt 3 positive Ereignisse in einem 10 x 10 Grid mit einer Gesamtzahl
an 100 Boxen (Abb. 13). Als Ereignis zdhlen nur die rot hervorgehobenen Punkte,
die die obere linke Ecke einer Box bedecken. Alle anderen Punkte fallen nicht mit
einer oberen linken Boxenecke zusammen. Dies entspricht einer Geféf3flache von
3%.

Dieses einfache Morphometrieverfahren eignet sich vor alem zur Ermittlung von

Durchschnittswerten und hat eine hohe Zuverl&ssigkeit und Reproduzierbarkeit,
solange die Gridboxgrof3e mit der durchschnittlichen Ereignisgrof3e korrespondiert.
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2.11 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die datistische Auswertung erfolgte mittels SigmaStat 3.1 (Jandel Scientific
Software, Erkrath, Deutschland), zur graphischen Darstellung wurde SigmaPlot 10.0
(Jandel Scientific Software, Erkrath, Deutschland) verwendet. Zur Bestimmung von
Unterschieden zwischen einzelnen Gruppen wurde der t-Test fir ungepaarte,
unverbundene Daten gebraucht. Als statistisch signifikant wurden Unterschiede mit

einem p-Wert < 0,05 gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1  Junge Mause

Das Versuchstier (B-WI-29) starb vor Versuchsende und konnte nicht ausgewertet
werden. 23 Tiere wurden drel Tage nach Wundverschluss euthanasiert und

ausgewertet.

3.1.1 Zeitlicher Verlauf des Wundverschlusses

Die Abbildung 14 zeigt einen anndhernd linearen Verlauf des prozentualen
Wundverschlusses, wobei die Kurven der Test- und Kontrollgruppe nahezu paralel
verlaufen. Die Kontrollgruppe zeigte eine Tendenz zur schnelleren Heilung.
Innerhalb der Testgruppe traten starkere Streuungen auf. Fur Mittelwerte,
Standardabweichungen und die statistische Auswertung siehe Tabelle 3.

100,00% - Test
90,00% —\\ Kontrolle

80,00% -

70,00% -
60,00% -
50,00%
40,00% \\
30,00%

20,00% -

Restwundflache
[%]

10,00% -

0,00% T T T - "
dol do2 do3 dos do7 do9 d11 di3 di5

Zeit [Tage]

Abb. 14: Heilungsverlauf ausgedriickt in % Restwundflache von jungen Test- und
Kontrolltieren im Vergleich. d = Tag
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Tag | Mittelwerte [%] Standardabweichung | p-Werte
Kontrolle Test Kontrolle Test Kontrolle vs Test

1 100,00 100,00 0,00 0,00
2 94,51 92,26 5,69 11,19 0,271
3 73,60 78,93 11,69 13,66 0,158
5 65,19 68,92 10,85 14,98 0,250
7 55,56 59,82 6,80 14,03 0,181
9 34,34 38,62 3,94 19,34 0,233

11 8,31 10,39 3,73 4,00 0,106

13 0,31 0,08 0,89 0,22 0,211

Tab. 3: Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte der noch verbleibenden
Wundflache im Vergleich. vs = versus

50% Wundverschluss wurde bei der Kontrollgruppe an Tag 7,5 erreicht. Die
Testgruppe bendtigte dafur bis Tag 8. Die ersten Wunden waren am Tag 11 post OP
vollstandig (> 95% Wundverschluss) verschlossen. Am Tag 14 waren alle Wunden
vollstdndig verschlossen (Abb. 15). Abbildung 16 zeigt exemplarisch Bildtafeln

eines typischen Heilungsverlaufes aus jeder Gruppe.

0,
100% Kontrolle
—m— Test

80%

60%
40%

20% //////‘/
0% T T

10 11 12 13 14
Tage

verschlossenen Wunden [%]

Anteil der pro Tag vollstandig

Abb. 15: Prozentualer Anteil an Tieren mit vollstandig verschlossenen Wunden (> 95%)
pro Tag.
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Abb. 16: Typische Beispiele eines Wundheilungsverlaufs aus der Kontrollgruppe (a; B-WI-

11) und Behandlungsgruppe (b; B-WI-08) beginnend von der Wundsetzung (d0) bis zum
volligen Wundverschluss. Zu sehen ist der rasierte Riicken der Mausim

L endenwirbelbereich mit der gesetzten Defektwunde. Messhalkenlénge =5 mm; d = Tag
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3.1.2 Funktionelles Ergebnis nach Wundverschluss: maximale

Zugbelastbarkeit

Am dritten Tag nach Wundschluss wurde von den Wunden ein Teststreifen fur die
mechanische Zug-Dehnungs-ZerreiRprobe als funktioneller Endpunkt gewonnen. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der mechanischen Belastbarkeit des
Narbengewebes zwischen Kontroll- und Testgruppe (Abb. 17). Die mechanische
Belastbarkeit bewegt sich fur die Kontrolltiere im Mittel um 1,121 N und fir die
Testtiere um 1,025 N. Die mechanische Belastbarkeit unverletzter Haut liegt im
Vergleich dazu bei 3,2 N. Am dritten Tag nach Wundschluss (100%
Wundverschluss), also zwischen dem 15. und 17. Tag post OP, lag die
ReiRfestigkeit des Narbengewebes der Kontrollgruppe bei 35% und der Testgruppe
bei 32% der Reil¥festigkeit unverletzter Haut.

2,4 1
2,2
2,0 -
1,8 ~
1,6

1,4 —‘7

1,2 +

Zug-Dehnung [N]

1,0 +

0,8 l,

0,6 |

p= 0,279
0,4 ; .

Kontrolle Test

Abb. 17: Vergleich der mechanischen Belastbarkeit des Narbengewebes junger Test- und
Kontrolltiere drei Tage nach vollstandigem Wundverschluss. Boxplot mit 25., 50.
(schwarze Linie) und 75. Perzentil, sowie 10. und 90. Perzentile (Whiskers). N =
Newton
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3.1.3 Monitorierung der Bestrahlungseffekte durch Infrarotthermographie

Bel vier ausgewdhlten Testtieren (B-WI-06, B-WI-07, B-WI-08, B-WI-09) wurde
am esten Behandlungstag eine sequentielle  Verlaufskontrolle  der
Wundtemperaturen nach der Bestrahlung durchgefuihrt. Die erste thermographische
Messung fand vor der Bestrahlung statt. Die Tiere zeigten hier eine
durchschnittliche Wundtemperatur von 32,86°C (Variation zwischen min. 32,28°C
und max. 33,36°C). Die Wundtemperaturen lagen 0,56 bis 0,89°C unter der
Hauttemperatur, gemessen an unverletzter, rasierter Haut nahe dem Wundgebiet.
Abbildung 18 =zeigt exemplarisch en Infrarot-Thermographieprofil enes
behandelten Tieres.

Unmittelbar nach der Bestrahlung stiegen die Wundtemperaturen um 1,02-2,73°C
auf durchschnittlich 34,81°C an. Im Folgenden zeigte sich eine schnelle Abkuhlung
schon nach 15 min, die alerdings auler bel Tier B-WI-07 nicht ganz die
Ausgangstemperaturen erreichte (Abb. 19 a). Es konnte kein lang anhaltender
Warmeeffekt der wiRA auf die Wunde nachgewiesen werden. Auch nach der
Bestrahlung und im weiteren Abkuhlungsverlauf bleiben die Wundtemperaturen um
0,5-1°C hinter den Hauttemperaturen zurtick (Abb. 19 b).

Im Folgenden zeigte die Wundtemperatur regelmaitige Peaks nach der Bestrahlung
(Abb. 20; Erwé&rmung von min. 1,39°C bis max. 2,91°C). Der Messzeitpunkt vier
Stunden nach der Behandlung sollte den Wundtemperaturzustand unabhéngig von
der Bestrahlung zeigen, um eventuelle Langzeitwirkungen zu dokumentieren und
vergleichbare Messwerte zu den scheinbestrahlten Kontrolltieren zu erhalten. Nach
vier Stunden ist die Wunde wieder deutlich abgekuhlt. Es ist keine Entwicklung der
Wundtemperaturen Uber den Behandlungszeitraum zu erkennen. Die
Wundtemperaturen der Kontroll- und Testtiere lagen bis einschliefdlich Tag 12 post
OP konstant unter den Hauttemperaturen. Am Tag 14 zeigten zwel der Tiere eine

warmere Wunde als die Haut.
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Abb. 18: Infrarot-Thermographiepanel eines Testtieres (B-WI-07) nach der ersten
Bestrahlung. Zu sehen ist der rasierte Riicken der Maus im Lendenwirbel bereich.
Die erste Thermographie (links oben) fand vor der wiRA Bestrahlung statt, die
zweite (links Mitte) direkt danach. Die folgenden Thermographien wurden 15
min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, 120 min, 180 min und 240 min (siehe weilRe
Beschriftung) nach der Bestrahlung angefertigt. Die Wunde stellt sich kihler dar
(gruin) als die umgebende Haut. Man erkennt die deutliche Erwérmung der Wunde
und der umgebenden Haut direkt nach der wiRA-Bestrahlung und die rasche
Abkihlung schon nach 15 min. Die folgenden Aufnahmen zeigen ein relativ
gleichformiges Temperaturprofil der Wunde und der umgebenden Haut. Esist
kein lang anhaltender Warmeeffekt oder ein erneuter Temperaturanstieg des
Gewebes zu erkennen. CO1 markiert den Wundbereich, CO2 das Referenzareal im
intakten Hautbereich. d = Tag, min = Minute, wIRA = wassergefiltertes Infrarot-
A, °C = Grad Celsius
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Abb. 19: a:Verlaufsprofil der Wundtemperatur vor und direkt nach der ersten wiRA

Bestrahlung, sowie im weiteren Zeitverlauf bis 4 Stunden nach der Bestrahlung
b: Wundtemperatur im Vergleich zur Hauttemperatur vor und direkt nach erster
WIRA Bestrahlung sowie im weiteren Zeitverlauf bis 4 Stunden nach der
Bestrahlung.

Die Wundtemperatur kiihlt nach der Bestrahlung rasch wieder ab. Das gleiche
Bild zeigt sich bei der Temperatur des umgebenden intakten Gewebes, allerdings
ist dieses konstant warmer als die Wundtemperatur. d = Tag, °C = Grad Celcius,
min = Minute, wIRA = wassergefiltertes Infrarot-A
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Abb. 20: Wundtemperaturverlauf der ausgewahlten vier Testtiere Uber den gesamten
Behandlungszeitraum. Die Erwérmung durch die Bestrahlung (Peaks) ist zum
Zeitpunkt vier Stunden nach der Bestrahlung wieder vollstandig abgekthlit. Esist
keine Entwicklung der Wundtemperaturen Uber den Behandlungszeitraum
festzustellen. d = Tag, h = Stunde, °C = Grad Celsius, wIRA = wassergefiltertes
Infrarot-A

Die anderen Tiere wurden einmal alle zwei Tage vier Stunden nach der Bestrahlung
thermographiert. Tabelle 4 zeigt die Mittelwerte der Wundtemperaturen von allen
Test- und Kontrolltieren sowie die Mittelwerte des AT von Haut- und
Wundtemperatur. Es ist keine Verdnderung der Temperaturen Uber den Verlauf
festzustellen. Allerdings sind die Wundtemperaturen wieder niedriger als die
Temperatur intakter Haut. Ab Tag 10 ist ein langsames Angleichen der Haut- und
Wundtemperaturen festzustellen.
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Mittelwerte Wunde [°C] | Mittelwerte AT [°C]
Tag | Kontrolle Test Kontrolle Test
1 33,47 -0,76
2 33,25 32,63 -0,55 -0,61
4 32,90 32,54 -0,55 -0,55
6 32,72 33,08 -0,70 -0,71
8 33,40 33,50 -0,67 -0,74
10 33,28 33,63 -0,31 -0,44
12 33,31 32,51 -0,08 -0,22
14 32,82 33,34 0,03 0,15

Tab. 4: Mittelwerte der Wundtemperaturen und Temperaturdifferenz (AT) der Wunde zur
umgebenden normalen Haut von Kontroll- und Testtieren. °C = Grad Celsius, AT =
delta Temperatur

Die durchschnittliche Wundtemperatur der Kontrolltiere lie3 im Zeitverlauf
ebenfalls keine Entwicklung erkennen. Auch bei den Kontrollen befand sich die
Wundtemperatur auf einem niedrigeren Niveau als die Hauttemperatur. Ab Tag 10
fand eine kontinuierliche Angleichung der Temperaturen statt, die am Tag 14 in

einer minima warmeren Wunde as Haut resultiert.

3.1.4 Schichtdicken

An den drei Tage nach Wundverschluss entnommenen Proben wurde die
Gesamtschichtdicke sowie die Schichtdicken der einzelnen Gewebearten im
Paraffinschnitt  ermittelt, um  mogliche  strukturelle  Unterschiede im

Heilungsfortschritt zu erfassen.

Etwa 70% der beurteilten Wunden befanden sich noch im Stadium der Granulation.
Bel 30% war das Gewebe im Zuge einer fortgeschrittenen Heilung wieder korrekt
geschichtet (Abb. 21 und 22). Zwischen Kontroll- und Testtieren zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in den Gesamtschichtdicken (Epithel bis Faszie; Abb. 23).
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Abb. 21: Querschnitt durch die Rickenhaut im Bereich der ehemaligen Wunde eines
Testtiers (a; B-WI-09) und eines Kontrolltiers (b; B-WI-28), drei Tage nach
Wundverschluss. Die Epidermis (€) befindet sich oben, die Faszie (f) unten. Diese
Wunden befinden sich noch im Ganulationsstadium (Granul ozytennester —), eine
korrekte Gewebeschichtung ist noch nicht wieder hergestellt und die
Hautanhangsorgane (weif3er Pfeil) sind nur in a) wieder zu erkennen. HE
Farbung, schwarzer Balken = 500 um. um = Mikrometer
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Abb. 22: Querschnitt durch die Rickenhaut eines Testtiers (a; B-WI-12) und eines
Kontrolltieres (b; B-WI-17) im ehemaligen Wundbereich, drei Tage nach
Wundverschluss. Diese Wunden zeigen wieder eine korrekte Schichtung in
Epidermis (e), Dermis (d), Subkutis (s), Hautmuskel (h) und Faszie (f). Auffalig
war, dass sich im Gegensatz zu humanen Hautdefektwunden alle
Hautanhangsorgane wieder darstellen. Die Anzahl der Haarfollikel (—) erscheint
sogar noch grofRer. HE Farbung, schwarzer Balken = 500 um. um = Mikrometer
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Abb. 23: Vergleich der Gesamtschichtdicke zwischen junger Kontroll- und Testgruppe drei
Tage nach Wundverschluss. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75.
Perzentilen, sowie 10. und 90. Perzentilen (Whiskers) und Mittelwert (weil3e
Linie). um = Mikrometer

3.1.5 Kollagenfasergehalt

Der Gesamtkollagengehalt wurde mittels Falschfarbenanalyse in digitaen
Photographien der Pikrin-Sirius-Rot geférbten Préparate im Durchlicht ermittelt.
Der prozentuale Gesamtkollagengehalt im Wundgebiet der Testtiere mit
durchschnittlich 56,76% und der Kontrolltiere mit 56,67% unterscheidet sich nicht
signifikant (Abb. 24 und 25). Es bestehen relativ starke Streuungen.
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Abb. 24: Die Abbildung zeigt typische Beispiele fur Wunden der Kontrollgruppe (a, b) und
Testgruppe (c, d). aund ¢ zeigen Wunden im Granulationsstadium. b und d
zeigen Wunden, die bereits wieder eine korrekte Gewebeschichtung aufweisen.
Die kollagenen Fasern stellen sich rot dar. Es besteht kein signifikanter
Unterschied im Gesamtgehalt zwischen Test- und Kontrollgruppe. Farbung
Pikrin-Sirius-Rot, Durchlicht; ObjektivvergrofRerung 5x, Balken = 500um. um =
Mikrometer
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Abb. 25: Gesamtkollagengehalt der Kontroll- und Testgruppe drel Tage nach
Wundverschlussim Vergleich. In der Testgruppe traten stérkere Streuungen auf.
Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen sowie 10. und 90.
Perzentilen (Whiskers) und Mittelwert (weil3e Linie).

3.1.6 GefaRdichte

Die Gefédichte wurde im Wundgebiet und als Referenzwert in einem
angrenzenden Gebiet intakter Haut nach anti-CD31 Markierung morphometrisch
ermittelt. Abbildung 26 zeigt in jeweils einem typischen Beispiel eines Kontroll-
und Testtieres, dass sich in den ehemaligen Wundarealen deutlich hdhere
Gefaldichten befinden. Zwischen den wIRA-bestrahlten Wunden, mit ener
durchschnittlichen Gefal3flache von 5,43% und den scheinbestrahlten Wunden, mit
einer durchschnittlichen Gefal¥flache von 6,44% bestehen jedoch keine signifikanten
Unterschiede. Abbildung 27 zeigt die Boxplots der Gefal3dichten und die statistische
Verteilung. Die Geféldichten in den Referenzbereichen der Kontroll- und
Testgruppentiere unterscheiden sich ebenfalls nicht signifikant, weshab die Daten in
Abb. 27 gepoolt wurden.
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Abb. 26: Querschnitt
durch die Rickenhaut
eines Kontrolltieres (a;
B-WI-25) und eines
Testtieres (b; B-WI-14)
im ehemaligen
Wundbereich und im
normalen
Referenzaread (c), drei
Tage nach komplettem
Wundverschluss, mit
histochemischer
Darstellung der Gefalze
(—) mit anti—-CD31.
Man beachte die
deutlich hdhere
Gefalkdichtein aund b.
schwarzer Balken =
500 pm, 54-fache
EndvergréfRerung. pm
= Mikrometer
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Abb. 27: Prozentuale Geféf¥flache der Kontroll- und Testgruppe im Vergleich zur normalen
Haut. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90.

Perzentilen (Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentile (Punkte). weil3e Linie =
Mittelwert.
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3.2 Alte Mause

Von 47 Versuchstieren konnten 14 durch letale Komplikationen wahrend der
Narkose bzw. vorzeitigem Toéten aufgrund von Tumoren nicht in die Auswertung

mit eingehen.

3.2.1 Zeitlicher Verlauf des Wundverschlusses

Die alten Tiere zeigten ebenfalls einen anndhernd linearen Verlauf des prozentualen
Wundverschlusses (Abb. 28). Die Kurven der Test- und KontrollwundgréfZen
verlaufen parallel, wobel erneut die Kontrolltiere tendenziell schneller heilten. Die
Tabelle 5 zeigt die Mittelwerte und Standardabwei chungen sowie die Ergebnisse der
statistischen Auswertung. Sowohl in der Test- als auch Kontrollgruppe traten starke

Streuungen auf.
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Abb. 28: Heilungsverlauf der alten Test- und Kontrolltiere dargestellt in %
Restwundfléche. d = Tag
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Tag | Mittelwerte [%] Standardabweichung p-Werte
Kontrolle |Test Kontrolle |Test Kontrolle vs Test
1 100,00 100,00 0,00 0,00
2 86,14 92,83 15,10 13,21 0,090
3 71,78 75,97 15,57 13,45 0,204
5 52,84 60,66 14,15 1591 0,070
7 33,83 38,19 10,84 12,97 0,148
9 18,35 21,05 7,99 9,25 0,185
11 7,14 11,13 4,44 7,73 0,038
13 1,25 2,89 1,32 3,93 0,060
15 0,17 0,78 0,00 1,71 0,092
17 0,00 0,15 0,00 0,61 0,167

Tab. 5: Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Werte der verbleibenden Wundflache der
Gruppen. vs = versus

50% Wundverschluss erreichte die Kontrollgruppe an Tag 5,3; die Testgruppe
benttigte dafUr bis Tag 6. Die ersten Wunden waren am Tag 11 post OP vollstandig
(> 95% Wundverschluss) verschlossen. Am Tag 15 waren ale Wunden geschlossen

(Abb. 29).
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Abb. 29: Prozentualer Anteil der pro Tag komplett verschlossenen Wunden (> 95%) von
Kontroll- und Testgruppe im Vergleich.
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3.2.2 Funktionelles Ergebnis nach Wundverschluss: maximale

Zugbelastbarkeit

Von den insgesamt 33 auswertbaren alten Tieren wurde bei 13 Tieren (6 Tests, 7

Kontrollen) 3 Tage nach Wundverschluss eine Zerreiljprobe durchgefihrt. Die

dbrigen 20 Tiere wurden 4 Wochen nach Wundverschluss euthanasiert und Gewebe

fur die Zug-Dehnungs-Probe entnommen, um so funktionelle Unterschiede, die sich

erst in der Remodeling-Phase manifestieren, zu erfassen.

Weder zum frithen noch zum spéten Entnahmezeitpunkt bestand zwischen Test- und

Kontrolltieren ein signifikanter Unterschied in den Kréaften, die zur Zerreif3ung der
Haut erforderlich waren (Abb. 30). Tabelle 6 zeigt die Mittelwerte und p-Werte.

3 d nach Wundverschluss

4 W nach Wundverschluss

Vergleich 3d vs 4 W

Mittelwert [N] p-Wert Mittelwert [N] p-Wert | p-Werte
Kontrolle Test Kvs T |Kontrolle Test KvsT |KvsK TvsT
1,71 1,41 0,091 1,65 1,9 0,132 0,398 0,017

Tab. 6: Mittelwerte der Zerrei3probe (Newton) an den Entnahmezeitpunkten drei Tage und
vier Wochen nach Wundverschluss und die statistische Auswertung. d = Tag, W =
Woche, vs = versus, N = Newton, K = Kontrolle, T = Test
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Abb. 30: Boxplots der Zug-Dehnungs-Ergebnisse der Gewebeproben, die drei Tage nach
Wundverschluss und vier Wochen nach Wundverschluss enthommen wurden. Es
besteht jewells kein signifikanter Unterschied zwischen Test- und Kontrollgruppe.
Vergleicht man die drei Tage nach Wundverschluss entnommenen Proben mit
denen, die vier Wochen nach Wundverschluss gewonnen wurden, zeigt die frihe
Kontrollgruppe bei eéinem Mittelwert (weif3e Linie) von 1,71 N keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe vier Wochen nach Wundverschluss
mit einem Mittelwert von 1,65 N. Bei der Testgruppe hingegen verschiebt sich
der Mittelwert von 1,414 N bei friher Entnahme auf 1,896 N bei spéter
Entnahme. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90.
Perzentilen (Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen (Punkte). weil3e Linie =
Mittelwert. d = Tag, W = Woche, N = Newton

3.2.3 Monitorierung der Bestrahlungseffekte durch Infrarotthermographie

Die engmaschige Verlaufskontrolle vier ausgewahlter Testtiere (B-WI-30, B-WI-31,
B-WI-40, B-WI-41) ergab anfangliche Wundtemperaturen vor der Bestrahlung von
32,9 bis 33,45°C. Die Temperaturen der unverletzten, rasierten Haut neben dem
Wundgebiet lagen 0,39 bis 1,08°C hoher as die Wundtemperaturen (Abb. 31 b).
Nach der Bestrahlung stieg die Wundtemperatur zwischen 1,03 und 1,82°C an. Auch
hier fand eine schnelle Abkuhlung der Wunde statt, die nach 15 min bei allen Tieren
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zu Werten knapp unterhalb der Ausgangstemperatur fuhrte (Abb. 31 a). Es konnte
kein lang anhaltender Warmeeffekt der wlRA-Bestrahlung auf die Wunde
nachgewiesen werden.

In den folgenden Tagen zeigten sich - wie bei den jungen Tieren - regelméidige
Peaks der Wundtemperatur nach der Bestrahlung, die am zweiten Messzeitpunkt
vier Stunden nach der Bestrahlung abgekihlt waren (Abb. 32). Es war keine
Veranderung der Wundtemperaturen Uber den Zeitverlauf zu erkennen. Die
Hauttemperatur lag immer Uber der Wundtemperatur, wobel sich beide
Temperaturen um den Tag 10 anglichen.

Auch bei den restlichen Testtieren war keine grundsétzliche Entwicklung der
Wundtemperaturen im Verlauf der Behandlung zu erkennen. Hier lagen die
Hauttemperaturen ebenfalls konstant Gber den Wundtemperaturen, was sich an den
Tagen 12 bis 14 zunehmend ausglich. Tabelle 7 zeigt die Mittelwerte der
Wundtemperaturen aller Test- und Kontrolltiere sowie die Mittelwerte des AT von

Haut- und Wundtemperatur.

Die Wundtemperaturen der Kontrolltiere schwankten im Mittel zwischen 31,47 und
32,22°C. Sie lagen somit durchgehend unter den Hauttemperaturen. Auch hier war
ein Angleichen der Haut- und Wundtemperaturen mit fortschreitendem

Hellungsprozess zu verzeichnen.
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Abb. 31: Wundtemperaturprofil (a) sowie Haut- und Wundtemperatur (b) der vier Testtiere

nach der ersten wiRA Bestrahlung im Vergleich. d = Tag, min = Minute, °C =
Grad Celsius, WIRA = wassergefiltertes Infrarot-A
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Abb. 32: Wundtemperaturverlauf der vier Testtiere im weiteren Zeitverlauf. d = Tag, h =

Stunde, °C = Grad Celsius, WIRA = wassergefiltertes Infrarot-A

Mittelwerte Wunde [°C] | Mittelwerte AT [°C]
Tag Kontrolle |Test Kontrolle |Test
2 32,17 32,17 -0,87 -0,97
4 31,47 31,87 -0,98 -1,00
6 31,92 32,06 -0,99 -1,10
8 31,58 31,73 -0,99 -0,99
10 32,11 32,14 -0,56 -0,61
12 32,12 32,19 -0,34 -0,37
14 32,22 32,18 -0,06 0,02

Tab. 7: Mittelwerte der Wundtemperaturen und AT (Wunde vs Haut) aller Kontroll- und

Testtiere. °C = Grad Celsius, AT = delta Temperatur
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3.2.4 Schichtdicken

Die Gesamtschichtdicken, sowie die Schichtdicken der einzelnen Gewebearten
wurden an den Proben des friihen und spédten Entnahmezeitpunktes ermittelt.
Abbildung 33 zeigt typische Bespiele eines Querschnitts durch die ehemalige
Wunde an Tag 3 und Tag 28 nach Wundverschluss.

a Abb. 33: Die
Abbildungen zeigen
HE Praparate. Man
erkennt die deutliche
Abnahme der
Gesamtschichtdicke
und Ruckbildung der
Hypertrichose. a: B-
WI-53 drei Tage
nach
Wundverschluss
entnommen mit
deutlicher
Hypertrichose. b: B-
WI-48 vier Wochen
nach
Wundverschluss
entnommen mit
annahernd normaler

Histologie.

b Objektivvergréfderun
gina=5x,inb=
10x. Balkenina=
500 pum, in b =200
M. pm =
Mikrometer
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Bel den Proben, die 3 Tage nach Wundverschluss entnommen wurden, waren 77%
in ihrer Heilung soweit vorangeschritten, dass bereits eine Gewebeschichtung an
Stelle des Granulationsgewebes vorlag. Es bestand kein signifikanter Unterschied in
den Gesamtschichtdicken zwischen Kontroll- und Testtieren (Abb. 34 a).

In der Gruppe, bei der die Probengewinnung vier Wochen nach Wundverschluss
stattfand, waren 82% der Wunden geschichtet. Auch hier lag kein signifikanter
Unterschied in den Gesamtschichtdicken zwischen Kontroll- und Testtieren vor
(Abb. 34 Db). Allerdings bestand ein signifikanter Unterschied in der
durchschnittlichen Gesamtschichtdicke der drei Tage nach Wundverschluss
entnommenen Proben im Vergleich zu den vier Wochen nach Wundschluss

entnommenen, deren Schichtdicke deutlich geringer war (Abb. 35).

Vergleicht man die durchschnittliche Schichtdicke der Epidermis und Dermis,
Subkutis und Hautmuskeldicke von Kontroll- und Testtieren miteinander, war kein
signifikanter Unterschied weder zum frihen noch zum spéten Entnahmezeitpunkt
festzustellen. Ein jeweils signifikanter Unterschied ergab sich bei Vergleich der
Gewebeschichtdicken zwischen frihem und spatem Entnahmezeitpunkt. Alle

Schichtdicken nahmen mit fortschreitendem Heilungsprozess ab.
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Abb. 34: Vergleich der Gesamtschichtdicken von Kontroll- und Testgruppe bei friher
Entnahme drei Tage nach Wundverschluss (a) und spéter Entnahme vier Wochen
nach Wundverschluss (b). Es bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontroll- und Testwundgewebe. Man erkennt jedoch die mit zunehmendem
Heilungsfortschritt abnehmende Gesamtschichtdicke. Boxplot mit 25., 50.
(schwarze Lini€) und 75. Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen (Whiskers). weil3e
Linie = Mittelwert. um = Mikrometer
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Abb. 35: Vergleich der Gesamtschichtdicke des ehemaligen Wundgewebes der frih (3
Tage nach Wundverschluss) und spét (4 Wochen nach Wundverschluss)
entnommenen Proben alter Tiere. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75.
Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen (Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen
(Punkte). weil%e Linie = Mittelwert. d = Tag, W = Woche, um = Mikrometer

3.2.5 Kollagengehalt

Der Gesamtkollagengehalt der Praparate der Testgruppe drei Tage nach
hoher als der der
Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 35,89%. Es besteht alerdings keine

Wundverschluss ist mit einem Mittelwert von 45,8%

Signifikanz (Abb. 36 a). Dieser geringe Unterschied ist zum Zeitpunkt der spaten
Gewebeentnahme vier Wochen nach Wundverschluss wieder ausgeglichen. Die
Testgruppe hat hier einen durchschnittlichen Gesamtkollagengehalt von 45,58%; die
Kontrollgruppe von 46,2% (Abb. 36 b). Der Kollagengehalt der Testgruppe ist in
dem Zeitraum von vier Wochen konstant geblieben. Die Gewebeproben der
Kontrollen haben ihren Kollagengehalt gesteigert, allerdings nicht signifikant (p =

0,092).
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Abb. 36: Boxplots des Gesamtkollagengehaltes von Kontroll- und Testgruppen drel Tage
nach Wundverschluss (a) und vier Wochen nach Wundverschluss (b). Boxplot
mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen
(Whiskers). weil3e Linie = Mittelwert.
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3.2.6 GefaRdichte

Die Gefardichte wurde im Wundgebiet und im angrenzenden Gebiet intakter Haut
als Referenzwert ermittelt. Die Gefalidichte im Wundgebiet zeigte bei den Proben,
die drei Tage nach Wundverschluss gewonnen wurden, mit durchschnittlich 2,9%
Gefaiflache in der Testgruppe keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
mit durchschnittlich 3,09%. Abbildung 37 a zeigt die Boxplots der Geféalkdichten
und die statistische Verteilung.

Bel den vier Wochen nach Wundverschluss entnommenen Proben war kein
signifikanter Unterschied in der Gefal¥flache zwischen der Testgruppe mit 4,73%
und der Kontrollgruppe mit 6,6% festzustellen. Die Gefédichten in den
Referenzbereichen bei Test- und Kontrolltieren unterschieden sich jewells ebenfalls
nicht signifikant. Vergleicht man das Gefé3aufkommen im Wundbereich mit dem
bei intakter Haut, ergaben sich fir die Prdparate, die vier Wochen nach
Wundverschluss entnommen wurden, signifikante Unterschiede mit einer hdheren
Gefardichte im Wundbereich (Abb. 37 b).
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Abb. 37: Boxplots der prozentualen Gefal3flachen der Kontroll- und Testgruppe im
Wundareal und im Vergleich zur normaler Haut drei Tage nach Wundverschluss
(a) und vier Wochen nach Wundverschluss (b). Die Daten der normalen Haut von
Kontroll- und Testtieren wurden aufgrund fehlender Signifikanz gepoolt. Boxplot
mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen

(Whiskers). weil3e Linie = Mittelwert.
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3.3 Junge und alte Mause im Vergleich

3.3.1 Zeitlicher Verlauf des Wundverschlusses

Entgegen unseren Erwartungen erreichten die alten Versuchstiere schneller als die
Jungen 50% Wundverschluss (Abb. 38). Der vollstandige Verschluss (> 95%) aller
Tiere erfolgte bel den jungen Mausen am Tag 14, bei den alten Kontrollen am Tag
13 und den alten Testtieren am Tag 15.

100% "\ .\ —a—Test1jung
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30% \_ ---@--- Test2 alt
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» 70% .
2] .
2 60% ‘T
o = = |
2F  50%
g =
= 40%
=} ‘\
= 30% 1
20% o \
10% B
\\‘ i~
0% - -

dl d2 d3 d4 d5 dé6 d7 d8 d9 di0 dl1l d12 di3 d14 di15 di6 d17

Zeit [Tage]
Abb. 38: Vergleich des prozentualen Wundschlusses zwischen alten und jungen Tieren. d =

Tag

An den Tagen 7 und 9 waren sogar signifikante Unterschiede in der Schnelligkeit
des Wundverschlusses zwischen aten und jungen Tieren zu Gunsten der aten Tiere
festzustellen (Tab. 8).
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Tag Mittelwerte Restwundflache [%] p-Wert
Kontrolle jung | Test jung |Kontrolle alt | Test alt jung vs alt
1 100,00 100,00 100,00 100,00
2 94,51 92,26 86,14 92,83 0,220
3 73,60 78,93 71,78 75,97 0,279
5 65,19 68,92 52,84 60,66 0,094
7 55,56 59,82 33,83 38,19 0,010
9 34,34 38,62 18,35 21,05 0,017
11 8,31 10,39 7,14 11,13 0,468
13 0,31 0,08 1,25 2,89 0,129
15 0,00 0,00 0,17 0,78 0,182
17 0,00 0,00 0,00 0,15 0,250

Tab. 8: Vergleich der prozentualen Restwundfléche der Gruppen im Vergleich sowie
statistische Auswertung. vs = versus

3.3.2 Funktionelles Ergebnis nach Wundverschluss: maximale

Zugbelastbarkeit

Der Vergleich der Zug-Dehnungs-Werte zwischen alten und jungen Tieren ergab
signifikant bessere Ergebnisse fur die alten Tiere, sowohl bel der Test- als auch der
Kontrollgruppe (Abb. 39).
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Abb. 39:

Test jung Test alt

Zug-Dehnungs-Ergebnisse der drei Tage nach Wundverschluss entnommenen
Gewebeproben junger und alter Kontroll- und Testtiere. Es bestehen jeweils
signifikante Unterschiede zwischen den jungen und alten Kontroll- und
Testtieren. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90.
Perzentilen (Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen (Punkte). weil3e Linie =
Mittelwert. N = Newton
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3.3.3 Schichtdicken

Die Gesamtschichtdicke der alten Tiere, deren Gewebe drei Tage nach
Wundverschluss entnommen wurde, war im Mittel signifikant hoher as die der
Jungtiergruppe. Die aten Tiere, mit Entnahmezeitpunkt vier Wochen nach
Wundverschluss, zeigten dann eine signifikant geringere Schichtdicke als die
Jungtiere (Abb. 40).
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Abb. 40: Vergleich der Gesamtschichtdicke zwischen Jung- und Alttierwunden. Boxplot
mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen
(Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen (Punkte). weil3e Linie = Mittelwert. um =
Mikrometer

Im Vergleich der Gesamtschichtdicke junger und alter Tiere fallt auf, dass die
Praparate der Jungtiergruppe eine signifikant geringere Gesamtschichtdicke
aufweisen als die der Alttiere bel friher Entnahme. Umgekehrte Verhaltnisse sind
beim Vergleich mit den Alttieren bei spater Entnahme festzustellen. Hier zeigen die
Alttiere eine signifikant geringere Schichtdicke als die Jungtiergruppe.
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3.3.4 Kollagengehalt

Beide Alttiergruppen bleiben hinter den Gesamtkollagenwerten der Jungtiere

zurlick, obwohl sie signifikant bessere Zug-Dehnungwerte als die jungen Tiere

erzielten (Abb. 41). Es besteht demnach kein linearer Zusammenhang zwischen dem
Kollagengehalt und der Reifl¥festigkeit der Wunde. Aufféllig sind auf3erdem die

grofReren Kollagenbiindel und ihre dichtere Packung in der 4-Wochen-Gruppe

gegenlber den drei Tage nach Wundverschluss entnommenen Proben (Abb. 42 und

43). Dies deutet auf einen erhohten Kollagen | Gehalt und eine verbesserte

Organisation der Fasern hin, was typisch fur den fortschreitenden Heilungsprozess

ist.
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Abb. 41: Gesamtkollagengehalt der jungen und alten Kontroll- und Testgruppen im
Vergleich. Boxplot mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90.
Perzentilen (Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen (Punkte). weil3e Linie =

Mittelwert.
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Abb. 42: Die Abbildung zeigt exemplarisch zwei Wunden aus der Alttiergruppe (B-WI-39;
a; B-WI-71, b), der drei Tage nach Wundverschluss enthommenen Proben, die
sich in verschiedenen Hellungsstadien befinden. Bei beiden sind deutlich lockere,
relativ diinne Kollagenfaserblindel zu erkennen. Pikrin-Sirius-Rot, Durchlicht;
ObjektivvergrofRerung: 5x, Balken = 500um. pm = Mikrometer
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Abb. 43: Diese Abbildung zeigt zwei Beispiele aus der Alttiergruppe (B-WI1-43, a; B-WI-
67, b), die vier Wochen nach Wundverschluss entnommenen Proben. Hier ist eine
deutlich dichtere Packung der Kollagenfaserblindel zu erkennen. Die einzelne
Faser erscheint dicker. Pikrin-Sirius-Rot, Durchlicht; Objektivvergrof3erung: 10x,
Balken = 200pm. pm = Mikrometer
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3.3.5 GefaRdichte

Es bestehen signifikante Unterschiede in der Gefaiidichte zwischen jungen und aten
Tieren (Abb. 44).
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Abb. 44: Vergleich der prozentualen Gefal¥flache der jungen und alten Test- und
Kontrollgruppen, die 3 Tage nach Wundverschluss entnommen wurden. Boxpl ot
mit 25., 50. (schwarze Linie) und 75. Perzentilen, 10. und 90. Perzentilen
(Whiskers), sowie 5.und 95. Perzentilen (Punkte). weil3e Linie = Mittelwert.
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4. Diskussion

Die kutane Wundheilung ist ein komplexer Ablauf von Prozessen, die in eine exsu-
dative, proliferative und reparative Phase eingeteilt werden konnen. Chirurgisches
Ziel jeder Therapie ist eine primdre Helung unter Vermeidung von
Wundheilungsstérungen. Eine Reihe von exogenen und endogenen Faktoren
besitzen negative Auswirkungen auf den Wundheilungsverlauf.
Allgemeinerkrankungen wie Diabetes mellitus, Arteriosklerose und chronisch-
venodse Insuffizienz kdnnen durch unzureichende Sauerstoffversorgung des Gewebes
infolge von Minderdurchblutung oder erhohtem interstitiellen Druck die
Wundheilung empfindlich stéren. Des weiteren wirken sich Nikotin- oder
Alkoholabusus sowie Mangelerndhrung negativ aus (Kriger und Wolfrum, 2007).

Auch in der Tiermedizin kénnen Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder Morbus
Cushing den normalen Heilungsablauf stéren. Einen weiteren Risikofaktor stellt die
bakterielle Besiedelung der Wunde dar. Es besteht eine hohe Inzidenz fur Bisswun-
den, die -bedingt durch die Keimflora des Gebisses und der Mundhohle- meist
priméar kontaminiert sind (Hudbler, 2009). Hinzu kommt die Problematik der
sekundaren Kontamination der Wunde durch Belecken oder Kratzen des Patienten
im Wundareal. Die Gefahr der Wundinfektion wird zusétzlich begilnstigt durch das
Umfeld des Tieres, z. B. seine Unterbringung in Stéllen oder Zwingern, die meist
mit einem hoéheren Verschmutzungsgrad durch Einstreu, Staub oder Kot
einhergehen (Otten, 2005). Der Kontakt mit Artgenossen kann hierbel auch ein
Problem darstellen.

Die chronische Wunde stellt in der Humanmedizin ein grof3es volkswirtschaftliches
Problem dar, weswegen die Entwicklung innovativer Therapiekonzepte an
Bedeutung zunimmt. Neben der topischen Applikation von Wachstumsfaktoren ist
auch der Gen-Transfer ein vielversprechender Ansatz, bel dem durch gezieltes
Einschleusen von Genen eine tempordre Manipulation der Proteinproduktion zur
Verbesserung der Wundheilung fuhren soll (Harding et al., 2002; Branski et al.,
2006).
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Daneben konnten physikalische Therapien wie die V.A.C.®-Therapie Erfolge
nachweisen (Vacuum Assisted Closure™, KCI, San Antonio, Texas;, DeFranzo et
al., 2001; Jacobs et a., 2008). Ein subatmosphérischer Druck, der auf der Wunde
erzeugt wird, vermindert Wundddeme  durch Entfernung der
WundgewebeflUssigkeit, verbessert die Durchblutung und bewirkt durch
mikromechanische Kréfte, die auf das Cytoskelett der Zellen einwirken, eine
Erhohung der Zdlproliferation und damit der Granulationsgewebebildung
(Morykwas et al., 1997; Pietramaggiori et a., 2007). Die grundlegende Bedeutung
mikromechanischer Kréfte fur die Aufrechterhaltung der Form und Regulation von
Geweben sind schon langer bekannt (Ingber, 1991). Sogar eher einfache Verfahren
wie eine Vitamin-C-Applikation haben nachweidlich einen positiven Einfluss auf
den Heilungsprozess (Rumelin et al., 2005; personliche Mitteilung M.A. Konerding,
2009).

Eine weitere physikalische Behandlungsmodalitét stellt die Bestrahlung mit wasser-
gefiltertem Infrarot A dar. Sie bewirkt durch den hohen Energieeintrag kombiniert
mit einer geringen thermischen Belastung der Hautoberflache eine Steigerung der
Gewebetemperatur sowie der Durchblutung und kénnte so das Wundmilieu
verbessern und eine Heilung fordern (Hellige et al., 1995; Vaupel und Stofft, 1995;
Hartel et al., 2006).

Nach einigen Arbeiten, die positive Effekte des wiRA auf die Wundheilung am
Menschen beschreiben konnten (Hartel et al., 2006; von Felbert et al., 2007; Hartel
et a., 2007; Mercer et al., 2008), war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die méglichen
Effekte der wiRA-Bestrahlung in einem etablierten Mausdefektwundenmodell zu
erfassen und eine Struktur-Funktions-Korrelation zu erstellen.

4.1 Tier- und Wundmodell

Wir wahlten fur unseren Versuch ein Defektwundmodell in der Maus. Das murine
Modell ist kostengtinstig und die Maus as Versuchstier ist leicht handhabbar und
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unkompliziert in der Haltung. Durch die Ahnlichkeiten in der Wundheilung zwi-
schen Mensch und Maus werden Untersuchungen im murinen Modell als auf den
Menschen Ubertragbar angesehen (Salcido et al., 2007). Davidson (1998) schreibt
den Tiermodellen zwar eine generelle Ubertragbarkeit in Bezug auf
Heilungsstorungen wie Dehiszenz, Ischamie, Ulzeration, Infektion und
Narbenbildung zu, weist aber gleichzeitig darauf hin, dass sie wegen der erheblichen
Unterschiede im Hautaufbau und der Immunantwort nie eine Uberprifung beim

Menschen ersetzen konnen.

Mause besitzen eine dichte Haardecke, eine relativ diinne epidermale und dermale
Schicht und werden als , loose-skinned“ angesehen (Perez und Davis, 2008). Ihre
Haut ist verschieblich und nur locker mit dem darunter liegenden Gewebe verankert
(Grinnell, 1994). Sie besitzen aufRerdem einen Hautmuskel, den Panniculus
carnosus (Hayward und Robson, 1991). Im Gegensatz dazu zahlen der Mensch und
auch das Schwein zu den sogenannten , tight-skinned” Spezies, deren Haut fest an
dem Unterhautgewebe adaptiert ist (Hayward und Robson, 1991; Grinnel, 1994).
Nager, wie die Maus oder das Meerschweinchen, erzielen durch ihre lockere Haut
den Wundverschluss zu 90% durch Kontraktion; der Mensch hingegen nur zu 21-
25% (Catty, 1965). Die Hauptmechanismen des Wundschlusses beim Menschen
sind dagegen die Granulationsgewebebildung und Reepithelisierung (Galiano et al.,
2004).

Allerdings ist der Beitrag des Panniculus carnosus zum Prozess der Wundkontrak-
tion umstritten. Einerseits wird erst durch die fehlende Adaptation in der Tiefe der
maximale Effekt der Wundkontraktion der ,,|oose-skinned” Tiere moglich (Peacock,
1984), andererseits kann der Hautmuskel durch widerstandslose Kontraktion auch
zur aktiven Ausweitung der Wunde beitragen (Hayward und Robson, 1991).
Billingham und Russell (1956) zeigten, dass sich eine Hautwunde mit intaktem
Panniculus carnosus Uber diesem bewegt und ihn as fixe Basis benutzt, der Muskel
selbst bewegt sich beim Vorgang der Kontraktion nicht.

Unsere Versuche zeigen allerdings, dass der Beitrag der Kontraktion zur Wundhei-

lung geringer war als angenommen und sich einige Wunden nach der Operation in
ihrer Flache sogar vergroéferten.
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Der Hauptunterschied in der Wundheilung zwischen Mensch und Maus besteht
darin, dass der Mensch bel einer Defektwunde nicht zu einer restitutio ad integrum
befahigt ist. Es entsteht eine Narbe ohne Hautanhangsgebilde. Bel der murinen
Heilung entsteht im Gegensatz dazu sogar eine Hypertrichose.

Als weiterer negativer Einflussfaktor auf den Verlauf der Wundheilung wird in der
Literatur neben Erkrankungen wie Diabetes mellitus, dem Erndhrungszustand oder
einer Infektion auch héufig das Alter des Patienten genannt (Asmussen und Sollner,
1995; Enoch und Price, 2004; Thiede und Debus, 2006; Kriger und Wolfrum,
2007). Verschiedene tierexperimentelle Studien kommen zu dem Ergebnis, dass sich
die Wunden junger Tiere schneller kontrahieren und daher auch Uber kiirzere Ver-
schlusszeiten verfugen (Goodson und Hunt, 1979; Billingham und Russell, 1956;
Cuthbertson, 1959).

Als Modell fur eine verzogerte Wundheilung entschieden wir uns fur ate Tiere, da
bei der Streptozotocin-Diabetesinduktion bis zu 25% Letaitdten (personliche
Mitteilung M.A. Konerding, 2009) entstehen und ein weiteres Viertel nicht
anspricht. Knock-out Mause wie die db/db Maus sind zwar homogen, aber mit
erheblichen Kosten verbunden. In der vorliegenden Studie werden neben einer Jung-
tiergruppe eine Gruppe von ex-breeder-Mausen, die mit ihrem Alter von 20 - 21
Monaten die mittlere Lebensspanne deutlich Uberschritten hatten, gewahlt. Les
(1969) gibt eine mittlere Lebensdauer von 14,2 Monaten an, wahrend Festing und
Blackmore (1971) 18,7 Monate anfuhren. Die Hypothese unserer Arbeit ist, dass bel
den &lteren Tieren eine deutlichere Auspragung moglicher positiver therapeutischer
Effekte der wiRA-Bestrahlung auf die Wundheilung auftritt.

Als Modéll fur eine chronische Wunde werden Vollhautstanzwunden gewahlt. Hier-
bei wird das Gewebe durch alle Hautschichten bis zur Faszie exzidiert. Der Vorteil
dieses Modells liegt in der Grof3e des Wundareals. Durch die sekundére Wundhei-
lung bildet sich ausreichend Granulationsgewebe und Epithel, ausgehend von den
Wundrandern, die fur die histologische Auswertung genutzt werden konnen
(Davidson, 1998). Im Gegensatz zur Inzisonswunde ist bei der Defektwunde eine
Erfassung des Verlaufs der Wundverschlusszeiten moglich. Die Inzisionswunde
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bietet zudem vergleichsweise wenig Material zur biochemischen und histologischen
Untersuchung, da durch Adaptation der Wundrander nur wenig Granulationsgewebe
und neues Epithel entstehen (Davidson, 1998). Diese Wundart eignet sich hingegen
ideal zur biomechanischen Anayse (Davidson, 1998).

4.2  Bestrahlungsparameter

In dieser Studie wird mit einer Bestrahlungsstarke von 75 m\W/cm? wassergefilterter
Infrarot-A-Strahlung bei taglich zwei Bestrahlungseinheiten zu je 10 min gearbeitet.
Diese Werte liegen deutlich unter denen erfolgreicher Versuche in der
Humanmedizin. Mercer et a. (2008) wahit eine Bestrahlungsstarke von 185
mwW/cm? (140 mW/cm? wiRA + 45 mW/cm? V1S); Hoffmann (2007) gibt typische
Bestrahlungsstérken zwischen 80 und 160 mW/cm? an, wobei sich in einigen Ar-
beiten nur Angaben Uber den Abstand zwischen Strahler und Patient sowie die Be-
strahlungsdauer und Haufigkeit finden (Hartel et al., 2006; 2007).

Esist jedoch eher unwahrscheinlich, dass das Ausbleiben positiver Ergebnisse in un-
seren Versuchen eine Folge zu geringer Strahlendosis ist. Unsere Vorversuche ha
ben gezeigt, dass eine Erhdhung der Strahlungsstérke wie auch der Bestrahlungs-
dauer aufgrund der auftretenden Nebenwirkungen (starke Erhdhung der Kdrperkern-
und Hauttemperaturen, Korneatriibungen) nicht akzeptabel ist. Eine Verlangerung
der Bestrahlungdauer wirde auch durch die Versuchstiere schlecht toleriert werden,
die gegen Ende der zehnminitigen Bestrahlung zum Teill Unruhe und

Fluchtversuche zeigten.

Danno et al. (2001) befassen sich mit Infrarot-A-Strahlung ohne Wasserfilterung
und konnen auch bei kleineren Dosen von 30 mW/cm? einmal taglich fir 30 min
eine signifikant verbesserte Wundheilung in db/db knock-out und ICR (imprinting
control region) Mausen im Gegensatz zu den scheinbestrahlten Tieren feststellen.
Rezende et a. (2007) erreichen mit einer einmaligen postoperativen Bestrahlung mit
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einem 830 nm Infrarotlaser der Intensitdt von 53 mW/cm? fir 25 Sekunden eine
schnellere Wundheilung, Reepithelisierung und verbesserte K ol lagenorgani sation.

Andererseits konnte auch der Hitzestress der bestrahlten Tiere ein Grund dafir sein,
dass wir keine verbesserte Wundheilung nachweisen konnen. Im Gegenteil, die be-
strahlten  Wunden heilen jeweils tendenziell langsamer ab, als die der
Kontrollgruppe. Daraus konnte geschlossen werden, dass die Bestrahlungsstéarke

immer noch zu hoch gewesen ist.

Eine andere Méglichkeit die Erhitzung durch Ganzkorperbestrahlung zu umgehen,
waére die punktuelle Bestrahlung des Wundbereiches. Hierbei wére es eventuell auch
denkbar, die Dosis zu erhthen. Allerdings ist eine solche punktuelle Bestrahlung nur
unter Narkose moglich, die zweimal téglich durchgefihrt werden miisste. Die nega-
tiven, belastenden Effekte auf den Organismus wéren dabei zu erheblich und

konnten sich ebenfalls nachteilig auf den Heilungsprozess auswirken.

Die hohe primére Eindringtiefe der Infrarot-A-Strahlung von bis zu 2,5 cm (Cobarg,
1995), die bei der Behandlung des Menschen positiv und erwinscht ist, kann sich
bei dem Versuchstier Maus ungunstig auswirken. Da die Maus eine relativ geringe
K érpermasse aufweist, besteht die Gefahr der Hyperthermie. Das Hausschwein wére
aufgrund dieser Uberlegungen as Versuchstier wahrscheinlich besser geeignet.
Neben der groferen Korpermasse ist es dem Menschen aul3erdem im Hautaufbau
ahnlicher. Die sparlich behaarte Epidermis mit einer Dicke von 30-140 pm ist
ahnlich dick wie die des Menschen mit 50-120 um (Meyer et a., 1978). Durch die
unterschiedlichen Epidermisdicken an verschiedenen Korperstellen ist das
Epidermis-Dermis-Verhdtnis alerdings aussagekréftiger. Es betrégt beim Schwein
dhnlich wie beim Menschen 10:1 bis 13:1 (Rose et a., 1977). Beide zeigen
ausgepragte Papillarkorper in der Dermis, wobel die des Menschen besser
durchblutet sind als die des Schweines (Montagna und Y un, 1964). Die Dermis ist
bei beiden reich an elastischen Fasern (Montagna und Yun, 1964). Das Schwein
besitzt zwar auch einen Panniculus carnosus ist aber durch seine starke Verbindung
zwischen Hautmuskel und Dermis bzw. tiefer Faszie besser vergleichbar mit dem
Menschen, der bis auf das Platysma, ein Rudiment des Panniculus carnosus, keinen
Hautmuskel mehr besitzt (Rose et al., 1977; Méelis et al., 2002). Es zeigt nur im
geringen Mal¥e das Phanomen der Wundkontraktion (Sullivan et al., 2001). Die
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Grole ermdglicht pro Tier mehrere Wunden zu setzen und diese jeweils zu
bestrahlen oder scheinzubestrahlen.

4.3 Wundverschlusszeiten unter wiRA

Weder bei den Jung- noch bei den Alttieren wird in der Behandlungsgruppe eine
verbesserte Heilung festgestellt. Tendenziell zeigen die Kontrolltiere sogar
schnellere Verschlusszeiten. Ebenfalls entgegen unserer Erwartungen heilen die
Wunden der alten Versuchstiere schneller as die jungen. Zu vermuten ist alerdings,
dass dieser Unterschied durch den Effekt der sorgféltigeren Wundhygiene der alten
Tiere hervorgerufen wurde. Diese haben sich von Beginn an den Uberstehenden
Wundschorf entfernt und so eine exaktere Wundflachenmessung mdglich gemacht.
Im Gegensatz dazu sind die Wunden der jungen Tiere durch den Uberstehenden
Schorf eher mit der Tendenz zu gréfReren Wundflachen gemessen worden. Aus
diesem Grund wurde an Tag 9 ein Schorfdébridement vorgenommen. In den
folgenden Messungen bestand danach keine Signifikanz zwischen jung und alt.
Abbildung 45 zeigt exemplarisch die Schorfkruste eines jungen und eines alten

Tieresim Vergleich.

Abb. 45; Wundsituation eines jungen Testtieres (a) und eines aten Testtieres (b) an Tag 9
post OP. Das junge Tier zeigt eine deutlich ausgepragtere Schorfkruste als das
alte Tier, das eine sorgfaltigere Wundhygiene betrieb.

Unsere eigentliche Hypothese, dass sich in einer Gruppe von alten Tieren mit verzo-
gerter Wundheilung die moglichen therapeutischen Effekte der wiRA Bestrahlung
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deutlicher manifestieren, muss also verworfen werden. In der Literatur existieren
unterschiedliche Ansichten Uber den Einfluss des Alters auf die Wundheilung. Die
ersten Dokumentationen Uber eine Beeintréchtigung der Wundheilung im Alter er-
folgten Anfang des letzten Jahrhunderts durch einen Militararzt, der die Heilung
offener Wunden Uber einen Vernarbungsindex charakterisierte und diesen dann mit
dem Alter korrelierte (Du Noty, 1916). Neben Arbeiten, die bei jungen Tieren nach
Inzisionswunden eine bessere Wundkontraktion und kirzere Verschlusszeiten
nachweisen (Billingham und Russell, 1956; Cuthbertson, 1959), erwidern andere,
dass eine schlechte Wundheilung im Alter per se nicht ausreichend bestétigt ist
(Ashcroft et a, 1995). Es gibt im Gegenteil sogar Berichte Uber eine gesteigerte
Heilungsgeschwindigkeit alter Mause (Cohen, 1987).

Im Alter vollziehen sich verschiedene Veranderungen im Wundheilungsprozess. Die
Ausschittung elektronendichter Granula der Thrombozyten, bemessen an der Sero-
toninausschittung nach Kollagen- oder Thrombinstimulation, steigt bei mittelalten
und alten Ratten an (Yonezawa et al., 1989). Die Entzindung ist gekennzeichnet
durch verspéatete Einwanderung der Entzindungszellen wie Makrophagen, B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten, die im Anschluss aber héhere Maximalwerte
erreichen. Swift et al. (2001) zéhlen am ersten Tag nach Wundsetzung 56% mehr
Makrophagen bei den aten Mausen, bei den T-Lymphozyten sind es an Tag 14
74%, sieben Tage spéter sogar 154% mehr als bei den jungen Tieren (Swift et al.,
2001). Die hohe Makrophagenzahl versucht man mit einer Abnahme in ihrer
Funktion zu erkléaren. Swift et al. (2001) kénnen nachweisen, dass bei alten Mausen
nicht nur der Prozentsatz an phagozytierenden Makrophagen abnimmt, sondern auch
die Anzahl der von jeder Zelle phagozytierten Partikel. Obwohl die meisten
Chemokine im Alter unveréndert oder vermindert produziert werden, ist der MCP-1
Gehalt (monocyte chemoattractant protein-1) erhoht, was die erhdhten
M akrophagenzahlen erkléart (Swift et al., 2001).

Die Phase der Proliferation ist im Alter gekennzeichnet durch verspétete Reepitheli-
sierung, Kollagensynthese und Angiogenese (Swift et al., 1999). Plisko und
Gilchrest (1983) weisen in vitro bel Fibroblasten Erwachsener im Vergleich zu
Fibroblasten gesunder Neugeborener ein schlechteres Wachstum und eine schlech-
tere Antwort auf Wachstumsfaktoren nach und schlief3en so auf eine verminderte
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Aktivitét alter Fibroblasten. Holm-Pedersen et al. (1974) stellen in ihren Untersu-
chungen dagegen zwar einen verpéteten Fibroblastenpeak fest, der sich lange nicht

abbaut, aber gleiche Mengen wie bel jungen Mausen.

Die Verédnderungen im Wundheilungsablauf kénnen eine Verzégerung der Heilung
bewirken, haben aber keinen Einfluss auf die Narbenqualitét (Ashcroft und Horan,
1997; Gosain und DiPietro, 2004). Brem und Tomic-Canic (2007), Quirina und
Viidik (1991) und Van de Kerkhof et a. (1994) stellen eine Verzégerung der
Wundheilung im Alter nur in Kombination mit einer Begleiterkrankung fest.

Da die untersuchten alten Méause keine verzogerte Wundheilung zeigen, liegt es
nahe, die Versuche an einem anderen Modell verzdgerter Wundheilung zu priifen. In
der Literatur findet man verschiedene Formen der verzogerten Wundheilung. Es
besteht die Mdglichkeit der Diabetes-mellitus-Induktion durch Injektion von
Streptozotocin, einem Antibiotikum, das zytotoxisch auf die B-Zellen des
endokrinen Pankreas wirkt (Davidson, 1998). Daneben bestehen auch Ratten- und
Mauslinien mit genetisch manifestiertem Diabetes (Davidson, 1998; Keswani et al.,
2004). Mangelerndhrung wie Vitamin A oder Zink-Mangel bel der Ratte sowie
Vitamin C Mangel beim Meerschweinchen gehtren zu den frihesten Modellen der
verzogerten Wundheilung (Davidson, 1998). Glucocorticoide haben einen
entziindungshemmenden Effekt, reduzieren die Hautdicke und hemmen die
Wundheilung. Monozyten verlieren ihre Fahigkeit, sich in Makrophagen zu
differenzieren und Fibroblasten produzieren weniger Kollagen. Man kann
kurzwirksames  Hydrocortison oder Dexamethason und langwirksames
M ethyl prednisolon verabreichen (Davidson, 1998).

4.4 Mechanische Belastbarkeit nach wiRA

Ein reprasentativer Parameter zur Uberpriifung der Wundheilungsqualitét ist die
biomechanische Belastbarkeit des Narbengewebes (Holm-Pedersen und Viidik,
1972; Campos et a., 2008). Um diese zu untersuchen, wird in der vorliegenden
Arbeit drei Tage bzw. vier Wochen nach Wundverschluss eine Zerreil3probe
durchgefuhrt. Zusétzlich wird im Rahmen der histologischen Analysen der
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prozentuale Gesamtkollagengehalt anhand der Picro-Sirius-Rot-Farbung im
Durchlicht ermittelt.

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in der mechanischen Belastbarkeit
des Narbengewebes zwischen Test- und Kontrollgruppen. Allerdings liegen die Zug-
Dehnungswerte der alten Méuse in Kontroll- und Testgruppe signifikant Gber denen
der Jungtiergruppe. Trotzdem weisen die geheilten Wundareale der jungen Tiere
hohere Gesamtkollagengehalte auf, die -bezogen auf die Kontrollgruppe- sogar
signifikant sind. Daraus ist zu schlief3en, dass nicht der Kollagengehalt an sich,
sondern vielmehr die Quervernetzung fir die mechanische Belastbarkeit
ausschlaggebend ist. Der prozentuale Kollagengehalt der Test- und
Kontrollgruppenwunden unterscheidet sich wiederum nicht signifikant.

Studien Uber die mechanische Belastbarkeit von Narbengewebe alter Tiere kommen
zu unterschiedlichen Ergebnissen. Wahrend Beck et a. (1993) eine bis zu 27%
geringere Reil¥estigkeit des Gewebes alter Ratten nach Inzisionswunden im Ver-
gleich zu jungen feststellen, erreichen Inzisionswunden ater Mause bei Ershler et al.
(1984) schneller hthere Reil¥festigkeiten als die der Jungtiere. Allerdings liegen die
Zug-Dehnungswerte unverletzter Haut junger Tiere auch deutlich Uber denen der
alten Tiere. Holm-Pedersen und Zederfeldt (1971) ermitteln an den Tagen 4 und 21
nach Wundsetzung (Inzisionswunde) bessere Zug-Dehnungswerte fir junge Ratten
und stellen an Tagen 7 und 14 keinen Unterschied zwischen jung und alt fest.
Leaming (1963) beschreibt bel Mausen nach Inzisonswunden steigende Zug-
Dehnungswerte mit zunehmendem Alter und vermutet einen Zusammenhang mit der
hoheren Hautdicke, die er bel den alten Tieren feststellt. Quirina und Viidik (1991)
zeigen in ihrer Studie, dass eine normale Inzisionswunde bei alten Ratten nach
mechanischen Gesichtspunkten genauso gut heilt wie bel jungen abgesehen von
einer erhdhten Steifheit. Nur die ischamischen Wunden alter Tiere heilen mit einer
40-65%igen Verschlechterung der mechanischen Belastbarkeit. Daraus folgern sie,
dass Ischdmie den aten Organismus deutlich mehr belastet und so negative

Auswirkungen auf die Wundheilung hat.

Alte Mause zeigen eine verspétetete Kollagensynthese (Swift et al., 1999). Bei
Quirina und Viidik (1991) Ubersteigt der Wundkollagengehalt alter Ratten den
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junger. Ashcroft et al. (1997) stellen trotz einer allgemeinen Abnahme an Kollagen
Typ | und 11 eine normale korbgeflechtartige Kollagenstruktur in den Wunden alter
Maéause fest und dagegen eine abnormal dichte Narbenstruktur bei den jungen Tieren.
Dies konnte auch in unserer Arbeit der Grund fur die bessere mechanische Qualitét
der Narben alter Tiere sein, trotz ihres geringeren Kollagengehaltes.

Bezlglich der Gesamtschichtdicke zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unter-
schiede zwischen Test- und Kontrollgruppen junger und alter Versuchstiere. Aller-
dings ermitteln wir im Mittel eine signifikant hohere Gesamtschichtdicke fur die
alten Tiere, die drei Tage nach Wundverschluss entnommen werden, im Vergleich
zur Jungtiergruppe. Dies widerspricht der Annahme, dass sich bei besserem Heli-
lungsfortschritt die Gesamtschichtdicke verringert. Die alten Tiere, deren Schicht-
dicken vier Wochen nach Wundverschluss ermittelt werden, zeigen dann aber eine
signifikante Verringerung im Vergleich zu den friih entnommenen Proben und ge-
genuber der Jungtiergruppe. Eventuell ist die Abnahme der Gewebeschichtdicke ein
Parameter, der erst im fortgeschrittenem Heilungsstadium zum tragen kommt.

45  Wundmonitorierung mittels Infrarotthermographie

Um die Effekte der wiIRA Bestrahlung unmittelbar Gberprifen zu kdnnen, bietet sich
die Infrarotthermographie an. Sie stellt ein System dar, das die infrarote Strahlung
eines Korpers erfasst. Jedes Objekt emittiert, abhangig von seiner Temperatur, eine
charakteristische infrarote Strahlung, die in Form von Photonen ausgesendet wird
(Karstberger und Stachl, 2003). Die Infrarotkamera nimmt diese auf und wandelt sie
Uber einen integrierten Detektor in elektrische Signale um, die dann als Tempera-
turwerte dargestellt werden (Karstberger und Stachl, 2003).

Diese Technologie findet in der Veterindrmedizin vor allem zur unterstitzenden
Diagnostik von Lahmheiten beim Pferd Anwendung (Turner et al., 1983; Turner,
1991; Welil et al., 1998; Eddy et al., 2001; Turner, 2001;). Fonseca et a. (2006)
diagnostizieren mit einer Kombination von Infrarotthermographie und
Ultrasonographie erfolgreich thorakolumbale Erkrankungen beim Pferd. Aber auch
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zur ldentifikation von Injektionen (Van Hoogmoed und Snyder, 2002), zur
Bewertung von Herdengesundheit und Haltungssystemen durch Untersuchung des
thermisch-physiologischen Wohlbefindens der Tiere (Rohlinger et al., 1980;
Dauncey und Ingram, 1983; Warriss et al., 2006; Steward et al., 2007; Rainwater-
Lovett et al., 2009) oder zur Diagnosehilfe und Trachtigkeitskontrolle bei Zootieren
(Hilsberg, 1998; Boldstar, 2003; Karstberger und Stachl, 2003; Durrant et al., 2006)
wird die Infrarotthermographie eingesetzt.

Durch Ermittlung der oberflachlichen Temperaturverteilung der Haut lasst sich di-
rekt auf die darunter stattfindenden Prozesse riickschlief3en. Die Temperatur spiegelt
den Gewebestoffwechsel und die Durchblutung wider und gibt so bel veranderten
Temperaturmustern Hinwelse auf zugrunde liegende pathologische Prozesse wie
zum Beispiel Entzindungen (Purohit und McCoy, 1980; Van Hoogmoed und
Snyder, 2002; Colak et al., 2008).

Die Infrarotthermographie soll uns Aufschluss tber die wiRA-induzierte Tempe-
raturerhdhung im Zeitverlauf geben. Regulatorische Durchblutungssteigerungen
oder Perfusionserhdhung durch Gefaldneubildung kénnen ebenfalls sequentiell er-
fasst werden.

Die Angiogenese und Perfusion sind Voraussetzung fir eine adaguate Wundheilung.
Schlecht heilenden und chronischen Wunden liegt haufig ein hypoxisches Wundge-
biet zugrunde. Aber auch jede normale Wunde ist durch die Kontinuitétsunter-
brechung des Gewebes und der Gefél3e sowie durch die ablaufende Kaskade der
Blutstillung zumindest zeitweise hypoxisch. Der Sauerstoffpartialdruck einer
Hautwunde rangiert von 0-10 mmHg im hypoxischen Zentrum und bis zu 60 mmHg
in der Peripherie an der Grenze zur unverletzten Haut (Gordillo und Sen, 2003).

Eine mdgliche Steigerung der Gefal3neubildung durch die wiRA-Bestrahlung wird
aulRerdem durch die Markierung der Endothelien mit einem gegen CD31 gerichteten
Antikorper Uberprift. Der CD31-Antikorper ist monoklonal und bindet spezifisch an
Membranproteine (PECAM-1), die auf Endothelzellen und in geringerer Konzentra-
tion auch auf Thrombozyten, Monozyten und T-Zellen exprimiert werden. Eine
Faktor VIlI-Farbung, die Gefél}e durch die Markierung des von Willebrand Faktors
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in den Endothelzellen visualisiert, unterschatzt in murinen Geweben die Gefalddich-
ten, da besonders in den Kapillaren erheblich weniger bis gar keine Weibel-Palade-

K érperchen vorhanden sind (Hammersen et al., 1983).

Neben einer relativ kurz andauernden Erwérmung der Wunde und der umgebenden
Haut konnen wir in der vorliegenden Arbeit keine lang anhaltenden Effekte der
WIRA Bestrahlung im Sinne eines dauerhaften Wundtemperaturanstieges und einer
Mehrdurchblutung nachweisen. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der
Gefalidichte wider. Auch hier werden keine signifikanten Unterschiede zwischen
Test- und Kontrollgruppen festgestellt. Die Jungtiere zeigen allerdings signifikant
groRere prozentuade Gefdlloberflachen in den geheilten Wunden as die
Alttiergruppe. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Rivard et a. (1999) und Swift
et a. (1999) Uberein, die eine reduzierte Angiogenese im Alter feststellen. Hierflr
koénnten verminderte Mengen an angiogenen Faktoren wie FGF, VEGF und TGF-j
verantwortlich sein (Reed et al., 1998; Rivard et al., 1999; Swift et al., 1999;). DafUr
spricht, dass die Substitution von Wachstumsfaktoren die Beeintrachtigung der
Angiogenese alter Méause verbessert (Arthur et al., 1998). Auch Yamaura und
Matsuzawa (1980) zeigen, dass das Einwachsen von Kapillaren ins Wundgebiet bei
alten Ratten verspétet stattfindet. Ashcroft et al. (1997) weisen hingegen in ihren

Untersuchungen eine erhdhte Anzahl an Gefalden bel alten Mausen nach.

Der Grund fir die hohere Gefalidichte der Jungtiere kdnnte darin liegen, dass sich
die Wunden der Jungtiere zum grof3en Teil noch im Stadium der Granulation
befinden, das durch eine besonders hohe Anzahl an Geféal3en gekennzeichnet ist. Die
Alttiere hingegen sind in ihrer Heilung weiter fortgeschritten und zeigen
Uberwiegend wieder Kkorrekt geschichtetes Gewebe, was auch mit einer
Remodelierung neugebildeter Gefal3netzwerke einhergeht.
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4.6  Schlussfolgerung

Die hier vorliegende Arbeit ist weder geeignet einen positiven Nutzen der wiRA
Bestrahlung auf die Wundheilung zu belegen noch auszuschlief3en. Das Ausbleiben
positiver Ergebnisse unter Berticksichtigung der vorliegenden Literatur legt nahe,
den Einfluss der wiRA-Bestrahlung auf die Wundheilung erneut an einem anderen
Versuchstier zu Uberprifen. Die Maus hat sich aufgrund  ihrer
Hyperthermiegefahrdung durch ihre geringe Korpermasse als ungeeignet
herausgestellt. Das Schwein wiirde sich aufgrund seiner GroRe und Ahnlichkeit im
Hautaufbau anbieten. Eine weitere Moglichkeit wére eine prospektive, randomisierte
Doppelblindstudie mit einem Probandenkollektiv, dem definierte Wunden zugefigt
werden.
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5. Zusammenfassung

Wichtige Grundlage fur den ungestorten Ablauf der Wundheilung ist neben dem
komplexen Zusammenspiel von Faktoren und biochemischen Prozessen die ausrei-
chende Versorgung mit Sauerstoff. Letzerer spielt eine essentielle Rolle sowohl in
der Infektabwehr durch Granulozyten als auch in der Kollagenproduktion. Untersu-
chungen haben in der Vergangenheit gezeigt, dass durch wiRA-Bestrahlung neben
der Gewebetemperatur und damit dem Stoffwechsel auch die Durchblutung und der
Sauerstoffpartialdruck gesteigert werden konnte. So konnten beim Menschen einige
Arbeiten positive Effekte der wiRA-Bestrahlung auf die Heilung akuter und
chronischer Wunden beschreiben. Auffallig ist jedoch, dass diese ganz Uberwiegend
in Zeitschriften mit geringem wissenschaftlichen Impakt und Akzeptanz sowie in
Buchbeitréagen verdffentlicht wurden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse an einem etablierten Defektwundmodell in der

jungen und alten Maus untersucht.

Ein direkter Effekt der Bestrahlung wie Hauttemperaturerhdhung wurde mittels
Infrarotthermographie ermittelt. Therapeutische Einfllsse wurden histologisch durch
Bewertung charakteristischer Wundheilungsparameter wie Gesamtschichtdicke,
Kollagengehalt und prozentuale Gefal¥flache geprift. Der Therapieerfolg im Sinne
einer erhdhten Funktionalitét des Narbengewebes wurde mit einer Zug-Dehnungs-

Zerreil¥probe quantifiziert.

Nach der Bestrahlung mit wiRA steigen die Wundtemperaturen der jungen Tiere
zwischen 1,02-2,73°C, die der alten Tiere zwischen 1,03-1,82°C an. Die Erwarmung
des Gewebes ist nur von kurzer Dauer und nach durchschnittlich 15 Minuten ist
wieder die Ausgangstemperatur erreicht. Auch in den folgenden Messungen kdnnen
keine lang anhaltenden Bestrahlungseffekte anhand der Infrarotthermographie
festgestellt werden.

Sowohl junge a's auch alte Mause zeigen keine schnelleren Wundverschlusszeiten

unter WIRA. Wahrend die jungen Testméduse im Mittel nach 8 Tagen 50%

Wundverschluss erreichen, bendtigen die Kontrollen dafir nur 7,5 Tage. Die
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Wunden der alten Tiere heilen entgegen unseren Erwartungen sogar schneller als bei
den jungen Mausen. Hier erreicht die Testgruppe im Mittel am Tag 6, die
Kontrollgruppe am Tag 5,3 50% Wundverschluss.

Dieses Ergebnis spiegelt auch die Zug-Dehnungs-Zerreil3probe wider. Es bestehen
keine signifikanten Unterschiede in der mechanischen Belastbarkeit des
Narbengewebes zwischen jungen Test- und Kontrolltieren (p = 0,279). Mit der
mechanischen Belastbarkeit von 1,121 N in der Kontrollgruppe und 1,025 N in der
Testgruppe liegt die Reil¥festigkeit am dritten Tag nach Wundverschluss bei 35-32%
derer unverletzter Haut. In der Alttiergruppe besteht weder zum friihen (drei Tage
nach Wundverschluss; p = 0,091) noch zum spdten (vier Wochen nach
Wundverschluss; p = 0,132) Entnahmezeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der
Reil¥festigkeit des Narbengewebes von Test- und Kontrollgruppe. Jedoch existieren
signifikante Unterschiede zwischen alten und jungen Test- und Kontrolltieren (Test:
p = 0,007; Kontrolle: p = 0,025) zu Gunsten der alten Tiere.

Auch die Auswertung der histologischen Parameter ergibt keinen Hinweis auf einen
therapeutischen Effekt der wiRA-Bestrahlung. Weder die Gesamtschichtdicken der
Test- und Kontrollgruppe der Jungtiere (p = 0,399) noch die der Alttiere zum frihen
(p = 0,385) oder spdten Entnahmezeitpunkt (p = 0,142) zeigen signifikante
Unterschiede.

Der durchschnittliche Kollagengehalt im Wundgebiet der jungen Testmause liegt
mit 56,76% nahe dem der Kontrollen mit 56,67% (p = 0,495). In der Alttiergruppe
erreicht die Testgruppe zum frihen Entnahmezeitpunkt mit 45,8% zwar hohere
Durchschnittswerte als die Kontrollgruppe mit 35,89% aber es besteht keine
Signifikanz (p = 0,145). Zum spaten Entnahmezeitpunkt sind beide
Behandlungsgruppen wieder gleichauf (p = 0,471).

Zwischen den ehemaligen Wundfldchen der jungen Testtiere mit einer
durchschnittlichen Gefal¥flache von 5,43% und denen der Kontrolltiere mit 6,44%
besteht ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p = 0,26). Ein dhnliches Bild zeigt
sich bei den alten Méusen, deren scheinbehandelte Gruppe zum frihen (3,09%) und
spaten (6,6%) Entnahmezeitpunkt durchschnittlich hohere prozentuale Gefaliflachen
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aufweisen a's die korrespondierende Behandlungsgruppe (frih: 2,9%; spét: 4,73%).
Allerdings sind die Unterschiede auch hier nicht signifikant (frih: p = 0,451; spét: p
= 0,095). Das GefaRaufkommen im Wundgewebe der jungen Test- und
Kontrollgruppe ist jeweils signifikant hoher as das der aten Test- und
Kontrollgruppe (Test: p = 0,024; Kontrolle: p = 0,04).
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6. Summary

Besides the complex interaction of factors and biochemica processes, a sufficient
oxygen supply is the basis for the well regulated course of wound healing. It plays
an important role concerning infection defence by granulocytes and in collagen
production. Research has shown that wiRA irradiation enhances tissue temperature
and metabolism and for this reason aso intensifies blood flow and oxygen partial
pressure. Some studies describe positive effects of wiRA irradiation on acute and
chronic human wound healing. Nevertheless it is noticeable that these are
predominantly published in journals with low impact and acceptance or as a book
contribution. This thesis examined the effects of wIRA on a defined wound healing
model in young and old mice.

Immediate effects of irradiation as tissue temperature were evaluated by infrared
thermography. Therapeutic influences were analyzed by histologic wound healing
parameters like tissue thickness, collagen content and percentual vessel area
Therapeutic success by means of high functional scar tissue got quantified with a

tensiometer.

During WIRA irradiation wound temperatures of the young animals raise between
1,02-2,73°C, the ones of old animals between 1,03-1,82°C. The warming only lasts
a short period of time and after 15 minutes the tissue returns to original
temperatures. The following measurements aso reveal no long lasting effects of
WIRA irradiation.

Young as well as old mice show no faster wound healing under wiRA irradiation.
Whereas young treated mice need a mean of 8 days to reach 50% wound closure, the
controls only need 7,5 days. Contrary to our expectations the old animals healed
faster than the young ones. Here treatment group reaches 50% wound closure at day

6, control group at day 5,3.

The tensile elongation test also reflects this result. There are no significant

differences in tensile strength of scar tissue between young tests and controls (p =
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0,279). Three days after complete wound closure the mean tensile strength of 1,025
N in the control group and 1,121 N in the test group achieves 35-32% of strength of
uninjured skin. The group of old mice shows no significant difference in tensile
strength of scar tissue between test- and control group neither at the early ( three
days after wound closure; p = 0,091) nor at the late date of explantation (four weeks
after wound closure; p = 0,132). However there are significant differences between
young and old test and control animals in favour of the old ones (test: p = 0,007;
control: p = 0,025).

The evaluation of histologic parameters reveals no evidence for a therapeutic effect
of WIRA irradiation as well. The tissue thickness of test- and control group of young
animals (p = 0,399) and old animals at early (p = 0,385) or late explantation (p =
0,142) shows no significant differences.

Mean collagen content in former wound area of young treated mice with 56,76% lies
nearby the control group with 56,67% (p = 0,495). At early explantation the tests in
the group of old mice reach with 45,8% higher values as controls with 35,89%, but
this difference is without significance (p = 0,145). At the time of late explantation

both treatment groups are on the same level again (p = 0,471).

Also there exists no significant difference between percentual vessel volume of
young treated animals with 5,43% and controls with 6,44% (p = 0,26). A similar
situation can be observed in old mice, where sham-irradiated mice at early (3,09%)
and late (6,6%) date of explantation reach higher percentual vessel volumes as the
corresponding treatment group (early: 2,9%; late: 4,73%). But differences are also
not significant (early: p = 0,451; late: p = 0,095). The percentual vessel volumes in
former wound area of young test- and control group are respectively higher as the
ones of old tests and controls (test: p = 0,024; control: p = 0,04).
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8.  Anhang

8.1  Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Die Gewebeschnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe zunachst dreimal a
zehn Minuten in Xylol (E. Merck, Darmstadt, Deutschland), danach jewells zweimal
in Folge afunf Minuten in Isopropanol 98%, Isopropanol 96% und Isopropanol 80%
(E. Merck, Darmstadt, Deutschland) entparaffiniert. Nach einer fUnfmindtigen
Spilung in Aqua dest. (E. Merck, Darmstadt, Deutschland), erfolgte die
zehnminitige Farbung in Hamatoxilin (Haemalaun Sigma MHS-32, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) nach Mayer. Im Anschluss wurden die
Préparate 10 min im Leitungswasser geblaut und dann funf Minuten in Eosin (Eosin
Sigma HAT 110232, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
geféarbt. Nach der Spulung in Aqua dest., folgte eine Alkoholreihe mit aufsteigender
Konzentration mit einmalig Isopropanol 80%, zweimalig Isopropanol 96% (jeweils
kurz) und zweimalig Isopropanol 98% a funf Minuten. AnschlieRend wurden die

Schnitte dreimal afunf Minuten in Xylol entwéassert und mit Entellan eingedeckt.

8.2  Pikrin-Siriusrotfarbung

Die Schnitte wurden zunachst in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert und
anschlief?end 30 min mit 0,1% Siriusrot in 1,2%iger Pikrinsdurelosung geférbt.
Danach erfolgte eine Spilung mit Aqua dest. und eine Entwasserung der Schnitte in

aufsteigender Alkoholreihe.
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8.3 CD 31-Immunhistochemie

Die Schnitte wurden in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert. Im Anschluss
erfolgte die Spulung mit destilliertem Wasser. Durch Inkubation in Peroxidase
Blocking Solution (S2023, Fa. Dako) wurde die endogene Peroxidase inaktiviert,
um so spétere unspezifische Farbereaktionen im Gewebe zu vermeiden. Nach der
Spulung mit PBS-Puffer, wurde das Gewebe mit dem unkonjugierten primaren
monoklonalen Antikdrper CD 31 (Pecam-1 MEC13.3 fir Mausgewebe Santa Cruz
sc18916) in einer 1:200 Verdinnung (Antikorper-Verdinnunggsserum S 2022, Fa.
Dako) 60 min lang inkubiert. Nach einer erneuten Spilung mit PBS, folgte eine 30
mindtige Inkubation mit dem sekundéren biotinylierten Antikorper (Rabbit-Anti-Rat
E 0468 der Fa. Dako). Dieser bindet an das Fc-Fragment des priméren Antikorpers
und lokalisiert somit vorherige spezifische Reaktionen des priméren Antikorpers mit
dem CD-31-Antigen im Gewebe. Anschlief3end verbleibt das Gewebe fir 30 minin
einem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain Elite PK 6100). Durch die
hohe Affinitdt von Avidin zu den vier freien Bindungsstellen des Biotin, entsteht
eine nahezu irreversible Bindung zwischen Avidin und dem Biotin des sekundaren
Antikorpers. Durch anschlief3ende funfminitige Zugabe des Peroxidasesubstrates
Diaminobezidin (3,3 Diaminobezidin-Tetrahydrochlorid, DAB+ K 3468 der Fa.
Dako) entsteht durch enzymatische Umsetzung des Chromogens ein in Alkohol
unlésliches stabiles Endprodukt, welches in Form eines braunen Farbniederschlags
im Prgparat sichtbar wird. Nach Kontrolle des Farbeergebnisses unter dem
Mikroskop, wurde mit Hamatoxilin nach Mayer gegengeféarbt, danach fir 10
Minuten in Leitungswasser geblaut, in Alkohol und Xylol entwassert und zuletzt mit
Entellan eingedeckt.
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