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1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung

Die verzdgerte Wundheilung nach chirurgischen Hifegr stellt nach wie vor ein Problem
dar, das zur erh6hten Morbiditdt und Mortalitat dRatienten sowie zu deutlich erhdhten
Kosten im Gesundheitswesen beitrdgt. Bei Patientetie eine ausgepréagte
Weichteilschadigung aufweisen, sei es als isolievirletzung oder im Rahmen von
knochernen Verletzungen oder einer Schadigung @mn@rgane, ist oft ein chirurgisch-
operatives Vorgehen indiziert. Nicht immer ist ésrlhei moglich, Inzisionen und Nahte zum
Wundverschluss auf ausschliel3lich gesundes Gewebeezchranken. Daraus ergibt sich
oftmals eine verzdgerte und unvollstandige Wundingj)] bzw. eine sekundare Wundde-
hiszenz mit der Konsequenz einer verzdogerten REtadion. Oftmals hat dies wiederholte
chirurgische Revisionen zur Folge. Da fundierte rd@tagen zum Mechanismus der
Wundheilung im traumatisierten Gewebe nur in unzbhendem Ausmald vorliegen, war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss desangehenden Weichteilschadens auf die
Wundheilung am in-vivo-Modell der Rickenhautkamraerder Maus zu untersuchen. Die
Untersuchungen konzentrierten sich hierbei v.a. diaf Manifestation von Angiogenese,
Inoskulation und Nekrose nach der Induktion einkuten chirurgischen Wunde. Hierzu
wurde die Technik der intravitalen Fluoreszenznskapie verwendet, die eine repetitive
Analyse der angiogenen und inflammatorischen Reaktwéhrend den Phasen der
Wundheilung in der Rickenhautkammer ermdglichte.

Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 47 austeenaen C57BL/6-Mausen eine
Ruckenhautkammer implantiert. Das Weichteilgewebder Kammer wurde einem schweren
mechanischen Trauma (450 J)rausgesetzt. AnschlieRend wurde im traumatisigBewebe
eine chirurgische Inzision von 3 mm Lange ges®&m.Wundrander wurden unmittelbar im
Anschluss mit 3 Einzelknopfnahten adaptiert. Dreelnen Versuchsgruppen unterschieden
sich in dem zeitlichen Abstand der Inzision zum dW&iltrauma: Zunachst erfolgte die
Analyse der Wundheilung bei Tieren, welche unnbtielnach Trauma einer chirurgischen
Inzision ausgesetzt waren (Inzision direkt nachufra, n=7). In weiteren Gruppen
analysierten wir die Wundheilung in Mausen, welche chirurgische Inzision 24 Stunden
(Inzision 1d nach Trauma, n=6), 3 Tage (Inzision rgh Trauma, n=9) sowie 5 Tage
(Inzision 5d nach Trauma, n=7) nach Trauma erhmelténverletzte Rickenhautkammern
dienten als Kontrolle (keine Inzision, kein Traursham 1, n=5). Nicht-traumatisierte Tiere
(Inzision, kein Trauma, sham 2, n=8), sowie trausrete Tiere ohne Wundinduktion (keine
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Inzision, Trauma, sham 3, n=6) dienten ebenfaliskadntrolle. Mit Hilfe der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie wurde dann (i) der arterelé&und venulare Blutfluss im
Wundgebiet, (ii) die funktionelle Kapillardichte dnangiogene Reaktion, sowie (iii)) die
Manifestation von Inoskulation und (iv) Nekrose lgaeert. Gleichzeitig untersuchten wir (v)
die arteriolare und venulare Leukozytenadharenz (uid interstitielle Odembildung im
Wundgebiet 2, 4, 6 und 10 Tage nach Wundinduktion.

Nach der chirurgischen Inzision konnte der Perfusadfall im Wundgebiet sowohl in zuvor
traumatisiertem als auch nicht-traumatisiertem Guawvedurch die Ausbildung von
Angiogenese und Inoskulation der durchtrennten @ef&ompensiert werden. Letztere
konnte in allen Gruppen in Venolen, niemals aberAnteriolen, nachgewiesen werden.
Wahrend die Angiogenese im Wundheilungsverlauf reikentinuierlichen Anstieg zeigte,
wurde die initial nicht-perfundierte Flache im Isionsgebiet zunehmend kleiner. Die
chirurgische Inzision bewirkte in allen Versuchggpen eine angiogene Reaktion im OP-
Gebiet. Im Vergleich zu anderen Gruppen zeigte gdbch bei Tieren, welche der Inzision
24 Stunden nach Trauma ausgesetzt waren, einikagtifgeringerer angiogener Prozess bei
gleichzeitig nur unzureichender Reperfusion desaimicht-perfundierten Areals. In 3 von 6
Mausen dieser Gruppe fand sich eine unvollstanHigéung der Inzisionswunde. Um die
Nekrose konnte in allen Fallen eine Entziindungsimakund Odembildung beobachtet
werden. Inzidierte Gefal3e aller Gruppen wiesen staeke Reduktion des arteriolaren und
venularen Blutflusses auf, ohne dass im weitererrlad€é die initialen Werte vor
Wundinduktion wieder erreicht werden konnten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass dedeinmutritive Perfusionsausfall im
Wundgebiet durch kapillare Angiogenese im Heilumgwwuf kompensiert werden kann.
Weiterhin sind durchtrennte Venolen, nicht jedocapilaren und Arteriolen, dazu in der
Lage, Uber Inoskulation reperfundiert zu werden.

Ein vorangegangenes Weichteiltrauma flhrt zu ein@versiblen mikrozirkulatorischen
Dysfunktion, welche mit einer verzégerten Wundhageinhergeht. Die vorliegende Studie
zeigt, dass insbesondere eine Inzision 24 Stundeh Weichteiltrauma mit einer erhdhten
Nekroserate bei gleichzeitig reduzierter angiogenBeaktion, sowie reaktiven
inflammatorischen Reaktion im Wundgebiet einhergeht

Eine chirurgische Intervention 24 Stunden nach Wteitrauma konnte somit zu einer
erhohten Rate von Wundheilungsstorungen in deiisklren Praxis fuhren. Die Wahl des
korrekten Zeitpunktes der Operation ist folglichseastiell notwendig zur Reduktion von

Wundheilungsstérungen bei z.B. polytraumatisiert®atienten zur Sicherung einer
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suffizienten Blutzirkulation im Wundgebiet und Vegidung einer erhéhten Morbiditat und

Mortalitdt nach chirurgischen Eingriffen.

1.2. Summary

Delayed wound healing after surgical proceduresicoes to be a problem that contributes to
increased morbidity and mortality of patients aad,a consequence, increased health care
costs. In patients who were exposed to a strongtissiie injury, either as isolated injury,
bone injuries or injuries of internal organs, agstal procedure is often indicated. For these
surgical procedures the incisions frequently havbd placed in the traumatized tissue. This
often results in a delayed or incomplete woundihgakith persistent wound dehiscence. As
a consequence, surgical revisions are necessagyhdiein presented study was conducted to
analyze the effect of a previous soft-tissue trawmnaincisional wound healing in mice.
Hereby, special attention was paid on the analylsengiogenesis, inosculation and necrosis
in acute wound healing. The present study aimeguantitatively evaluating the impact of
time span between a local soft-tissue trauma aodiamal wounding on manifestation of
injury-associated microcirculatory and inflammatoegponse in a chronic wound model that
allowed repeated analyses by intravital fluoreseanicroscopy.

Therefore, a chronic dorsal skinfold chamber waplamted into 47 adult C57BL/6 mice.
The tissue under observation was subjected to eexarma (450 J/M Subsequently, mice
were subjected a local surgical incision of 3 mmgtd. Three stitches were necessary for
wound adaption. The experimental groups differethentime span between the incision and
the soft tissue trauma: first, we analyzed the wdobealing in animals which received an
incision directly after trauma (incision directlftex trauma, n=7). Additional mice received
the surgical incision 24 hours (incision 1d aftauima, n=6), 3 days (incision 3d after trauma,
n=9) and 5 days (incision 5d after trauma, n=7@raftauma. Uninjured dorsal skin chambers
served as controls (no incision, no trauma, sham=5). Non-traumatized mice receiving
only an incision also severed as controls (incisrantrauma, sham 2, n=8). The third control
group consisted of traumatized animals withoutsioei (no incision, trauma, sham 3, n=6).
By means of intravital fluorescence microscopy,afieriolar and venular blood flow in the
wound, (ii) the functional capillary density andgagenesis, (iii) the manifestation of
inosculation and (iv) tissue necrosis were evatlidtoreover, we analyzed (v) the arteriolar
and venular leukocyte adhesion and (vi) interstédema formation before and 2, 4, 6 and 10

days after the incision.
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Of interest, the microcirculatory dysfunction aftar local surgical trauma could be
compensated by development of angiogenesis andula®n. These findings were evident
in traumatized as well as non-traumatized experiadegroups. Inosculation of dissected
blood vessels could be observed only in venuled, fmi in arterioles. Reciprocal to
angiogenesis, which showed a constant increasagitine process of wound healing, the
initial non-perfused area declined during the obsgon period. The surgical incision induced
in all experimental groups an angiogenic respondée injured area. Compared to the other
groups, animals which received an incision 24 haafter soft-tissue trauma showed a
significantly reduced angiogenesis and only inateegeperfusion of the non-perfused tissue
area. In 3 out of 6 animals of this group woundlihgavas incomplete and associated with
manifestation of tissue necrosis. An inflammata@gponse and interstitial oedema around the
wound could be regulary observed. Severed vesdelall canimals showed a massive
reduction of blood flow with moderate but not coetpl recovery during the observation
period.

In summary, the blood circulation in acute woundsuld be partially recovered by
angiogenesis and inosculation. The process of utason could only be observed in the
venular blood system.

A previous severe soft-tissue trauma provokes émslle microcirculatory dysfunction,
which is associated with delayed wound healing. phesent study demonstrates that an
incision 24 hours after a soft-tissue trauma catisese necrosis, a surrounding inflammatory
response, and a reduced microvascular blood flow thu reduced angiogenesis and
microvascular dysfunction. This indicates that agsty 24 hours after soft-tissue trauma
could be responsible for impaired wound healinglinical practice. Thus, the selection of
the correct time point for the surgical interventia (poly-) traumatized patients is essentially
necessary for an adequate blood circulation ineaatdunds and could avoid the increased

morbidity and mortality after surgery.



2. Einleitung

2.1. Wundheilung
2.1.1. Definition

Eine Wunde ist definiert als Durchtrennung oder&slaung der Haut, wobei die Verletzung
je nach Schweregrad zur weiteren Schadigung deanges Organismus fihren kann
(Siewert 2001).

Als Wundheilung bezeichnet man den koérpereigenersdduss einer Wunde durch die
weitestgehende Wiederherstellung des beschéadigtepekgewebes. Sie stellt den Versuch
eines Organismus dar, eine bestehende Wunde iredtérzZeit zu verschliel3en und die
Funktion des verletzten Gewebes weitestmoglich erteerzustellen (Jonson&Jonson).

Eine Wundheilungsstérung wird durch die Abweichwtes Wundheilungsprozesses vom
physiologischen Wundheilungsverlauf definiert. $&gt dann vor, wenn Wunden gar nicht
oder nur schlecht heilen (Schick 2001). Sie koénrkench lokale oder systemische

Einflussfaktoren bedingt sein.

2.1.2. Phasen der Wundheilung

Die Wundheilung ist ein komplexer und biologischndsnischer Prozess. Eine in ihrem
Ablauf ungestorte Wundheilung spielt fachertbefgrel eine zentrale Rolle in der
klinischen Praxis und stellt eine der wichtigstemf@xderungen im Kilinikalltag dar
(Toyokawa, Matsui et al. 2003). Hierbei beeinfersArt, Schwere und Lokalisation einer
mechanischen, physikalischen, thermischen oder iskben Gewebsschadigung das Ausmal}
und den Ablauf des Wundheilungsvorgangs (WeiseHinter 2004).

Das wohl bekannteste Modell der Wundheilung uniertkese in vier Phasen (Lippert,
Tautenhahn und Piatek 2006):

e Exsudationsphase
* (Resorptive Phase)
* Granulations- bzw. Proliferationsphase

* Reparative Phase

Andere Autoren unterteilen den Ablauf der Wundhaglin lediglich 3 Phasen (Pschyrembel
1998), wobei diese als temporér einander UberlappenDarstellung kommen und somit nur

willkirlich voneinander unterschieden werden kon(fsob. 1).
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Abb. 1:Immunologische Vorgéange (links) und Stadien dendiailung (rechts) (Weise und Hirner
2004).

2.1.2.1. Exsudationsphase (1.-8. Stunde)

Die exsudative Phase ist gekennzeichnet durch digerannte Schorfbildung. Der
provisorische Wundverschluss setzt innerhalb vorzddgier Zeit nach der Verletzung ein,
hervorgerufen durch die Exsudation von Blutbestiteit und Blutplasma infolge von
GefalRlasionen und Mikrozirkulationsstorungen. Zigser ,ersten Hilfe* ist die primare
Blutstillung. Zuerst wird die durch die Verletzungntstandene Gewebellcke durch
Wundsekret ausgefillt. Das Sekret stammt aus Sudetan Lymphe und Blut, die zuvor aus
rupturierten Gefallen und Gewebssticken ins WunédgebinflieRen. Die hier zu
beobachtende Vasokonstriktion dient zur akutendiliung und konsekutiven Verminderung
des Blutverlustes. Sie wird im weiteren Verlauf vemer Vasodilatation der verletzten
GefalRe abgeldst und dauert 5-10 Minuten (Lippextitdnhahn und Piatek 2006). Leukozyten
und Thrombozyten infiltrieren das Wundareal. Daha&ften die eingewanderten aktivierten
Leukozyten in kurzer Zeit bestenfalls am gesamteefaGendothel. Hierbei ist die
Leukozytenadhéarenz vornehmlich in Venolen zu belotes; weniger in Arteriolen. Durch

das Haftenbleiben von weiteren sich in der Blutbdiefindenden Thrombozyten und
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Erythrozyten okkludiert das Gefald und der initiBleitverlust im verletzten Gewebe kann
gemindert, bestenfalls kurzfristig sogar gestopprden. Aufgrund der mechanischen
Schadigung der Gefal3e werden parallel zu diesegavigen zunehmend Kollagenstrukturen
exprimiert, an welchen Thrombozyten aggregieren ded Prozess weiter antreiben. In
zahlreichen Studien der letzten Jahre konnte hiex Beteiligung von diversen

Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Adhasionsmolekilachgewiesen werden (Weise und
Schaffer 2000). Vornehmlich Thrombozyten sezermiecke an der Wundheilung im

Wesentlichen beteiligten Wachstumsfaktoren, u.a.:

e Transforming growth factor g (TGF)
« Platelet-derived growth factor (PDGF)
* Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

» Epidermal growth factor (EGF)

Die Aktivierung der Gerinnungskaska(&bb. 2) (Schauf, Moffett und Moffett 1993) sowie
Aggregation der Thrombozyten resultiert in einer \fverklebung mit unloéslichem Fibrin.
Eine Vasodilatation der traumatisierten Gefal3e Ronhsekutiver Verlangsamung des
Blutflusses und Erh6hung der GefaRpermeabilitéiefshsich diesem Vorgang an.

| Fxcrrirzsischies Systerr | | Intrinsisches Systern |

Korerake mir arnderen
Gewebezelldefeks Oberflicken als warrnalernr
FEndarkel

Faktar ITF, Vil Faktor XI5, X7I IX,
Cear~+ Cear+

| Akavierrer Fakeor x|

! l

Fakior V-V
Fekiar VIF-Komplex
Plirchernfakior 3
Cert+

Frothrom binaktivator

Ce+
Fak
XIir

Fibrs Fibrinrnoriormere ———————»  Fibrinnetz

Proikrarmbin

Abb. 2: Schema der Blutgerinnung (Schauf, Moffett und &tiof993)



2.1.2.2. Resorptionsphase (1.-4. Tag)

Die Phase wird eingeleitet durch die Migration mephiler Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten ins Wundgebiet. Hauptaufgabe der neuti@phGranulozyten besteht darin,
nekrotische und apoptotische Zellen zu phagozytiebee Phagozytose von Bakterien wird
vornehmlich von Makrophagen Ubernommen. Parallel diasen Prozessen werden
verschiedene Enzyme sezerniert, welche zuséatzliegh lzyse des apoptotischen und
nekrotischen Zellmaterials beitragen. Auch T-Lympjten werden Uber die Ausschittung
von Monokinen zur Reinigung und konsekutiven Ingektierung im Wundbereich aktiviert.
Zusammenfassend kommt es in dieser Phase der Wlmtheur katabolen Autolyse im

verletzten Gewebe.

2.1.2.3. Proliferationsphase ( 3.-10.Tag)

Diese Phase ist gekennzeichnet durch die anabglar&en mittels Kollagen. Durch im
Wundgebiet sezernierte Wachstumsfaktoren, insbesenoFGF, wird diese eingeleitet. Im
Vordergrund stehen hier die Fibroblastenprolifemratisowie der angiogene Prozess.
Angiogenese ist einer der wichtigsten Determinaine®rozess der Wundheilung (vgl. Kap.
2.3.4) und ist gekennzeichnet durch die Einspragsam Kapillarendothel. Die Wundflache
wird reepithelisiert und gewinnt letztlich durch rmlhmende Kollagen- und
Mukopolysaccharidproduktion an Reil3festigkeit. ldiech erlangt das Gewebe aul3erdem
eine vermehrte Resistenz gegeniber extern einvddteNoxen (Lippert, Tautenhahn und
Piatek 2006).

2.1.2.4. Reparationsphase/Modulationsphase (alpy.Ta

In dieser Phase entstent das endgiltige NarbengewBlie Wunde erlangt unter
physiologischen Bedingungen seine Kontinuitdt un@sténfalls seine endgultige
Reil3festigkeit wieder. Nach der Vernetzung der &gdinfasen erneuert sich das
Plattenepithel der Haut. Die Epithelzellen migrreteerfir in der Regel vom Wundrand in
Richtung Zentrum der Wunde. Kommt es wahrend degraion zur Kollision der
wandernden Epithelzellen, wird der mitotische Psszebgebrochen. Das entstandene
Narbengewebe besitzt keine Talg- oder Schweil3drised erscheint bei fehlender

Regenerationsfahigkeit der Melanozyten weil3-pertiantig.



2.1.3. Neovaskularisation

Die Neovaskularisation ist Grundvoraussetzung fén dAblauf der Wundheilung unter
physiologischen Bedingungen. Diesem Prozess soll gasondertes Kapitel gewidmet
werden. Neovaskularisation wird in zwei untersdhéhe Prozesse unterteilt: Angiogenese
und Vaskulogenese.

Angiogenese ist definiert als die Aussprossungsemsuen komplexen Kapillarnetzwerkes
aus praexistenten BlutgefaRen. Die Ausbildung neGefalle hat die Aufgabe ein
minderdurchblutetes Organ oder Gewebe zu repedugrdiund so die funktionelle Vitalitat
in diesem Gebiet zu verbessern (Schaper und 1t6)18%r angiogene Prozess findet seinen
Anfang in der enzymatischen Lyse der Basalmembrarchd Endothelzellen, welche
anschlieBend in die Peripherie migrieren konnere BEndothelzellen proliferieren und
dringen in das umliegende Interstitium ein. Divermggiogene Zytokine treiben diesen
Vorgang voran (Folkman und Shing 1992, Risau 198%)entstehen neue GefalR3lumina mit
transkapillaren Gewebepfeilern (Sherer und Abul2@®1, Koblizek, Weiss et. al. 1998,
Risau 1997)Abb. 3).

Vaskulogenese beschreibt eine de-novo-Bildung vhrigBfaRen aus Vorlauferzellen. Der
Prozess beginnt im Knochenmark wéahrend der Embtgotwicklung und endet in der
Ausbildung eines komplexen vaskularen Netzwerkes @Gefallsystems (Risau 1997). Aus
dem Mesoderm differenzieren sich Angioblasten uéddtopoetische Zellen (Geva und
Jaffee 2000, Tallquist, Soriano und Klinghoffer @89Diese formieren sich im weiteren
Verlauf zu zellularen Aggregaten und letztlich zadBthelzellen. Durch die Fusion der
Endothelzellen entstehen neue Gefal3lumina (FolkimdrShing 1992(Abb. 3).



10

Mesodermale Zelle

l VEGF
Flk-1

@O Fit-1

Hamangioblast

Ang-1
Flk-1 Tie2
VEGF

Fit-1

Endothelzelle Hamatopoet. Zelle

: : Angiogenese .
Maturation
& Zelleinwanderung

Vaskulogenese

Abb. 3: Wege der Gefalineubildung durch Vaskulogenese ngtbdgenese unter dem Einfluss von

Wachstumsfaktoren (modifiziert nach Breier 1999).

2.1.4. Formen der Wundheilung

Die epitheliale Wundheilung stellt einen regeneeti Prozess dar, bei dem nur die
Epidermis und Teile des Coriums verletzt werderilign hierbei Basalzellen der Epidermis
erhalten, so kann eine vollstandige Regeneratiore dtarbenbildung erfolgen. Beobachten
lasst sich diese Form der Wundheilung bei oberfidiochn Wunden, wie z.B. Schirfwunden.
Die primare und sekundare Wundform sind gekennmeicturch einen reparativen Verlauf,
d.h. durch die Ausbildung von Narbengewebe. Bei pemé&ren Wundheilung werden
angrenzende glatte Wundrander durch einen schm@pait von neuem Bindegewebe
Uberbrickt. Sie ist gekennzeichnet durch einen edtdm und komplikationslosen Verlauf.
Nur wenig Gewebe muss neu gebildet werden, um eaddiquaten Wundverschluss zu
erzielen. Die Sanatio per primam intentionem bebteianan typischerweise bei chirurgisch
gesetzten, sowie traumatischen Wunden mit glattednd®n ohne wesentliche
Vaskularisationsstorungen oder Kontamination (&8hnittverletzungen) (Weise und Hirner
2004). Grundvoraussetzungen fur den ungestortemuAlder primaren Wundheilung sind
saubere und gut perfundierte Wundrander.

Sollten Wunden einen héheren Kontaminationsgrad adestarke Spannung der Rander
aufweisen, so kann eine postprimare Verunreinigiergverletzung drohen. Von verzégerter

Primarheilung spricht man, wenn Nahte zwar unntittelhach Sduberung und Débridement
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angelegt werden, jedoch erst nach Abklingen dezUmallichen Phase im weiteren Verlauf
fest verknotet werden, wenn keine Infektion aufgfetn war. Im Anschluss hieran verheilt die
Wunde bestenfalls analog zur Priméarheilung (WerskHirner 2004).

Die sekundare Wundheilung kommt zum Tragen bei V@anaiit minderperfundierten oder
dehiszenten oder gequetschten Wundrandern (z. EetsGhiraumata, Bissverletzungen,
Verbrennungen, usw.). Auch praexistente trophissti@ungen resultierten nicht selten in
dieser Wundheilungsform. Solche Defekte kodnnen tntmar chirurgisch geschlossen
werden, sondern mussen von der Tiefe zur Oberflgciieulieren. Nicht selten muss hier ein
chirurgischer Eingriff im Sinne eines Débridement®rausgehen (Abtragung von
nekrotischem und kontaminiertem Gewebe). Haufidpledot eine funktionsbeeintrachtigende
Narbe (Weise und Hirner 2004).

2.1.5. Externe Einflisse auf den Prozess der Wuluatige

Insgesamt zeigen viele physiologische und pathstbg Bedingungen in unterschiedlichem
Ausmald einen Einfluss auf den Prozess der Wundigei(ws, Karowicz-Bilinska et al.
2009, Gilliver, Emmerson et al. 2010).

Wundheilungsstérungen entstehen bei Prozessen,deie physiologischen Ablauf der
Wundheilung verzdgern oder negativ beeinflussemisdh kbnnen sie in unterschiedlichsten
Formen imponierenTab. 1). Nahezu alle Wundheilungsstérungen resultieren inene
protrahierten Krankheitsverlauf und einer verzégemRehabilitation. Lokale und systemische

Faktoren kdnnen zum Auftreten von Wundheilungssigen beitrage(iTab. 2).

Wundkomplikationen in der klinischen Praxis

e Hamatom/Nachblutung

* Serom

» Dehiszenz der Wunde

» Allergische Reaktionen (z.B. Pflaster, Nahtmateasinfektionsmittel)
* Keloidbildung und hypertrophe Narbenbildung

* Maligne Entartung (selten)

* |Infektion/Kontamination

Tab. 1: Wundkomplikationen in der klinischen Praxis.
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Lokale Faktoren Systemische Faktoren

Lokale vorangegangene Gewebeschadigung| Stoffwechsel- und Begleiterkrankungen (z.B.

(z.B. Migrationsdefekt der Epithelien, Diabetes mellitus, Leberzirrhose, Anamie,
Ischamie/Nekrose, Nervenschaden, Malignom, Gerinnungsstdrungen,
Lokaltherapeutika, Radiatio, Verbrennung, Immunsuppression)

Kalte, Infektion, Hamatom)

Fremdkaorper in situ, Art und Schwere der Ernahrungszustand (z.B. Kachexie, Adiposita

1Z

Verletzungen und von Begleitverletzungen | Albuminmangel, Mangel an Spurenelementen

oder Vitaminen)

OP-Techniken (z.B. Nahtmaterial, Nahttechnikl.ebensalter, Hormonstatus

Elektrokoagulation, Druck durch Haken)

Pharmaka (z.B. Zytostatika, Kortikosteroide,
Antikoagulation)

GefalRerkrankungen (z.B. pAVK, CVI,
LymphgefaRerkrankungen)

Mangelnde Mobilitéat, Nikotin-/Alkoholabusus

Tab. 2: Ubersicht iber lokale und systemische Storfaktéiiedie Wundheilung.

Auf einige wichtige Einflussfaktoren, die die Wumilng stéren, soll hier im Detail

eingegangen werden. Die chronische Therapie mittikGmteroiden fiihrte sowohl in

experimentellen als auch in klinischen Studien znere deutlich erhdhten Rate von
Wundheilungsstorungen (Goforth and Gudas 1980, @panHellstrém und Schmidt 1990).

Verantwortlich hierfir kénnen zum einen die eindeéokte Entziindungsreaktion des
Gewebes (Zhang and Thorlacius 2000, Polat, Nayei.e2002) und die damit verbundene
Storung der regularen Phasen sein, zum anderelt Bigie sicher eine erhdhte systemische
und lokale Infektanfalligkeit dieser Patienten eiwwesentliche Rolle. Zusétzlich wird die
Produktion von Wachstumsfaktoren gehemmt, welcheléin Prozess der Wundheilung eine
entscheidend wichtige Rolle spielen (Chedid, H&flal. 1996).

Da jedoch die Entzindungsantwort des traumatisieewebes unter Umstanden zur
Gewebeischamie und damit zu einer sekundaren Spivéglifihrt, konnte die Behandlung
mit Steroiden unter Umstanden auch zu einer veepess Wundheilung im Bereich

traumatischer Gewebeschadigungen beitragen.
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Ein weiterer Faktor, welcher die Wundheilung negdieeinflusst, ist der Tabakkonsum
(Sherwin und Gastwirth 1990). Diverse Studien hakare anti-angiogene Wirkung des
Rauchens in verschiedenen experimentellen Modeiteme eine verzogerte Wundheilung
nach Rauchexposition belegt (Hoogendoorn, Simmemaraet al. 2002). Ein wesentlicher
Bestandteil von Zigaretten ist Nikotin. Von diesasbstanz ist bereits bekannt, dass sie im
Rahmen pathologischer Prozesse, wie z.B. neoplhstis/eranderungen (Natori, Sata et al.
2003) und Gewebeischamie (Heeschen, Weis et al2)20@en angiogenen Prozess
(Angiogenese) fordert und damit pro-kanzerogendsriial besitzt. Auch im Rahmen einer
Wundheilungsstudie an diabetischen Mausen konndéesem Zusammenhang eine Zunahme
der Angiogenese nachgewiesen werden (Jacobi, laalg 2002). Zusatzlich konnte in in-
vitro Versuchen an isolierten Endothelzellen geizeigrden, dass Nikotin den apoptotischen
Zelltod in hypoxischem Milieu reduziert. Zu den Awskungen von Nikotin auf
traumatisiertes Gewebe existieren bis dato keipemxentellen Studien.

Cyclooxygenase-2 ist ein induzierbares Enzym, weddm Rahmen entzindlicher Prozesse
aber auch im Rahmen der Wundheilung vermehrt syisibe wird und damit zur
gesteigerten Freisetzung von Prostaglandinen unebnitboxanen fihrt. Die selektive
Inhibition dieses Enzymes resultiert in einer vgerden Abheilung von Ulzerationen der
Magenmukosa und einer verminderten Gefa3dichteni@sbtmann, Peskar et al. 1998). Im
Rahmen einer Weichteilverletzung konnte demgegenibeée Verbesserung der
Mikrozirkulation sowie eine Verminderung der entdlichen Antwort des Gewebes erzielt
werden (Gierer, Mittimeier et al. 2005). Inwieweitn die Wundheilung in traumatisiertem
Gewebe durch die Inhibition der Cyclooxygenaserifkesst wird, ist bisher nicht geklart.

Des Weiteren konnte in diversen Studien experinfleutel klinisch gezeigt werden, dass die
lokale Prakonditionierung von Gewebe zu einer dehegh Protektion gegenuber
nachfolgenden, ansonsten teils letalen Schadigufideh So konnte in einem Lappenmodell
am Schwein durch lokale Erwadrmung des spateren draggwebes eine deutliche
Verminderung der Nekrose erzielt werden (Harder Gontaldo et al. 2004). Als
Mechanismen werden einerseits die Verbesserung Mikrozirkulation, einer erhoéhte
Ischamietoleranz aber auch eine direkte Verminaedes apoptotischen Zelltodes diskutiert.
Welche dieser Faktoren eine Gewebeprotektion bewiikt bis dato noch nicht vollstandig
geklart. Alle diese Prakonditionierungsmethodernrdéilzu einer gesteigerten Expression von
Hamoxygenase-1 (Kubulus, Roesken et al. 2004).e8i&1zym konnte jedoch auch durch
die Trauma-induzierte Ischamie und Entzindung aktiwworden sein. Bisher ist nicht

geklart, ob endogen induzierte HO-1 zur regularamweilung beitragt. Die Klarung dieser
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Frage ware durch die Blockade der beschriebeneryniaiivitdt mdglich. Auch eine
systemische Konditionierung wurde evaluiert, wolbier vor allem aus Bakterien isoliertes
Lipopolysaccharid (LPS) zu nennen ist. Studienleliziten Jahre flihrten zu unterschiedlichen
Ergebnissen nach LPS-Vorbehandlung: zum einen weide verzégerte Wundheilung
aufgrund gesteigerter TN&Produktion beschrieben (Ishimura, Moroguchi e2802), zum
anderen scheint LPS auch proangiogene Wirkungdregiizen (Mattsby-Baltzer, Jakobsson
et al. 1994). Aufgrund der toxischen Wirkungen &S ist der klinische Einsatz im Rahmen
einer moglichen Konditionierung problematisch, iandletzten Jahren wurden allerdings
Substanzen entwickelt, so genannte cytidine-phdsgiizanosine-oligodeoxynucleotides
(CpG ODN), Bruchsticke bakterieller DNS, die zueeirausgepragten Aktivierung des
Immunsystems fihren, jedoch ohne die typischen Meitkungen von LPS hervorzurufen
(Nichani, Kaushik et al. 2004). Ob diese Effektetaum Rahmen der Wundheilung von
Bedeutung sind, ist bisher nicht geklart.

Eine weitere Substanz, die zunehmend Interesssi@utieht, ist die Aminoséure Glycin. Im
Rahmen verschiedener Studien konnte gezeigt werdass die Vorbehandlung von
Versuchstieren mit dieser Substanz zu einer Reululdies Ischdmie/Reperfusionsschadens
nach Organtransplantationen fihrt. AuRerdem konnBnganschadigungen, die durch
Manipulation des betroffenen Gewebes verursachtl@nyrvermindert werden (Schemmer,
Bradford et al. 1999). Da das mechanische Weicttdaiha einer ausgepragten Manipulation
entspricht, kbnnte somit auch Glycin im Rahmen ®Wéundheilung in traumatisiertem
Gewebe protektive Effekte aufweisen.

Erythropoietin wird schon heute in der Klinik hdggifitngewendet, vor allem im Rahmen der
Anamiebehandlung dialysepflichtiger Patienten. Dhé&matopoetischen Effekte dieses
Medikaments sind schon seit vielen Jahren bekaBtitdien der letzten Jahren zeigten
allerdings auch einen deutlichen Einfluss auf digidgenese, z.B. beim Wachstum maligner
Tumoren (Yasuda, Fujita et al. 2002). Aufgrund dresEigenschaften ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Wundheilung durch Erytbrefin durch seine proangiogene

Wirkung positiv beeinflusst werden kénnte.

2.2. Auswirkungen der lokalen Weichteilschadigung
Das lokale Weichteiltrauma resultiert zunachst inee lokalen Perfusionsstérung mit
konsekutiver Hypoxie und Ischdmie. Neben der trdistizen Zerstdérung von Blutgefal3en

und des umliegenden Parenchyms sowie der Ausbiléumes Weichteilddems lassen sich
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hierbei weitere prolongierte pathologische Veraondgen der Mikrozirkulation beobachten
(Amon, Laschke et al. 2006).

Durch die Trauma-induzierte Hypoxie und Ischamied ulem hieraus resultierenden
Sauerstoffmangel kommt es zur zellularen Azidosd Laktatakkumulation. Uber weitere
komplexe chemische Reaktionen unter Zuhilfenahmesciedener Enzyme werden in
diesem Milieu letztlich hochreaktive Hydroxyl-Radlk (OH°) frei (Fenton-Reaktion). Die
Entstehung dieses hochaggressiven Molekiils ist wiall wesentliche Ereignis, dass die
Lipidoxidation von Phospholipiden der Zellmembrantreibt. Basierend auf diesem Wissen
kann vermutet werden, dass diese destabilisiereMizhanismen die Grundbausteine der
endothelialen Dysfunktion und daraus resultierendBermeabilitasstorungen nach
Weichteiltrauma bildei(Abb. 4).

Aus vorangegangenen Studien ist bekannt, dass delthteiltrauma nicht nur die
beschriebene Permeabilitdtsstérung einen weseatlipathobiochemischen Prozess darstellt,
sondern auch eine massive Leukozyten-Endothelaktion als entziindliche Reaktion auf
das Trauma beobachtet werden kann. Parallel histain signifikanter Abfall der kapillaren
Perfusion zu verzeichnen (Menger MD 1995, MengelikBn et al. 1992). Die Schwere des
Weichteiltraumas beeinflusst mafRgeblich die Schwderekapillaren Minderperfusion sowie
die entzindliche Komponente als Antwort auf diespreachende Weichteilverletzung (Amon,
Laschke et al. 2006). Obwohl nahezu regelmallig nacger bestehender Hypoxie und
Ischamie eine Reperfusion des verletzten Gewebebalshtet werden kann, so kommt es
doch zu keiner adaquaten kapillaren Reperfusionr natreflow-Phanomen). Konsekutiv
entwickelt sich im verletzten Areal ein interstitts Odem mit Zunahme der mikrovaskularen
Permeabilitdt, des Gefal3widerstandes sowie des rsiiiilen Drucks. Dieser
Zusammenbruch der mikrovaskularen Perfusion isemer Abnahme der Kapillardichte und
mit einer zunehmenden extraluminalen Kompression @Gefal3bettes vergesellschaftet.
Parallel zu diesen Vorgangen werden durch im Tra@emi@t entstandene freie Radikale
verschiedene chemotaktische und proinflammatorischgokine freigesetzt. Diese
Mediatoren (u.a. TNk IL-1, IL-6, IL-8) fuhren zu einer vermehrten Aitiat diverser
Enzyme, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO)-Synthasewgo Cyclooxygenase, wobei aus
vorangegangenen Studien bereits bekannt ist, dasmduzierbare Isoformen wie iINOS (Lee
und Lee 2003) und COX-2 (Gierer, Mittimeier et @D3) hierbei betroffen sind.
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Blutfluss Interstitieller Druck
Adem < Lokales Weichteiltrauma Permeabilitit
\ y /
._//
Hypoxie Azidose

Abb. 4. Schematische Darstellung der lokalen Auswirkung deechanischen Traumas auf das

Weichteilgewebe.

Weitere Zelladhésionsmolekile (L-Selectin auf Leyken und E-Selectin  auf
Endothelzellen) werden exprimiert. Des Weiteren dear durch die progrediente
posttraumatische Entzindungsreaktion die endotberlidellen im Gefal3lumen wiederum
aktiviert, was zur Expression weiterer Mediatoreie Btickstoffmonoxid, Prostaglandinen,
Platelet activating factors, Thromboxane und Adbrdsinolekilen fuhrt. Diese sind letztlich
fur das mikrovaskulare Perfusionsversagen sowiedi@rnutritive Dysfunktion und primar
lokale, spater ggf. systemische Entziindungsreakgoantwortlich (Menth Chiari, Curl et al.
1998). Die Adharenz der aktivierten Leukozyten flint weiteren Verlauf zur verstarkten
Schadigung von Endothelzellen und des Parenchymigrbad auf der Sekretion toxischer
Radikale (respiratoy burst). Auch die Freisetzungn vverschiedenen Enzymen mit
proteolytischer Wirkung (Elastase) trdgt malgeblidur Gewebsschadigung im
traumatisierten Gewebe bei. Die entstandene Hyptixig gleichzeitig zur lokalen Azidose.
Durch das saure Milieu und konsekutiver Permeadbslteigerung der Gefalde erhoht sich der
interstitielle Druck, was die Hypoxie im betroffen&ewebeareal weiter verstarkt. Dies hat
schlie8lich eine zuséatzliche Verminderung der Btofu im Weichteilgewebe zur Folge.
Aullerdem lasst sich als Konsequenz der bestehehbigroxie eine Steigerung der
leukozytaren Entziindung nachweisen.

Die zentrale Bedeutung der Leukozyten-Endotheinédiraktionen fur die Entwicklung des
Reperfusionschadens ist heute unumstritten undveoschiedenen Autoren belegt (Menger
1995, Menger, Rucker et al. 1997, Owens, Edwardal.ef999). Die kausale Rolle der
Leukozyten in der Pathogenese der postischamis&eperfusionsschaden wird auch in

etlichen vorangegangenen Studien postuliert (Mqriygoore et al. 1997, Chiba, Muraoka et
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al. 1993). Diese Entziindungsreaktion resultierdeiam in einer Behinderung der Perfusion
und somit weiteren Beeintrachtigung der endothatidgunktion.

Pathophysiologisch bleibt nun der traumatische Wteitschaden zuné&chst durch einsetzende
Reparaturmechanismen lokal begrenzt (in Abhangigken individuellen Faktoren sowie
von der Art und Schwere der Begleitverletzungen) greift erst nach Uberschreiten einer
bestimmten Schwelle auf den Gesamtorganismus &uee( Marzi 1996). Nach Ubergreifen
auf den gesamten Organismus koénnen in Abhangigkiat Traumaschwere die
entsprechenden sezernierten EntzindungsmediatooknStrukturen und Organe schadigen,
welche fern der initialen Verletzung liegen und sSo einen generalisierten
Entziindungsprozess resultieren. Kommt es nach sehvwéerletzungen (z.B. Polytraumata)
oder bei vorerkrankten Patienten (z.B. Immunschwfctach lokalem Weichteiltrauma zu
einer Ausschwemmung der inflammatorischen Zytokingen systemischen Kreislauf, so hat
dies eine Aktivierung der Gerinnungskaskade zug&¢Bone 1996).

Ein generalisierter Entztindungsprozess mehrerear@ggteme zugleich wird in der Literatur
als SIRS (systemic inflammatory response syndrobeeichnet (Smail, Messiah et al.
1995). Verstarkt sich dieser Prozess kann diesE@n oder Mehr- Organversagen sowie
Dysfunktion der Immunantwort und der Mikrozirkutati zur Folge haben. Die daraus
resultierende Ischamie stellt die Endstrecke deskHde zellularer Veranderungen als
Antwort auf eine von extern einwirkende Noxe daul{G Berlot 1996, Kirkpatrick, Bittinger
et al. 1996). Grund hierfur sind multiple Mikrotinben, die einzelne oder mehrere Gefalie
okkludieren und letztendlich zur Ischamie in detrdféenen Organen fihren kénnen (Gando,
Kameue et al. 1996). Die Schadigung dieser Organa kierbei reversibel oder irreversibel
sein und unabhangig von Art und Schwere oder Lsiaion des initialen Schadens
beobachtet werden. Kommt es im weiteren Verlauf Reperfusion, so stellt der
.Reperfusionsschaden” eine der geflrchteten Korafibken im Rahmen dieses Krankheits-
bildes dar (Cipolle, Pasquale und Cerra 1993). diéirbetroffenen Patienten bedeutet dies
nicht selten eine intensivmedizinische Betreuungeaimiem protrahiertem Krankheitsverlauf
und einer héheren Letalitdt in der Folge. Der Omgans ist in dieser Phase bemiht,
entsprechende Organsysteme wieder adaquat mitskaffieu versorgen. Parallel hierzu wird
durch die Sekretion von anti-inflammatorischen XZyten versucht, die bestehende
Entziindungsreaktion zu sanieren. Dieser Zytokirchigtung (v.a. IL-4, IL-10, IL-13, TGF-
B) folgt eine generalisierte Immundepression, welcheklinischen Alltag auch als CARS
bekannt ist (compensatory anti-inflammatory resporsyndrome). Schlief3t sich eine

Infektion mit pathogenen Keimen an oder kommt es gystemischen Ausbreitung
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derselbigen, kann der Organismus bis hin zur Sepgiszum septischen Schock geschadigt
werden (Levin und Condit 1996). Vom ,mixed antagbniesponse syndrome® (MARS)
spricht man dann, wenn beide Syndrome (SIRS und $APRarallel zueinander im
Organismus ablaufen (Davies und Hagen 1997).

CHAOS (cardiovascular shock, apoptosis, organ aydfon, immune suppression) ist der
zusammenfassende Begriff fur all diejenigen systeh@n Reaktionen und Krankheitsbilder,
welche hieraus resultierten kdnnen (Bone 1996; &aund Hagen 1997). CHAOS stellt den
Oberbegriff fur die schwerwiegendsten Folgen eif@slen Weichteilschadens auf den
Organismus dar. Oftmals geht dieser Prozess mieénkdiedrohlichen Folgen fir den

Gesamtorganismus einher.

2.3. Heilung von Inzisionswunden nach lokalem Weadschaden

Die verzdgerte Wundheilung nach chirurgischen Hifegr stellt nach wie vor ein Problem
dar, das zur erhdéhten Morbiditat und Mortalitat Betienten beitragt. Bei chronisch kranken
oder meist alteren Patienten (Diabetes mellitusterfosklerose) ist das Risiko nach
chirurgischen Interventionen eine Wundheilungsstgrauszubilden deutlich erhdht. Auch
akute Verletzungen erhohen die Komplikationsrater d&undheilung. So konnte
nachgewiesen werden, dass ein experimenteller \tédmthaden wesentlich die periostale
Durchblutung des darunterliegenden Knochens besisiflund eine Entzindungsreaktion
hervorruft (Schaser, Zhang et al. 2003). Damit kérbei einer zusatzlichen Schadigung des
Knochens die Frakturheilung beeintrachtigt werd&achgerechte Wundversorgung und
Wundbehandlung bleibt folglich Grundbaustein degragiven Disziplinen.

Bei etlichen Patienten, die einen mehr oder wenigasgedehnten Weichteilschaden
aufweisen, ist nicht selten ein operatives Verfahraliziert. Dabei kann es sich um eine
isolierte  Weichteilverletzung handeln oder aber db@ine bzw. intraabdominale
Verletzungen mitbeinhalten.

Eine intakte Blutversorgung des verletzten Gewastesnmittelbare Voraussetzung fur eine
adaguate Geweberegeneration (Bondar, Uhl et all)18@sweiteren ist seit langem bekannt,
dass im ischamischen Wundgebiet die Heilungstendientlich geringer ist als in nicht-
ischamischem Gebiet (Hunt 1980). Trotz dieser Kmisee ist es allerdings nicht immer
maoglich, Inzisionen und Nahte zum Wundverschlusd awsschlieRlich gesundes
nichttraumatisiertes Gewebe zu beschrénken. Bishestieren keine Studien, die die
Mechanismen der verzdgerten Wundheilung im trawsigaten Weichteilgewebe eindeutig
erklaren. Au3erdem ist bisher noch nicht geklautwelchem Zeitpunkt nach Trauma eine
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chirurgische Intervention durchgefuhrt werden solttamit méglichst optimale Bedingungen
fur eine adaquate Wundheilung gegeben werden konDem Wahl eines optimalen
Zeitpunktes flur operative Eingriffe in traumatisean Gewebe gestaltet sich damit als sehr
schwierig. In der klinischen Praxis bedarf eine allstandige Wundheilung bzw. sekundare
Wunddehiszenz haufig einer chirurgischen Revisiamd wuesultiert oftmals in einer

verzogerten Rehabilitation.



20

3. Ziel der Studie

Ziel dieser experimentellen Studie war es, zu klaiewieweit ein Weichteiltrauma die
Heilung einer Inzisionswunde beeintrachtigt. Diesprechenden Informationen sollten durch
tierexperimentelle Versuche an der Maus nach eibewédhrten Modell gewonnen werden.
Bisher konnte noch nicht geklart werden, zu welch&itpunkt ein chirurgischer Eingriff
durchgefuhrt werden sollte, um diesbeziiglich einiglohst optimale Bedingung fur den
postoperativen Verlauf in einem traumatisierten \dgebiet zu schaffen.

Dazu wurde in mehreren Versuchsgruppen der Einflesslokalen Weichteiltraumas auf die
Heilung akuter Inzisionswunden untersucht, welaweejls zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach dem lokalen Weichteiltrauma induziert wurden.

Nach der jeweiligen Weichteilschadigung wurde amiafjlen Tag, sowie einen Tag, drei und
funf Tage spater eine chirurgische Inzision im mnatisierten Gewebe durchgefihrt. Im
Anschluss daran erfolgte die intravitalmikroskopiscAnalyse der Wundheilung in den
einzelnen Versuchsgruppen.

Anhand der Analyse von Hamodynamik, entzindlichesakonen des Gewebes sowie
histopathologischen Untersuchungen wurde auf falgerFragestellungen im Detall
eingegangen:

1. Wodurch wird der Blutfuss in Inzisionswunden im hticaumatisierten Gewebe

aufrecht erhalten?

2. Welche Pathologie nach isoliertem Weichteiltraumaeibflusst die priméare
Wundheilung?

3. Wird die Wundheilung negativ beeinflusst, wenn wgtgische Inzision und

Nahtmaterial innerhalb des traumatisierten Gewelesstzt werden?

4. Zu welchem Zeitpunkt sollte nach einer Weichteifstigung die Operation/
chirurgische Inzision erfolgen, damit bestmoglichraussetzungen fir eine

komplikationslose Wundheilung geschaffen werdemiedr?
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4. Material und Methodik

4.1. Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit demeutschen Tierschutzgesetz
durchgefuhrt. Im Voraus fand eine Uberpriifung ureh@migung seitens der saarlandischen
Tierschutzkommission statt. Als Versuchstiere vereten wirC57BL/6-Mause aus eigener
Zucht im Alter von drei Monate(Abb. 5A).

Fur das geplante Projekt wurden Versuchstiere schédlichen Geschlechts mit einem
Gewicht von 23-27g (bei Versuchsbeginn) verwendéinter der Aufsicht der
Tierschutzbeauftragten der Universitat des Saaglandurden die Mause bis zum jeweiligen
Versuchsende in der Tierhaltung des Instituts flinidch-experimentelle Chirurgie in
Homburg/Saar gehalten. Bei einem 12 h Tag-Nachirhys hielt man die Raumtemperatur
konstant auf 22 bis 24 °C, die Luftfeuchtigkeitrogtkonstant 60%. Alle Mause erhielten die
gleiche Menge an Trinkwasser ad libitum und Laladardfutter (Altromin 0801, Botzen-
hardt KG, Kempten; 15.000 I.E./kg Vitamin A, 50&.r/kg Vitamin D3, 150 mg/kg Vitamin
E, 50 mg/kg Vitamin C).

4.2. Modell

4.2.1. Mikrozirkulationsmodell der Riickenhautkammer

Als Modell verwendeten wir die Rickenhautkammer@&7BL/6-MaugAbb. 5B). Erstmals
beschrieben wurde das Kammermodell von Algire (#&lgil943). Nach weiterem
Modifizieren konnten im Verlauf Untersuchungen @&n Ratte (Papenfuss, Gross et al. 1997),
an der Maus (Cardon, Oestermeyer und Bloch 1970r, LUeeunig et al. 1993), sowie am
syrischen Goldhamster (Endrich, Asaishi et al. 0)98urchgefuhrt werden. Durch das
Anbringen der Ruckenhautkammer wurde eine Untetsugliles Gewebes (Kutis, Subkutis,
quergestreifte Muskulatur) am lebenden Versuch&bbj@ regelmaligen Abstanden
ermoglicht. Mit Hilfe von Durchlicht- sowie Fluorasnzauflicht-Mikroskopie und diverser
Fluorchrome konnten die Mikrozirkulation, Entziingsantwort und Nekrose des verletzten

Gewebes beurteilt werden.

4.2.2. Anésthesie
Eine Narkotisierung der Tiere erfolgte regelméRly wer Rasur, der Praparation der
Ruckenhautkammer, den darauffolgenden invasiven nisladen sowie der

Fluoreszenzmikroskopie im Beobachtungsverlauf. Oiere konnten durch manuelle
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Fixierung einer Rickenhautfalte immobilisiert waerdém Anschluss wurde das Narkotikum
intraperitoneal als Bolus von 0,1 ml pro 10 g Kagsavicht injiziert. Verwendet wurde ein
Narkosegemisch aus 90 mg/kg KG Ketaminhydrochlgftavet c, Upjohn GmbH,

Heppenheim) und 25 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rmun, Bayer AG, Leverkusen).
Nach Verabreichung der Narkose konnte im Durchscleme 20-mindtige Anésthesie mit
gleichzeitiger Muskelrelaxierung gewahrleistet vardAbb. 5C). War die Wirkung der

Narkose (in Ausnahmefallen) verzogert oder zeig@ ¢eine Wirkung, war eine
intraperitoneale Nachinjektion von 0,1 ml des Ahastegemisches erforderlich. Auch

wiederholte Anasthesien Uber einen langeren Zeitraurden von den Mausen gut toleriert.

Abb. 5: (A): C57BL/6-Maus (Gewicht 23g ohne Rickenhautkamnim Alter von 12 Wochen. (B) 24
h nach Kammerpraparation. (C) Wirkeintritt der Attéssie 2 Tage nach Kammerpraparation.

4.2.3. Implantation der Rickenhautkammer

Es wurde immer dasselbe Verfahren zur Kammerpréparangewendet. Die Implantation
erfolgte in tiefer Narkose. Nach entsprechenders#iresie des Tieres wurde der Ricken
unter Zuhilfenahme eines Elektrorasierers (ElekiraGH 204; Aesculap, Tuttlingen,
Deutschland) sowie chemischer Depilation mit Entinagscreme (PilcaMed®, Schwarzkopf,
Deutschland) vollstandig von Haaren befreit. NaakinRung des enthaarten Areals mit
lauwarmem Wasser erfolgte die Desinfektion in dieg8ebiet mit Softasept (Fa. Braun,
Melsungen), um ein moglichst steriles Operatiomstel schaffen.

Nach Abwarten der reguldren Einwirkzeit des Desitidmsmittels wurde das Tier in
Bauchlage vor einer Kaltlichtlampe positioniert.ddaAnheben der Haut kontrollierten wir
nun unter Gegenlichtkontrolle den Verlauf der voentval und dorsal in die Kammer
ziehenden Gefal3aste der Arteria circumflexa iliand Arteria thoracica lateralis, um eine
standardisierte Implantation der Kammer zu gwasiei. Es wurde genauestens darauf
geachtet, dass sich korrespondierende GefalRasteriseitenansicht parallel Gberdeckten.

Die Riuckseite der aus zwei symmetrischen Titan-Rethrausammengesetzten Rucken-
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hautkammeiAbb. 6) wurde kranial mit Haltefaden an der Maus angelirdohBereich der
basal gelegenen Schrauben wurden mit einer Schariekieine Inzisionen gesetzt, ohne die
Hauptstammgefal3e zu verletzen.

Mit einem feinen Permanenttextmarker zeichneten ebienfalls unter Gegenlichtkontrolle
das Beobachtungsfenster auf die Haut ein. Der DuesBer dieses kreisrunden Bereichs
betrug ca. 12mm. Die Grof3e dieses Abschnittes whiktbei bewusst grol3er gewéhlt als das
eigentliche spatere Beobachtungsfenster (10mm).ndsrierfir war, dass damit eine
Beeintrachtigung der Blutversorgung sowie Luftei8sse nach Anbringen des vorderen
Titanrahmens vermieden werden konnten. Die zuvogezeichnete Flache wurde mit einer
gebogenen Schere exakt ausgeschnitten.

Unter einem Stereo-Operationsmikroskop (Wild M63Ceitz, Schweiz) erfolgte die
chirurgische Entfernung der Kutis, Subkutis und deergestreiften Muskulatur sowie die
zwei Schichten des Retraktormuskels. Nach Spilures dsewebes mit steriler
Elektrolytlosung (NacCl, Isotone Kochsalzldsung, Baaun, Melsungen) wurde die vordere
Seite der Titankammer in den Schrauben des zuvgebaachten hinteren Titanrahmens
verankert und mit den passenden SchraubenmutteertfiEine Kompression der Gefal3e
konnte durch Schraubenmuttern, die als Abstandshadiknten, vermieden werdéhbb. 6).
Der Abstand zwischen den beiden Rahmen betrug i&derung ca. 400-500um. Das
freiliegende Kammergewebe wurde luftdicht nach eteresorgféaltiger Spilung mit steriler
Elektrolytlosung (NaCl, Isotone Kochsalzlésung, Beaun, Melsungen) durch ein Deckglas
zum Schutz vor Austrocknung und Verschmutzung abgdd Um ein Herausfallen des
Deckglases aus seiner Position zu vermeiden, getatér zur Protektion des
Beobachtungsfensters einen Sprengring in die Kanongerseite ein. AbschlieRend wurde
nun der ventrale Titanrahmen an seinem kranialendRdurch 5.0 Seide-Nahte an der
Hautfalte befestigt. Der gesamte Eingriff dauerde 20 Minuten. Die Rickenhautkammer
wurde von den Mausen gut toleriert. Die Tiere @xgpostoperativ ein normales Fress-,

Schlaf- und Putzverhalten.
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Abb. 6: Perspektivische Sicht auf die Rickenhautkammedelesd aus 2 identischen Titanrahmen
(Gewicht ca. 3,29g). A: Vorderer Titanrahmen; B: Hirer Titanrahmen; C: Verbindungsschraube; D:
Schraubenmutter als Abstandshalter zwischen desnrBihmen; E: Sprengring zur Fixation des

Deckglases; F: Beobachtungsfenster (Durchmessenrh).

4.2.4. Ausschlusskriterien

Nach der Kammerpraparation hatten die Tiere insged& h Zeit, sich von der Anasthesie
und dem chirurgischen Trauma zu erholen, bevoedite intravitalmikroskopische Analyse
durchgefuihrt wurde. Ehe die Mause fur die Mikroskogrneut narkotisiert wurden, priften
wir sie zum einen auf ihren Allgemeinzustand, zumdeaen auf die Qualitdt der
Kammerpraparation. Ausschlusskriterien fir den eveit Versuchsablauf waren:

* Gewichtsverlust

* Lethargie

» Exsiccose

* Einblutungen

» Systemische oder lokale Entziindungszeichen
+ Odem

* Mechanische Faktoren (z.B. Gewebeausriss aus denmiea)
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4.2.5. Induktion des Weichteiltraumas

Bei allen Versuchstieren wurde frihestens vier Tia@eh der Kammerpraparation und 48 h
nach der ersten intravitalmikroskopischen Analysestandardisiertes Weichteiltrauma des
Gewebes induziert (Amon, Laschke et al. 2006).el@mne Trauma dienten als Kontrolle. Im
Rahmen unserer Versuchsreihe fixierten wir die otslerten Tiere in Seitlage auf einer
Plexiglasplatte. Das Deckglas wurde entfernt undchlrel3end durch ein feines Metall-
plattchen derselben GroRRe ersgi#bb. 7A, B). Dieses Metallplattchen wurde mit einem
Sprengring fixiert, was ein festes Widerlager fiendStahlzylinder sicherstellte. Zur
Weichteiltraumainduktion standen uns Edelstahlzidm unterschiedlichen Gewichtes zur
Verfugung (59, 10g, 15g, 25g, 30¢gAbb. 7B). In unserer Studie verwendeten wir ein
Gewicht von 25g, was einer beim Aufprall freigesetzEnergie von 450 Jfnentsprach. Der
Stahlzylinder wurde aus einer Hohe von 145 mm dweitte als Leitschiene eingesetzte
Plexiglasrohre (Durchmesser 12 mm) vertikal auf@awebe fallen gelasséabb. 8). Somit
wurde eine gleichmalige Verteilung der freigesetztEnergie im Kammergewebe

gewabhrleistet und eine homogene Weichteiltraunsdtisig erziel{Abb. 9).

Abb. 7: (A) Aufsicht auf die Rickenhautkammer. Das Deskglarde entfernt und durch ein

Metallplattchen als Widerlager zur Weichteiltraumdiktion ersetzt. (B) Stahlzylinder unter-
schiedlichen Gewichtes (1) (von links nach recBéyg, 259, 15g, 10g, 5g) und zwei Metallplattchen,
die als Widerlager dienten (2).
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Abb. 8: Rickenhautkammer unmittelbar nach Traumainduktiomt noch aufsitzendem
Edelstahlzylinder (25g). Die Plexiglasrohre als tsehiene wurde zur besseren Darstellung bereits

entfernt.

Abb. 9: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme einer Riltketkammer vor (A) sowie nach
schwerem (B) Weichteiltrauma. Die entstandenen H@mea konfluieren und nehmen eine grof3e

Flache im Beobachtungsfenster ein (6-fache Vergroity.

4.2.6. Induktion der Inzisionswunde

In den einzelnen Versuchsreihen wurde bereits or Tdaumatisierung des Gewebes ein
arteriovenoses GefalRbindel der 1. Generation iitheneih Bereich des Beobachtungsfensters
fur die spatere Inzision ausgewahlt. Das AV-Biundelnnte aufgrund sorgfaltiger
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Videodokumentation wahrend der ersten Fluoreszedipsiopie zwei Tage nach Kammer-
praparation zuverlassig identifiziert werden. Ndgéckglasentfernung erfolgte mit einem
Skalpell (Fa. Aesculap, Groflie 11) die Durchtrenndeg Arteriole sowie der begleitenden
Venole samt quergestreifter Muskulatur, Subkutid #wtis (Abb. 10). Dabei achteten wir
auf eine strenge senkrechte Schnittfihrung zum Rhéfidgdel unter mikroskopischer sowie
makroskopischer Sichtkontrolle, um ein standardisge Vorgehen zu gewahrleisten. Die
Lange der Inzisionswunde wurde unter Zuhilfenahmi@ese Lineals intraoperativ
ausgemessen und betrug in jedem Versuchstier 3 Amachlielend wurde der Situs
mehrfach mit steriler Elektrolytlbsung (NaCl, Iso& Kochsalzlésung, Fa. Braun,
Melsungen) gespult.

Im Anschluss erfolgte unter dem Stereo-Operatiokyekop (Wild M650; Leitz, Schweiz)
der primare Wundverschluss mit Einzelknopfnéhterol@Pe, Ethicon®, GroRe 10-0). Die
Wundrander konnten in der Regel mit 3 Einzelknopfed - welche Kutis, Subkutis und
quergestreiftes Muskelgewebe umfassten - wiedequeddadaptiert werde(Abb. 11). In
den einzelnen Versuchsreihen wurden die Inzisionsin zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Weichteilschadigung vorgenommen. Als Kontralienten nicht-traumatisierte Tiere

ohne Inzision.

Kammerrahmen

Cutis

Subcutis

Subcutanes Fett

Musc. retractor

Musc. retractor

Deckglas |
— R ..

SubcutanesFett

Subcutis

Cutis

Einzelknopfnaht
Inzision

Abb. 10: Schematischer Querschnitt der Rlickenhaut nagbidmz

Subcutis

Cutis
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Abb. 11: (A) Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme (6-fachéergroRerung) einer
Rickenhautkammer ohne Weichteiltrauma vor (A) undittelbar nach (B) Induktion einer
Inzisionswunde. Zur Wundrandadaption waren 3 Ekregdfnahte (Pfeile) erforderlich.

4.3. Experimentelles Protokoll

Zwei Tage nach Kammerpraparation erfolgte am neieoten Tier die erste
intravitalmikropskopische  Untersuchung zur Analysder Hamodynamik unter
physiologischen Bedindungen. Die einzelnen Versuwlpgpen unterschieden sich in dem
zeitlichen Abstand der Inzision zum vorangegangehaichteiltrauma. Mit Ausnahme der
Kontrollgruppen ohne Weichteilschadigung wurden e allTiere 4 Tage nach
Kammerpraparation einer schweren Weichteiltraunegitiag unterzogeAbb. 12). In einer
der Gruppen wurde unmittelbar nach dem Trauma dieetirennung der Gewebeschichten
vorgenommen. In den weiteren Gruppen erweiterteérdi@sen zeitlichen Abstand, indem wir
die Inzision 1 Tag, 3 Tage und 5 Tage nach Weilttatema vornahmen. Insgesamt dienten
uns 47 C57BL/6-Méause zur Beobachtung. Unsere Vhssathen setzten sich aus 3
Kontrollgruppen und 4 Untersuchungsgruppen zusan(Alen. 12).

- Kontrollgruppen:

1. Keine Inzision, kein Trauma (sham 1, n=5)
2. Inzision, kein Trauma (sham 2, n=8)

3. Keine Inzision, Trauma (sham 3, n=6)

- Untersuchungsgrupp&Abb. 13).

4. Inzision 0 Tage nach Trauma (n=7)
5. Inzision 1 Tag nach Trauma (n=6)
6. Inzision 3 Tage nach Trauma (n=9)
7. Inzision 5 Tage nach Trauma (n=7)
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Kammerpraparation

Zeit

Inzision 0d post Trauma

Inzision 1d post Trauma

Inzision 3d post Trauma

Inzision 5d post Trauma

Tag O

Tag 4 Tag 4

Trauma  Inzision

Tag 5

Inzision

Tag 7

Inzision

Tag 9

Inzision

f

! f

X X

!

f

f

Abb. 12: Schematische Ubersicht tiber das experimentelléoRotl. Tag X markiert den Tag der

Kammerpréaparation. Eine Weichteiltraumatisierungndafriihestens 4d nach der Praparation statt.

Die Inzision erfolgte in den einzelnen Versuchspeamp0d, 1d, 3d und 5d nach Trauma.

Abb. 13: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnanme einer Ritketkammer vor (A) sowie

unmittelbar nach (B) schwerem Trauma. (C) Bei die3éer wurde die Inzision 24 h spater induziert

(16-fache VergroRerung).

4.4. Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

4.4.1. Intravitales Fluoreszenzmikroskop

Die intravitale Untersuchung folgte immer einemnsi@rdisierten Ablauf. Durch die Gabe

verschiedener Floreszenzfarbstoffe (vgl.

Kap. 44w®urde eine Kontrastierung des

Blutplasmas bzw. der Leukozyten erzielt. Die Mawseden auf einer Plexiglasplatte fixiert.
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Dies garantierte eine horizontale Position der MauSeitlage wahrend der Mikroskopie. Der
Sprengring wurde entfernt und das Deckglas mitilsteElektrokytlosung (NaCl, Isotone
Kochsalzlosung, Fa. Braun, Melsungen) gereinigtschtielend wurde der entsprechende
Farbstoff in einem Mischungsverhéltnis 1:1 in detrabulbéaren Venenplexus (0,05 ml
Rhodamin 6G und 0,05 ml FITC-Dextran) injiziert.

Wir verwendeten zur Erfassung der Mikrozirkulatiem Zeiss-Axiotech-MikroskogAbb.
14; Zeiss, Oberkochgmit einer HBO-Quecksilberdampflampe als LichtqgeHBO 100W
OFR, Osram, Augsburg; Gehéuse 100Z, Fa. Leitz Grildéizlar). Zur Aufsichtbeleuchtung
war der Lampe ein Ploemo-Pak-System (Ploemopak &, lkeitz GmbH, Wetzlar)
zwischengeschaltet. Im Strahlengangsystem konnte@ mit diversen Filtern mit
unterschiedlichen Anregungs- und Emissionswelleggén eine Quantifizierung der

mikrozirkulatorischen Parameter im Beobachtungséreszielt werdeiiTab. 3).

Anregungswellenlange Emissionswellenlange
Filter blaues Licht 450 bis 490 nm >520 nm
Filter griines Licht 530 bis 560 nm >580 nm

Tab. 3: Ubersicht tiber die zur Fluoreszenzmikroskopie eedeten Filter mit deren Anregungs- und

Emissionswellenlangen.

Fur die spatere Auswertung der Daten erstellten\dieoaufnahmen unter Zuhilfenahme
einer hochempfindlichen CCD (charged coupled déwtdeokamera (FK 6990;
Lichtempfindlichkeit 16 Lux; Prospective Measurements, San Diego, CakfobiSA) und
eines S-VHS Videorekorders (Panasonic AG-7350, M&disa Electric Corp., Japan). An
Videokamera und Bildschirm wurde ein Video-Zeitgetter (VTG 33, FOR-A Company
Ltd., Tokyo, Japan) gekoppelt, der eine Aufzeicijpwmd parallele Einblendung der
Videoaufnahme, Identifikationsnummer der Maus und emd jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt ermoglichte. Zur Mikroskofnedienten wir uns verschiedener
Objektive. Zum einen verwendeten wir ein 5x ObjeK#Zeiss, Oberkochen, Deutschland),
um eine adaquate Ubersicht Uber das Beobachtursgsfegewahrleisten zu konnen, zum
anderen 10x und 20x Objektive (Zeiss, Oberkochemut§hland) zur detaillierten

Darstellung und quantitativen mikrozirkulatorischgntersuchung.
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Timer

CCD-Kamera

Monitor

Objektive

.

Maus mit Ruckenhautkammer S-VHS-Rekorder

Abb. 14:Schematischer Aufbau der intravitalen Fluoreszeékizskopie.

4.4.2. Fluoreszenzfarbstoffe

4.4.2.1. Rhodamin 6G

Bei Rhodaminen handelt es sich um fluoreszierendebstoffe, welche sich in ihrer
chemischen Struktur stark ahneln. Im Rahmen und&&euche verwendeten wir Rhodamin
6G. Der Vorteil dieses Farbstoffes beruht auf esedr hohen Quantenausbeute von nahezu
95 %. Durch die Kopplung des Farbstoffes an Leutezyund Thrombozyten erschienen
diese Zellen dem Beobachter wéahrend der Mikroskaee hell leuchtend. Durch den
GroRRenunterschied lieRen sich die Thrombozytenheukozyten bei guter Kammerqualitat
gut abgrenzen.

Vor Applikation wurde der Farbstoff in 1%-iger isoer Kochsalzlésung gelést und im
Anschluss filtriert. Farbkristalle konnten auf dies Wege zuverldassig aus der genannten
Losung entfernt werden. Bis zur retrobulbaren Iiggkwurde Rhodamin 6G lichtgeschitzt

bei einer Temperatur von -20°C gelagert.
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4.4.2.2. Fluoreszein-Isothiozyanat (FITC)

Dieser Fluoreszenzfarbstoff (Molekulargewicht 130ak Sigma Chemical Co) ist mit einem
hochmolekularen Dextran gekoppelt, um die Wahrstichikeit einer Extravasation nach
Injektion unter physiologischen Bedingungen gering halten. Nachdem der Farbstoff
retrobulbar injiziert wurde, gewahrleistete FITOhesigute Darstellung der Gefale und
Kapillaren unter dem Mikroskop. Der Farbstoff wuideer Niere und Leber ausgeschieden.

Das Mischungsverhaltnis der beiden Farbstoffe isever Studie betrug 1:1, die Injektion
erfolgte in den retrobulbaren Venenplexus (0,05 Rhlodamin 6G und 0,05 ml FITC-

Dextran). Unterschiedliche Emissionswellenlange uBdzitationsmaxima waren zu

bertcksichtigerfTab. 4).

4.4.3. Intravitalmikroskopisches Protokoll

Die repetitive intravitalmikroskopische Untersucbualler Tiere erfolgte erstmals 2 Tage
nach Kammerpraparation. Bei Mausen, welche einasibn ausgesetzt wurde, erfolgte die
intravitalmikroskopische Analyse jeweils 2, 4, 6durl0 Tage nach Induktion der
Inzisionswunde(Abb. 15). Am Ende der Untersuchungen wurden die Tiere, aech
ausreichend Gewebe zur histologischen Untersuchemmommen wurde, mit einer

Uberdosis des beschriebenen Narkosegemisches efitiifest.

Emissionswellenlange Exzitationsmaximum
Rhodamin 6G 590 nm 530 nm
FITC-Dextran 520 nm 495 nm

Tab. 4: Ubersicht tber die zur Fluoreszenzmikroskopie eedeten Fluorchrome mit deren

Emissionswellenlange und Exzitationsmaxima.

Zu Beginn jeder intravitalmikroskopischen Untersurnty erfolgte eine Ubersichtsaufnahme
des Beobachtungsfensters im 5x Objektiv. Die Kammvarde zunachst meanderférmig
abgefahren. Nach dieser Ubersichtsaufnahme deslf@swa Beobachtungsfenster wurden
nacheinander 4 verschiedene arteriovendose GefaBbaushewéahlt. Es erfolgte bei diesen im
Einzelnen ebenfalls eine Ubersichtsaufnahme mit @&mObjektiv. Um bei den darauf

folgenden Untersuchungszeitpunkten das jeweiligéa@®indel wieder zu finden, wurde

neben der Videoaufnahme ein Standbild aufgenommeh ausgedruckt. Um zu einem
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spateren Zeitpunkt eine adaquate Parameteranalygevzhrleisten, erfolgte nun mittels 20x
Objektiv Uber mindestens 30 Sekunden lang die Aufreder jeweiligen GefalRbindel mit
dem blauen und griinen Filter. Eine Arteriole wurdi ihrer begleitenden Venole fur die

Inzision im weiteren Versuchsablauf selektiert uméch standardisiertem Schema
fotodokumentiert. Durch dieses Vorgehen konntereinem spateren Zeitpunkt sowohl die
FlieRgeschwindigkeit in den GefaRen, als auch desfa@lurchmesser und das
LeukozytenflieBverhalten an der GefdBwand analysmgrden. Im Anschluss wurden

zufallsverteilt 5 Kapillarfelder im 20x Objektiv ter standigem Fokusieren in der Kammer

aufgenommel(Tab. 5).

Kammerpr aparation IVM (mit FITC-Dextran 150 kDa i.v.)

Kein Trauma

Inzision 0Od post Trauma

dT

Inzision 1d post Trauma
I I [ I I I I I

d0 Base aT dx d2 da dé d10

Inzision 3d post Trauma

dT

Inzision 5d post Trauma

dT

Abb. 15: Ubersicht tUber das intravitalmikroskopische Protibk@d nach Kammerpraparation (d 0)
erstmalige Intravitalfluoreszenzmikroskopie (Ba$¢ach Inzision (d x) wurden 2, 4, 6 und 10 Tage

spater die mikrozirkulatorischen Parameter analytsie
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FITC Rhodamin 6G
Kammeribersicht 5x
AV-Bindel 1 5%, 20x 20x
AV-Biindel 2 5x, 20x 20x
AV-Bindel 3 5x, 20x 20x
AV-Blundel 4 5%, 20x 20x
5 Kapillarfelder peripher 20x

Tab. 5: Ubersicht tiber die intravitalmikroskopische Analyder einzelnen Strukturen in der Baseline-

Aufnahme.

Nach  Weichteilschadigung und Induktion der Inziswande verlief die

Intravitalmikroskopie in leicht abgewandelter Foverglichen zur Baselineaufnahme. Erneut
wurde vom Gewebe des Beobachtungsfensters einederé@mige Ubersichtsaufnahme mit
dem 5x Objektiv angefertigt. Anschlie3end erfoldie Zuwendung zur Inzisionswunde. Das
Areal wurde nacheinander mit dem 10x und 20x Objeabgefahren, um zur spateren
Analyse mindestens 3 Kapillarfelder Uber dem Ilmzisspalt und 3 Kapillarfelder in

unmittelbarer Nahe zur Inzision zu gewinnen. ZdgAtzwurden in der Peripherie der
Kammer 3 Kapillarfelder aufgenommen. Das inzidientteriovendse Gefalibindel wurde im
Bereich beider Wundréander unter Zuhilfenahme des @Bjektiv aufgenommen, um spater
Ruckschlisse auf FlieRgeschwindigkeit, Durchmessel Leukozytenadhasion in diesem

Areal treffen zu kbnne(iTab. 6).

4.5. Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufneen

4.5.1. Caplmage

Die quantitative Auswertung aller mikrozirkulatarieen Parameter erfolgte im Anschluss an
die Mikroskopie an einem computergestitzten Analysieem. Dieses bestand zum einen aus
einem S-VHS-Videorekorder (AG-7350, Panasonic, riR@n), zum anderen aus einem
Monitor (36 cm Diagonale, PVM 2130 QM, Sony, MincheDie Analyse erfolgte nun
anhand von wahrend der Mikroskopie erstellten Valgoahmen mit einer speziellen

Software (Caplmage Version 5.03, Zeintl softwareiddlberg).



FITC Rhodamin 6G
Kammeribersicht 5x
Inzision 3 Kapillarfelder 5%, 10x, 20x
inzisionsnah
3 Kapillarfelder 5x, 10x, 20x
uber Inzision
AV-Bindel 1 5x, 20x 20x
AV-Bindel 2 5x, 20x 20x
AV-Bindel 3 5%, 20x 20x
AV-Blundel 4 vor Inzision 5%, 20x 20x
nach Inzision 5%, 20x 20x
3 Kapillarfelder peripher 20x
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Tab. 6: Ubersicht tiber die intravitalmikroskopische Analyter einzelnen Strukturen nach Inzision.

4.5.2 OP-Mikroskop

Bei allen Versuchstieren wurde nach der intravital®ikroskopie sowie invasiven

MaRnahmen (Trauma und/oder Inzision) eine lichtoskopische Ubersichtsaufnahme der
Kammer erstellt. Samtliche Aufnahmen wurden mit det@reo-Operationsmikroskop (Wild
M650; Leitz, Schweiz) angefertigt. Dabei wurde naongféltiger Reinigung des Deckglases
die Positionierung des Tieres auf einer Plexigkspl sichergestellt. Das OP-Mikroskop,
welches mit einem S-VHS Videorekorder (Panasonic 7850, Matsushita Electric Corp.,

Japan) verbunden war, ermdglichte die AufnahmeB#sdbachtungsfensters in 16-, 25- und

40-facher Vergrol3erung.

4.5.3. Mikrozirkulatorische Parameter

Folgende Parameter wurden erhoben:
- Blutzellgeschwindigkeit (4.5.3.1.)
- Durchmesser (4.5.3.2.)
- Blutfluss (4.5.3.3.)
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- Funktionelle Kapillardichte (4.5.3.4.)
- Angiogenese (4.5.3.5.)

- Leukozyten (4.5.3.6.)

- Nekrose (4.5.3.7)

- Gefallpermeabilitat (4.5.3.8)

4.5.3.1. Arteriolare und venulare Blutzellgeschvigheit

Die ortliche Festlegung der Messung der FlieRgesutigkeit orientierte sich stets am Ort
der Durchmessermessungen. Mittels der so genaplmershift‘-Methode (Caplmage, Fa.
Zeintl, Heidelberg) erfolgte die Erfassung der Bgumgsgeschwindigkeit der Erythrozyten
(Klyscz, Junger et al. 1997). Dabei bediente siels dnalysesystem den wéahrend der
Mikroskopie auftretenden Helligkeitsdifferenzenge dieim Erythrozytenfluss innerhalb des
GefalRes auftraten. Diese Helligkeitsunterschiedel@nuin Form der Lichtstarke angepassten
Linien erfasst. Die Steigung dieser Linien entsbrader FlieRgeschwindigkeit der
Erythrozyten bzw. des Blutplasmas im Gefal3. Proddieg wurde jeweils der Mittelwert aus
mindestens flunf Messlinien erhoben. Zur Verbesserder Vergleichbarkeit wurden im

Versuchsverlauf diese Werte als Prozent des iwigides der Baseline-Aufnahme angegeben.

4.5.3.2. Arteriolare und venuléare Durchmesser

Der Durchmesser der Arteriolen und Venolen wurdesaéehenden Videobild ausgemessen.
Der Ort der Messung befand sich stets im Bereichr ddessung der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit (vgl. Kap. 4.5.3.1Zur Bestimmung des Durchmessers
bedienten wir uns der durch FITC-Dextran dargdsteliGefalirander. Dabei wurde eine
Markierung zwischen sich zwei gegenuber liegendenkien der Gefallwande gesetzt und
anschlieBend miteinander verbunden. Nach durchglatimi6 Einzelmessungen und dem
daraus berechneten Mittelwert ergab sich der Dueslser des jeweiligen Gefal3es. Zur
Verbesserung der Vergleichbarkeit wurden im VersueHauf diese Werte als Prozent des
Initialwertes der Baseline-Aufnahme angegeben.

4.5.3.3. Arteriolarer und venularer volumetriscBartfluss

Zur Berechung des Blutflusses aus Fliel3geschwirdtigihd Durchmesser bedienten wir uns
der Gleichung von Gross umaroesty, wobei v der Zellgeschwindigkeit und a@ndeurchmesser
entspricht (Gross und Aroesty 1972):

BF=v * 1 * d/4
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Durch einfache Multiplikation dieser Parameter kemnso der arterioldare und venuléare
volumetrische Blutfluss errechnet werden. Einermische Geféaligeometrie wurde dieser
Berechnung zugrunde gelegt.

4.5.3.4. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte stellte eine derchtigsten Parameter in unserer Studie als
Mald fur die nutritive Perfusion dar. Die Kapilldder wurden uber 20 Sekunden
aufgenommen. Dabei wurden lediglich die Kapillarerelche wéahrend der Mikroskopie
perfundiert waren, beriicksichtigt. Es wurden bei @eren, welche eine Inzision erhielten, 3
periphere Kapillarfelder, 3 inzisionsnahe Feldaeniso3 Felder unmittelbar tber der Inzision
ausgewahlt. Bei den Versuchtieren ohne Inzisiondemrrandomisiert 5 Gesichtsfeldanio
Kammer untersucht. Bei laufendem Videoband wurdeneihzelnen Kapillaren nun ihrer
Lange nach pro Flache des Beobachtungsfelds ausgemeéDie Gesamtlange der markierten
Kapillaren ergab die funktionelle Kapillardichteém/cm2. Zur Verbesserung der Vergleich-

barkeit wurden im Versuchsverlauf diese Werte atzé&nt des Initialwertes angegeben.

4.5.3.5. Angiogenese

Von grol3em Interesse war die Analyse der GefaRleuty Gber und um den Wundspalt.
Analog zur Analyse der funktionellen Kapillardichi@gl. Kap. 4.5.3.4.) wurden die
funktionell neu gebildeten Kapillaren in diesem @&eh ihrer Lange nach bei laufendem
Videoband nachgezeichnet. Dabei wurden nur dieBEnythrozyten sowie mit Blutplasma
perfundierten Kapillaren erfasst. Dahingegen blebe&ht-perfundierte Gefaldneubildungen
unberticksichtigt. Die Gesamtlange der markiertegicayenen Strukturen pro Gesichtsfeld

ergab die Dichte dieses neu gebildeten Kapillardexgs in cm/cm{Abb. 16).

4.5.3.6. Arteriolare und venulére Leukozytenadhéren

Die Leukozyten konnten unter zu Hilfenahme des kimms Rhodamin 6G in vivo
angefarbt und ihr Adhasionsverhalten am Endothalyarert werden. Auf einer Strecke von
100 um eines gerade verlaufenden GefaRabschnittedewdie Anzahl der adhérenten
Leukozyten pro mmEndotheloberflache berechnet. Bei laufendem Videdbwurde diese
Interaktion festgehalten und im Anschluss ausgeitierierzu bedienten wir uns folgender

Formel:

L=n*10°/(d *n * 1)
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Dabei stellt n die Anzahl der Leukozyten dar, wadrel den Durchmesser des Gefal3es
kennzeichnet und 1 die Strecke des analysierte@aéschnittes (100pum) dargestellt. In
unserer Versuchsreihe fanden lediglich die Leukazyeachtung, die permanent Uber einen
Zeitraum von 30 Sekunden an der Endotheloberfl&elften blieben.

Abb. 16: Analyse des angiogenen Prozesses im Bereich dedVmadadaption einliegenden
Nahtmaterials (gelber Pfeil). Anhand intravitalmilskopischer Aufnahmen (20x Objektiv) wurde das
komplexe Netzwerk neu gebildeter Kapillaren (rdl®) manuell markiert.

4.5.3.7. Nekrose

Zur Beurteilung der Nekrose wurde das nicht-perfeid Gewebeareal Uber dem
Inzisionsspalt bestimmt. In jedem aufgenommenenidBisseld um die Inzisionswunde
wurde der nicht-perfundierte Anteil der Flache umaet und die einzelnen Flachen bei der
Auswertung addierfAbb. 17).
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Abb. 17: Analyse des nicht-perfundierten Areals im Inzisgebiet. Zur Vereinfachung der
Darstellung ist hier eine geringere VergroRerunggéstellt. Fir die Datenerhebung in dieser Arbeit
wurde die Flache in hoher VergrofRerung (Objektivx)2@usgemessen und die Flachen der

Einzelbilder addiert, um eine hohere Messgenauigkeerzielen.

4.5.3.8. Makromolekulare Permeabilitat

Zur Beurteilung der makromolekularen Permeabilitétrde die Extravasation von FITC-
Dextran in das umliegende Gewebe gemessen. Dieigede Gefal3permeabilitdt und damit
die Endothelschadigung wurden anhand der makromlaledn Leakage bestimmt. Der Flu-
oreszenzfarbstoff, welcher ein Molekulargewicht vb®0000 Dalton aufweist, tritt unter
physiologischen Bedingungen nicht aus dem intagasBlaum ins Interstitium aus. Kommt
es zu einer Schadigung des Gewebes, kann dies rithelialer Schéadigung eine
Extravasation des Farbstoffes bewirken. Innerhalbrepostkapillaren Venole sowie in dem
angrenzenden extravasalen Gewebe wurde nacheindiedEluoreszenzintensitat bestimmit.
Computergestitzt konnten die Grauwerte im extrababen Bereich ) und im
intraluminalen Bereich )l zueinander in Relation gesetzt werden. Aus demhdfmiswert
ergab sich die Permeabilitat der GefalRwand:

QF= I/l

Unter physiologischen Bedingungen strebt diesert@uabden Wert 0 an. Zur Verbesserung
der Vergleichbarkeit unter den einzelnen Versuaggen wurde dieser Parameter als

Prozent des Initialwertes angegeben.
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4.5.3.9. Ubersicht Uiber die Untersuchungsparameter und dgrdreiten

Messparameter Einheiten

Blutzellgeschwindigkeit mm/s

GefalRdurchmesser pm

Volumetrischer Blutfluss pl/s

Funktionelle Kapillardichte cm/cnt

Angiogenese cm/cnt

Leukozytenadharenz Leukozyten/mr Endotheloberflache
Nekrose mn¥

Makromolekulare Leakage --

4.6. Histologie und Immunhistochemie

Mit Hilfe der Histologie war es mdglich, die Wundlwag morphologisch zu untersuchen.
Hierzu wurde am 10. Versuchstag die Ruckenkammpapadion exzidiert. Das
Kammergewebe wurde zunachst isoliert und unter [&@hme von 4%-iger Formaldehyd
(Roti-Histofix 4% Carl Roth GmbH, Karlsruhe) bei°Z0fiir 24 h fixiert. Nach Entwasserung
und Einbettung des Gewebes in Paraffin erfolgtenddia Anfertigung von Serienschnitten.
Die Aufarbeitung der Schnitte mit einer Dicke vomund sowie die Anfarbung mit
Hamatoxilin-Eosin wurde von den Assistentinnen/sigsiten des Instituts fur klinisch-
experimentelle Chirurgie der Universitat des Samids durchgefihrt. Als Standardfarbung
diente uns die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung.

Als Apoptosemarker wurden Caspase-3-Spaltproduktse, Proliferationsmarker PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen) immunhistochsch dargestellt. Hierzu erfolgte zunachst
die Entparaffinierung der Schnitte. Mittels Immueopxidasetechnik wurden anschliel3end
Caspase-3 und PCNA angefarbt. Die Inkubation dauegtStunden bei 4°C fur PCNA und
Uber Nacht bei Raumtemperatur fur Caspase-3. Ddigeite als Primarantikbrper gegen
Caspase-3 ein polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus-@asp3-Antikorper (ASP175, 1:50; Cell
Signaling Technology, Frankfurt). Dahingegen kamm Rtiméarantikorper gegen PCNA ein
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monoklonaler Maus-Anti-Pan-PCNA-Antikérper  zur  Amweing (PC10; 1:50;
DakoCytomation, Hamburg).

Als Sekundarantikorper fur die Peroxidasereakti@mwendeten wir biotinylierte Ziegen-
Anti-Maus- und Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobukmtikorper (1:200; LSAB 2 System
HPR, DakoCytomation), wahrend 3,3"- Diaminobenzi@akoCytomation) als Chromogen
diente.

Die angefertigten Schnitte wurden im Anschluss ndelyer mit Hamalaun gegengeféarbt und
unter einem Lichtmikroskop (Model BX60F; Olympustpl Co., Tokyo) untersucht. Nach
Einstellen der jeweiligen Schnitte in 20-facher §féfRerung wurden die einzelnen Ebenen
fokusiert. Anschlieliend wurde die Zahl der posiivgellen pro Gesichtsfeld bestimmt und

dokumentiert.

4.7. Datenerfassung und graphische Darstellung

Die Datenerfassung erfolgte wahrend der Videoauswgr computergestitzt mit einer
speziellen Software (Caplmage Version 5.03, Zeiaftware, Heidelberg) auf vorher eigens
dafir angefertigten Messbogen. AnschlieRend wudienDaten von diesen Messbdgen in
Exceltabellen tbertragen und elektronisch gesp#didiicrosoft-Excel-Software), so dass
auch zu einem spateren Zeitpunkt auf diese Zugesiahrleistet werden konnte.

Alle erhobenen Werte wurden als ein Mittelwert rifitem zugehérigen Standardfehler
(SEM) angegeben. Diese Daten ermoglichten einemgl®eh der Gruppen untereinander
sowie zwischen den unterschiedlichen Untersuchaggstinnerhalb einer Gruppe.

Die graphische Darstellung der Mittelwerte erfolgtétels Sigma Plot (Jandel Corporation,
SAN Rafael, CA, USA).

4.8. Statistik

Zur Erfassung der statistischen Signifikanzen @iants das Programm Sigma Stat (Jandel
Sorporation, San Rafael, CA). Zuerst wurden dieeDatuf Normalverteilung gepruft, dann
kam eine One Way Analysis of Variance (ANOVA) zunwendung. Bei der Durchfiihrung
multipler Vergleiche wendeten wir den Students-NemrKeul (SNK) post hoc-Test an.
Unterschiede mit einem p<0,05 wurden als signifikemgesehen und in den zuvor erstellten

Graphen entsprechend gekennzeichnet.
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5. Ergebnisse

5.1 Die Heilung von Inzisionswunden in nicht-tradisiartem Gewebe

5.1.1. Inoskulation und Angiogenese

Unmittelbar nach Inzision konnte der Blutfluss thierter Gefalle im Wundgebiet nicht
aufrechterhalten werden und fiel rapide ab. Jediefen sich bereits 2 Tage nach Inzision
kapillare Aussprossungen der verletzten Blutgefdi@ebachten. Am 10. Beobachtungstag
war die Inzisionswunde von einem komplexen Netzweekier Kapillare tberbrtckt. Der
Blutfluss konnte somit im Wundheilungsverlauf durdhs kompensatorische Einsprossen
eines neuen Gefal3systems wieder hergestellt wéaddm 18).

Beim Wundverschluss wurde sorgféaltig darauf gedchtiie blutenden Enden der
durchtrennten Gefal3e zu readaptieren. Wéahrend detéigigen Beobachtungszeitraum
blieben diese Gefal3stimpfe in den meisten Fallemeimander getrenn{Abb. 18 F).
Interessanterweise konnten sich einige inzidiert@olen (in 4 von 8 Tieren), nicht jedoch
Kapillaren und Arteriolen, durch Inoskulation wiedmiteinander verbinden und somit im
Heilungsverlauf reperfundiert werden. Der Gefal3ahss beschrankte sich dabei nicht nur
auf GefalRe, die vor Wundsetzung einem identischetfliBsssystem angehdrten. Auch ein
neuer Kontakt zweier Gefal3e, die vor Inzision egstrennte Blutzirkulation aufwiesen,
konnte beobachtet werdéAbb. 19).

5.1.2. Funktionelle Kapillardichte und Angiogenese

Bei der Analyse der funktionellen Kapillardichte Mdundgebiet konnten folgende Areale
unterschieden werden: Kapillaren inzisionsfern, ika@n inzisionsnah, Kapillaren tber der
Inzision. In der Kontrollgruppe (Shaml, keine Imais kein Trauma, n=5) zeigte die
funktionelle Kapillardichte im Beobachtungsfeld dReiickenhautkammer konstante Werte
von (ber 250 cm/cfn In Tieren, welche einer Inzision ausgesetzt wardeeigte sich in
inzisionsfernen Beobachtungsfeldern kein signiftkatunterschied im Vergleich zu Sham1-
Kontrolltieren (Abb. 20A). Demgegeniber konnte Uber dem Inzisionsspalt staeke
Reduktion der funktionellen Kapillardichte verglesh mit den initialen Werten vor
Verletzung nachgewiesen werden. Zwei Tage naclsibrziwar sie auf weniger als 20% des
Ausgangswertes reduziert. Innerhalb des 10-tAgBmobachtungszeitraumes wurde jedoch
eine erneute Zunahme der Kapillardichte bis 30% Alesgangswertes beobach{&bb.
20A). Eine moderate, jedoch unvollstandige Erholungik@mnlemnach nachgewiesen werden.

Inzisionsnahe war die Kapillardichte um 30% im Meigh zu den Ausgangswerten
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abgefallen, ohne dass lber den weiteren Beobad#eitigaum eine signifikante Steigung
beobachtet werden konn{&bb. 20A). Die funktionelle Kapillardichte in diesem Areal
beinhaltete zum einen die préaexistenten Kapillazem anderen das komplexe Netzwerk der
neu entstandenen Kapillaren (Angiogenese). Dieragpainalyse dieser neu entstandenen
GefaRe zeigte, dass am 10. Beobachtungstag naisiominsgesamt 80 cm/énvon 200
cm/cnf von neuen GefaReinsprossungen gebildet w(Abe. 20B). In Kontrolltieren ohne
Inzision fand sich keine Angiogenese.

Abb. 18: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen (A, C,&,J) im Beobachtungsfeld der
Ruckenhautkammer in der Kontrollgruppe (Sham 2jsimz, kein Trauma, n=8) in 16-facher
VergroBerung. (A) Die schwarze Linie markiert dasfdBbindel fir die Inzision 2 Tage nach
Kammerpréaparation. (C) Zeigt die zur Wundadaptidmzision 2d alt) gesetzten Einzelknopfnahte
(Pfeile). Intravitalmikroskopische Aufnahmen (B,A/DH, K) im selben Tier in geringer Vergré3erung
(Objektiv 5x). (B) Die Linie senkrecht zum Bundtlaktriert die spéatere Inzision von Arteriole (apad
Venole (v). (D) Inzision und Nahte (Pfeile) am salffag in der intravitalmikroskopischen Aufnahme.
(F) 4d nach Inzision zeigt sich eine deutliche Kokison der Arteriole (roter Pfeil), die Blutung
sistierte auch in der Venole (blauer Pfeil). (KiALO. Versuchstag ist der Wundspalt durch ein
komplexes Netzwerk neuer Kapillaren tberbricktig®&oppelpfeile).
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Abb. 19:(A) Intravitalmikroskopische Aufnahme einer Arbéei(a= a®) und begleitenden Venolert (v

= v, v 3= v* vor Wundinduktion (Objektiv 5x). (B) 2 Tage nachision erkennt man noch deutlich
das Hamatom nach Inzision. (C) 4. Tag nach Inzis®eginn der Neovaskularisation. (D) 6 Tage
nach Wundinduktion lasst sich ein erster Kontakt @efal3enden venular beobachten. Man erkennt
eine ausgepragte arteriolare Vasokonstriktion. {B) Tage nach Inzision erkennt man einerseits eine
Inoskulation zwischen der Venole vl und v2 (blaBéeil) und zwischen v3 und v4 (blauer
Doppelpfeil), welche bereits vor Wundinduktion deselben GefalRsystem angehorten.
Interessanterweise imponiert aul3erdem ein Gefalduss zwischen v1 und v4 (blauer Pfeil), obwohl
diese Venolen vor Inzision eine streng separatduBiem aufwiesen. Die Stumpfe der Arteriolen
blieben voneinander getrennt und kontrahiert (rddéeil).
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Abb. 20: (A) Quantitative Analyse der funktionellen Kapitlwhte in cm/crhim Beobachtungsfeld
der Ruckenhautkammer. Die FKD in Kontrolltieren ehimzision (A, weil3e Quadrate, n=5) zeigt
konstante Werte {ber 250 cmfcanalog zu peripheren Feldern von Tieren, die eiiveision
ausgesetzt waren (A, weile Kreise, n=8). Dahingelggh sich in letzt genannten M&usen ein
signifikanter Abfall der FKD nahe der Inzisionswen@, schwarze Kreise, n=8) und direkt Uber der
Inzisionswunde (A, graue Kreise, n=8) nachweis®). Quantitative Analyse der Angiogenese in
cm/cnd im Beobachtungsfeld der Riickenhautkammer (B, sekwireise). Tiere ohne Inzision
dienten als Kontrolle (B, offene Quadrate, n=5)tti®livert £ SEM. *p < 0,05 vs Sham 1.

5.1.3. Arteriolarer und venularer Blutfluss inzidex Gefalie

Aus arteriolarem bzw. venularem Durchmesser undtzBligeschwindigkeit wurde der
arteriolare bzw. venulare volumetrische Blutfluseehnet(Abb. 21). In der Kontrollgruppe
ohne Inzision zeigte sich wahrend des gesamten d&btlingszeitraumes keine signifikante
Beeintrachtigung. Im Gegensatz hierzu liel3 sichiMi@usen, welche einer Inzisionswunde
ausgesetzt waren, eine massive Reduktion der déemn Perfusion auf 30% des
Ausgangswertes beobachten. Auch 10 Tage nach drrit konnten die initialen Werte nicht
wieder erreicht werde(Abb. 21A).
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Die Analyse des venularen volumetrischen Blutflassen Kontrolltieren ohne Inzision

zeigten wahrend des 10-tagigen Beobachtungszeitrakomstante Werte. Dahingegen
resultierte eine Inzision der Venole in einer vaigehenden 90%-igen Reduktion des
Blutflusses verglichen zu den Ausgangswerten; 4zhasult konnte ein moderater, jedoch
unvollstandiger Wiederanstieg der Perfusion verret werden. In beiden Gefal3systemen

konnte die intialen Werte vor Verletzung nicht wae@rreicht werde(Abb. 21 A und B).
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Abb. 21: Quantitative Analyse des (A) arteriolaren und (EBnularen Blutflusses in Prozent des
Ausgangswertes (d0) im Beobachtungsfeld der Ruekékdgmmer von Tieren ohrezision (A, B,
weille Quadrate; Sham 1; n=5) und in Tieren, dieeeilnzisionswunde ausgesetzt wurden (A, B,
schwarze Kreise, n=8). Mittelwert + SEM; *p < 0,058 Sham 1.
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5.1.4. Nekrose

Bei nahezu allen Tieren zeigte sich initial ein htiperfundiertes Gewebeareal im
Wundbereich, dessen Grol3e im Zeitverlauf durch llkeapi Angiogenese kontinuierlich
kleiner wurde. Am 2. Tag nach Inzision betrug dehtrperfundierte Gewebeareal nahezu 1
mn?. Nach Abschluss des 10-tdgigen Beobachtungszeieswvar diese Flache auf nahezu 0
mn? reduziert. In Kontrolltieren ohne Inzision liefclsizu keinem Zeitpunkt ein nicht-

perfundiertes Gewebeareal nachweig&ob. 22).
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Abb. 22: Quantitative Analyse der nicht-perfundierten Flécim Inzisionsgebiet in der Rucken-
hautkammer. Die Flachenausmessung der Nekrosegxfain Tag 2, 4, 6 und 10 nach Setzen der
Inzisionswunde (schwarze Kreise, n=8). Unbehand&tmmern dienten als Kontrolle (weil3e
Quadrate, n=5). Mittelwert £ SEM; *p < 0,05 vs shdim

5.1.5. Leukozytenadharenz

Die chirurgische Inzision bewirkte eine Schadiguder Blutgefalle und dadurch eine

ausgepragte Blutung in das umgebende Gewebe. Hikonate die Zahl der adharenten

Leukozyten am GefalRendothel nicht immer zuverlasgauiert werden, da das entstandene
Hamatom und das Odem die intravitalmikroskopischealpse deutlich behinderte. Erste

aussagekraftige Beobachtungen liel3en sich im ideleddl 10 Tage nach Versuchsbeginn
machen. Eine Differenzierung zwischen Leukozyterd urhrombozyten gestaltete sich

abhangig von der Odembildung nicht selten auch izgeth Zeitpunkt als schwierig. Eine

vermehrte Leukozytenadharenz inzidierter Gefal¥é deh zwar vermuten, konnte jedoch

nicht zuverlassig dokumentiert und ausgewertet arefébb. 23).
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Abb. 23: Intravitalmikroskopische Aufnahmen einer Kammer Bestimmung der Leukozyten-
adharenz (gelbe Pfeile) einer durchtrennten Veddlerage nach Inzision. Der gelbe Stern markiert

den Wundspalt. Die Arteriole lasst sich nicht addtqabgrenzen.

5.1.6. Histologie und Immunhistochemie

Die lichtmikroskopische Untersuchung der histologen Praparate der Rickenhautkammer
am 10. Versuchstag konnte die intravitalmikroskope Ergebnisse weitestgehend
bestatigen. Das am Tag 10 noch persistierende-pafuindierte Areal beschrankte sich zu
diesem Zeitpunkt nahezu immer auf den Bereich adegenden Nahtmateria({®bb. 24B),

war jedoch in den meisten Fallen gar nicht mehstédbar. Interessanterweise kam es nach
der Inzision zu keiner Regeneration des durchtesnnMuskelgewebes, welches in
Kontrolltieren ohne Inzision jeweils intakt und wmetzt zur Darstellung kar@Abb. 24 C,

D). In verletzten Tieren liel3 sich am 10. Tag naatision deutlich PCNA-positive Zellen
nachweisen, wahrend diese in unverletzten Konieodih lediglich vereinzelt gefunden
werden konnteifAbb. 24 E, F, Abb. 25)

Die Caspase-3 Farbung diente uns dazu, das Vailiggae apoptotischen Zellen in der
Wundregion darzustellen. Es zeigte sich jedochrimadb der beiden Kontrollgruppen mit und
ohne Inzision keine Unterschiede hinsichtlich despaotischen Zelltodes. Insgesamt war die
Zahl der nachgewiesenen apoptotischen Zellen inrdk@m von Mausen beider Gruppen sehr
gering(Abb. 24 G, H).
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Abb. 24: (A, B) Histologische Schnittpraparate des Kammemrjies. (A) In Kontrolltieren (Sham 1,
keine Inzision, kein Trauma) zeigte sich ein irdakVluskelgewebe (schwarzer Pfeil) (1,25x). (B) In
inzidierten Méausen (Sham 2, Inzision, kein Traumvaj kein Muskelgewebe im Wundareal mehr
durchgéngig darstellbar (10x). Der Wundspalt (sclhxes Stern) ist adaptiert, das einliegende
Nahtmaterial hat ein Fadengranulom ausgebildet Kgel Pfeil). Abgestorbene Epithelzellen
(schwarzer Pfeil) bedecken den Wundspalt. (C-H) uniristochemische Farbung von PCNA (C-F)
und Caspase (G, H). (C-D) zeigt den Vergleich v@nginem Kontrolltier mit intakter Muskelschicht
(schwarzer Pfeil) (Sham 1, keine Inzision, keinufma) zu einem Tier, welches einer Inzision
ausgesetzt war (D) in 10-facher VergroRerung. DerrSmarkiert abgestorbenes Gewebematerial im
Wundgebiet (D). In der 20-fachen VergroRerung kanmenicht-inzidierten Mausen (E) vereinzelt
PCNA-positive Zellen nachgewiesen werden (schwd?fel), wahrend diese in Tieren mit Inzision
deutlich vermehrt zur Darstellung kommen (schwétiatle) (F). Nach Caspase-3 Farbung lasst sich
weder in unverletzten (G, 40x) noch in Tieren mitndé (H, 20x) eine hohe Apoptosezahl

dokumentieren.
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Abb. 25:Immunhistochemische Farbung (PCNA) des KammergenEbd age nach Inzision (40x).
Die schwarzen Pfeile markieren PCNA-positive ZelheWundareal.

5.2. Heilung von Inzisionswunden in traumatisiertem @ber

5.2.1. Trauma-assoziierte mikrozirkulatorische Dy&tion

Die funktionelle Kapillardichte stellt die Qualitder nutritiven Perfusion dar. Ein groR3er Teil
des adaquaten Nahr- und Sauerstoffaustauschesrtbasik einer intakten nutritiven
Durchblutung. Ein schweres Weichteiltrauma resué#iein einem initialen Perfusions-
versagen (65% vom Ausgangswert nach 2 Tagen) net enoderaten Erholung tGiber den 10-
tagigen Beobachtungsraum. Am 10. Tag nach Weittateiha konnte ein Wiederanstieg der
FKD auf 80% der Ausgangswerte beobachtet werdeaniS} keine Inzision, Trauma, n=6).
Dahingegen zeigte die funktionelle KapillardichteKontrolltieren (Sham 1, keine Inzision,
kein Trauma, n=5) kein Perfusionsversagen im gesanBeobachtungsfeld der Riicken-
hautkammer, sondern konstante Werte Uber den gesaebbachtungszeitraujbb. 26).
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Abb.. 26: Quantitative Analyse der funktionellen Kapillardie in Prozent des Ausgangswertes (d0)
im Beobachtungsfenster der Ruckenhautkammer voy ¢dWie 2 ,4, 6 und 10 Tage nach
Weichteiltrauma (graue Kreise, n=6). Nicht-traunsirte Tiere dienten als Kontrolle (weil3e
Quadrate, n=5). Mittelwert £ SEM. *p < 0,05.

5.2.2. Inoskulation und Angiogenese

Durch Inoskulation konnte bereits in Inzisionswumdehne vorangegangenes Weichteil-
trauma eine Wiederherstellung des ventsen Blu#hissachgewiesen werden (vgl. Kap.
5.1.1.). In dieser Untersuchungsgruppe konnte descluss inzidierter Gefale in 4 von 8
Tieren beobachtet werden. Tiere, welche 24 h nadkalém Weichteiltrauma eine
Inzisionswunde erhielten, zeigten dies lediglicheinem von 6 Fallen Uber den 10-tagigen
Beobachtungszeitraum. Nach Induktion einer Inzsmimde unmittelbar nach Weichteil-
trauma konnte in 2 von 7 Féallen eine venulére Intalon beobachtet. Des Weiteren zeigten
2 von 9 Tiere eine venulare Inoskulation in der gpey in denen die Versuchstiere die
Inzision 3 Tage nach Trauma erhielten, sowie 2 vohiere in der Gruppe, in denen die
Inzision 5 Tage nach Trauma induziert wurde. Pramdnimponierte die Inoskulation am
haufigsten in nicht-traumatisierten Tieren. Hierreva 50 % der inzidierten Venolen zur
Inoskulation fahig(Tab. 7). Interessanterweise liel3 sich — verglichen zu BEegebnissen
nicht-traumatisierter Mause - auch nach Trauma aisschlieBliches Vorkommen der
Inoskulation von Venolen verzeichnen. In allen VWers- und Kontrollgruppen verblieben
die Gefaldstimpfe der Arteriolen im umliegenden Waatd kontrahiert und getrennt
voneinandefAbb. 27, Abb. 28)



Gruppe Venuléare Inoskulation
Inzision, kein Trauma (Sham 2, n=§ 50 %
Inzision direkt nach Trauma (n=7) 28,6 %
Inzision 1d nach Trauma (n=6) 16,6 %
Inzision 3d nach Trauma (n=9) 22,2 %
Inzision 5d nach Trauma (n=7) 28,6 %
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Tab. 7: Nachweis einer venularen Inoskulation nach Inzisioder Kontrollgruppe (Sham 2, Inzision,

kein Trauma, n=8) sowie in den einzelnen Versuahsuen in Prozent der Gesamtanzahl der Tiere in

einer Gruppe.

Abb. 27: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen des Bedbagsfeldes einer Maus, welche 3

Tage nach Weichteiltrauma einer Inzision ausgesetrtle (A-F). (A) Zeigt das diffuse Hamatom im

Beobachtungsfenster unmittelbar nach lokalem Weilttstuma. Die schwarze Linie markiert die

Schnittfihrung fur die Inzision von Arteriole (ahcdu Venole (v). (B) lllustriert unmittelbar nach

Wundinduktion dieAdaption mit Einzelknopfnéhten (schwarzer Pfell)) Pas Hamatom zeigt eine

Ruckbildungstendenz. 4 (D) und 6 Tage (E) nach berision imponiert eine deutliche

Vasokonstriktion (schwarzer Pfeil). (F) Am 10. Tkannte die Inoskulation der Venole beobachtet

werden (schwarzer Pfeil), wahrend die Arteriole atuiKontrakation im umliegenden Gewebeareal

kaum noch abzugrenzen ist.
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Bereits in nicht-traumatisierten Tieren wurde nashigsen, dass die Inzisionswunde durch
kapillare Angiogenese reperfundiert werden konmte Kontrollgruppen ohne Weichteil-
trauma konnten 2 Tage nach Wundinduktion kapilldnessprossungen dieser Geféal3e
beobachtet werden. Der angiogene Prozess lieljesicith auch in Versuchstieren wieder
finden, welche zuvor einem lokalen Weichteiltraumesgesetzt waren, gleich an welchem
Tag die Inzision nach diesem erfolgte. Innerhallb dersuchsgruppen wies der Prozess
jedoch z.T. deutliche Unterschiede bzgl. seiner pfiigung auf. In nicht-traumatisierten
Kontrolltieren, welche isoliert einer Inzision aesgtzt waren, wurde nachgewiesen, dass am
10. Tag nach Versuchsbeginn insgesamt 80 cffeom 200 cm/crh der funktionellen
Kapillardichte im Wundgebiet durch neue Kapillargabildet sind. Ahnliche Messdaten
konnten wir in Tieren erheben, in welchen unmitielbnach Weichteiltrauma eine
Durchtrennung des arterio-venésen Bindels erfolgten 10. Tag des Beobachtungs-
zeitraumes zeigte sich ein komplexes Netzwerk né&agrillaren, die eine Reperfusion des
initial nicht durchbluteten Wundspalts sichers&li{Abb. 28). Dahingegen konnte in Tieren,
welche 24 h, sowie 3 und 5 Tage nach Trauma emairgsichen Inzision ausgesetzt waren,
lediglich ein mafdig ausgepragter angiogener Prozesbachtet werden. Am 2. Tag zeigten
sich in diesen Versuchsgruppen Werte von 20 cfy/eralche 2 Tage spater auf 30 cmfcm
anstiegen. Interessanterweise fand sich wahrendl@¢&gigen Beobachtungszeitraums bei
Tieren mit Inzision 24 h nach Trauma keine weitSteigerung der Angiogenese. Folglich
unterschied sich die angiogene Reaktion signifikaort denen in Kontrollmausen sowie in
anderen Versuchsgruppen, in denen eine moderat@rf@sjon Uber Angiogenese zu
verzeichnen wafAbb. 29).

5.2.3. Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte spiegelt die Quatider nutritiven Perfusion wieder. Dass ein
lokaler Weichteilschaden eine mikrozirkulatorisddgsfunktion hervorruft, konnte bereits
nachgewiesen werden (vgl. Kap. 5.2.1.). Bei derlys®der funktionellen Kapillardichte in
traumatisierten inzidierten Tieren wurden 3 veredene Gewebeareale unterschieden: (A)
FKD peripher der Inzision, (B) FKD inzisionsnah, )(®KD unmittelbar tber dem
Inzisionsspalt. Inzisionswunden ohne Trauma diemtisnKontrolle (Sham 2, Inzision, kein
Trauma, n=8).

Unmittelbar Gber dem Inzisionsspalt lie3 sich alitein massiver Abfall der nutritiven
Perfusion beobachten. Die funktionelle Kapillardeclwar 2 Tage nach Inzision im OP-
Gebiet auf weniger als 20% im Vergleich zu den Aungggwerten reduziert. Diese Reduktion
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der Perfusion konnte in vergleichbarer Auspragumgalien Versuchsgruppen beobachtet
werden. Es folgte in allen Tieren ein moderatedo@ unvollstdndiger Wiederanstieg
wahrend des 10-tdgigen Beobachtungszeitraumes. ArBdobachtungstag liel3 sich in den
Versuchsgruppen ein Anstieg der Kapillardichte &0 bis 50% verzeichnen. Ein

signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppadueinzelnen Untersuchungsgruppen
konnte nicht festgestellt werd€Abb. 30 A).

Abb. 28: Intravitalmikroskopische Aufnahmen der Kammer ®ifieres, welches unmittelbar nach
Weichteiltrauma einer Inzision ausgesetzt wurdeg€kity 5x). (A) Repréasentiert die Arteriole (a) und
Venole (v) in der Baseline-Aufnahme. (B) 2 Tagéhraauma und Inzision wird die Blutung aus den
GefalRstumpfen ersichtlich (weiRer Stern). (C) Am Té&g erkennt man den Beginn der
Neovaskularisation ohne Inoskulation des durchttennGefalRbiindels. (D) Die inzidierten Gefal3e
weisen eine deutliche Vasokonstriktion auf (weifedeé). (E) Eine Reperfusion der inzidierten Venole
kann einerseits Uber Angiogenese (weil3er Sterndleranseits Uber Inoskulation (weiRer Pfeil)

beobachtet werden. (F) Am 10. Beobachtungstagt sseth der Inzisionsspalt weitestgehend
reperfundiert dar.

Neben Kapillaren unmittelbar tber dem Wundspaltdeardiejenigen analysiert, welche in
direkter Nahe verliefen. Die funktionelle Kapillactte beinhaltete in diesem Gewebeareal
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zum einen die praexistenten Kapillaren, zum anddesnkomplexe Netzwerk neu-gebildeter
GefalBaussprossungen (Angiogenese). Im inzisionen&w®svebeareal konnten wir nach 2
Tagen in allen Versuchsgruppen eine signifikantduRgon der funktionellen Kapillardichte
um mehr als 30% im Vergleich zu den Ausgangsweltenbachten, ohne dass ein
signifikanter Unterschied unter der einzelnen Grupgdestgestellt werden konnte. Eine
maRiggradige Erholung liel3 sich in nahezu allemntraisierten Tieren und in der nicht-
traumatisierten Kontrollgruppe nachweisen. AuftiNvar, dass Méause, welche die Inzision
24 h nach Weichteiltrauma erhielten, den groRtemillaverlust im Wundgebiet ohne
adaquate Erholung Uber den 10-tatgigen Beobachtaiigaum erlitten. In den anderen
Gruppen konnten keine Unterschiede untereinandsgesmacht werden. Die vor Inzision
gemessenen Ausgangswerte konnten jedoch nichteneficht werderjAbb. 30 B).

In inzisionsfernen Beobachtungsfeldern war die itiwér Perfusion weder in der
Kontrollgruppe, noch in den meisten Versuchsgrupsgnifikant beeintréchtigt und
vergleichbar mit der nutritiven Perfusion in Korllkammern ohne Inzision. Jedoch konnte
bei Tieren, welche die Inzision 24 h nach Weicli@iima erhielten, am 2. Beobachtungstag
eine signifikante Reduktion der funktionellen Kégnidlichte um tber 30% im Vergleich zu

den Ausgangswerten nachgewiesen we(ééin. 30 C).

Angiogenese (%)

Zeit (d)

Abb. 29: Quantitative Analyse der Angiogenese im Wundgehider Rickenhautkammer in nicht-
traumatisierten Kontrolltieren (weiRe Quadrate, n=8owie in Gruppen, welche der Inzision
unmittelbar nach (weiRe Kreise, n=7), 24 h (schwakkzeise, n=6), 3 Tage (hellgraue Kreise, n=9)
und 5 Tage (dunkelgraue Kreise, n=7) nach Traumsgagetzt waren. Mittelwert £ SEM. *p < 0,05

vs. Sham 2.
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Abb. 30: Quantitative Analyse der funktionellen Kapillardie (A) Uber dem Inzisionsspalt, (B)
inzisionsnah und (C) inzisionsfern in der Peripbeder Rickenhautkammer. Dargestellt sind die
Beobachtungsfelder der nicht-traumatisierten Koltiieze (Sham 2, Inzision, kein Trauma, weil3e
Quadrate, n=8), sowie von Tieren, bei denen unibire(weiRe Kreise, n=7), 24 h (schwarze Kreise,
n=6), 3 Tage (graud&reise, n=9) und 5 Tage (dunkelgraue Kreise, n=&gm Weichteiltrauma eine
Inzisionswunde induziert wurde. Mittelwert + SEN).< 0,05 vs. Sham 2.
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5.2.4. Arteriolarer und venularer Blutfluss

Aus dem arteriolaren und venularen Durchmesser evuddr volumetrische Blutfluss
errechne{Tab. 8-11) Zur Analyse wurden zum einen der Blutfluss desdierten Gefal3es
zum Wundspalt hin- , zum anderen der Blutfluss Vomnisionsspalt weg-fihrend beobachtet.
Sowohl Kontrolltiere wie auch Tiere, die zu untérisdlichen Zeitpunkten nach Trauma einer
Inzision ausgesetzt waren, zeigten einen starkefallAles Blutflusses verglichen zu den
Ausgangswerten. Zwischen den einzelnen Gruppent&onim den meisten Fallen keine
signifikanten Unterschiede evaluiert werden. Eins#ahme stellte die Gruppe dar, welche 5
Tage nach Trauma einer Inzision unterzogen wurdks. kbnnte eine persistente signifikante
Reduktion der Perfusion der vom Wundspalt weg fiitie® Venolen beobachtet werden.
Zusammenfassend konnte eine suffiziente Erholundewen inzidierten Venolen, noch in
Arteriolen festgestellt werden. Die Inzision remrte in einer venuldren und arteriolaren
Hypoperfusion, die auch zum Ende des Beobachtuiigaa®s nicht reversibel wérab. 8-
11).

Blutzellgeschwindigkeit (mm/s) do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 1,60, 0,8+0,3 18%0, 1,6+0,3 0,8+04
Inzision 0 d — Trauma 1,2+0,1 0,9 +0,2 0,8 #0]J1 0,8+0,1 0,4 +0,1
Inzision 1 d — Trauma 120, 0,5+0,1 0,7 #0|1 1,1+0,1 0,9+0,1
Inzision 3 d — Trauma 1,9+0,8 0,7 £ 0,2 1,3+0,3 1,1+0,2 1,1+0,3
Inzision 5 d — Trauma 1,8+0,1 0,301 0,520 11+£0,1 1,2 +£0,2
Durchmesser (um) do d2 d4 dé d 10
Inzision — kein Trauma 62,9+8,0 49,3+3,9 3642 36,0 £6,5 40,7 £ 6,
Inzision 0 d — Trauma 44,139 36525 393 % 40,8 3,1 3961,
Inzision 1 d — Trauma 49,9 +37 358+5,9 43858 43,0+6,3 32,83,
Inzision 3 d — Trauma 56,054 51,7+§,5 37THE 40,8 £6,0 3899,
Inzision 5 d — Trauma 629+36 66,7 +71,9 343k 36,9+4,8 39,9 £ 6,
Volumetrischer Blutfluss (%) do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 100,0 +£0,0 67,7 £ 33,7 19759,7 37,7 £16,2 42,7 +354
Inzision 0 d — Trauma 100,0 £ 0,0 82,9 + 36,2 @823 57,1 +13,8 62,1 +50p
Inzision 1 d — Trauma 100,0 +£0/0 28,6 £12,0 501%,9 71,8+19,8 71,8 +53B
Inzision 3 d — Trauma 100,0 +£0/0 459+ 155 271%4,2 34,3+15,5 351+8p
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £ 0/0 20,6 £13,5 15608 25,4 + 10,0 350+21p

Tab. 8:Blutzellgeschwindigkeit, Durchmesser und volureelrer Blutfluss zum Wundspalt fihrender
Arteriolen in Kontrolltieren (Sham 2, Inzision, keTrauma, n=8) sowie in Tieren, bei denen direkt
(n=7), 24 h (n=6), 3 d (n=9) und 8 (n=7) nachTrauma die Inzision erfolgte. Mittelwert £ SEM. *p
< 0,05 vs. Sham 2.
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Blutzellgeschwindigkeit (mm/s) do d2 d4 d6 d 10
Inzision — kein Trauma 1,6+0,p 0,8 +0}3 1630, 2,4+0,3 1,5+0,3
Inzision 0 d — Trauma 12+0,1 1,1+02 14+0,3 1,0+0,3* 1,0+0,3
Inzision 1 d — Trauma 12+0,1 0,7+0,3 0,7+0,2 0,5+0,2* 0,3+0,1
Inzision 3 d — Trauma 1,9+0,3 0,6 £0,2 09+04 0,7 £0,3* 0,0 £00
Inzision 5 d — Trauma 18+0,1 05+02 0,5%0, 1,1+0,1* 1,3+0,1
Durchmesser (um) do d2 d4 dé d 10
Inzision — kein Trauma 68,9+0,8 48,1+ 3,6 4224 36,2+4,0 33,54,
Inzision 0 d — Trauma 44,1 + 3,9* 37,1+ 34 408% 34,1+3,3 37,0+2,
Inzision 1 d — Trauma 46,0 £5,3* 35,2+53 308, 475+15,1 253+0p
Inzision 3 d — Trauma 56,0 +54 48,6 + 4,6 476 46,0+4.4 36,0 £0,
Inzision 5 d — Trauma 62,9 +36 43,0+8,0 388% 38,0+3,1 32,95,
Volumetrischer Blutfluss (%) do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 100,0 £ 0,0 20,7+1,6 1P .6 50,6 + 23,8 399+17p
Inzision 0 d — Trauma 100,0 +0,0 63,3+21,9 79,3+8,9 33,0+ 144 88,2 +67}4
Inzision 1 d — Trauma 100,0 £ 0,0 35,9+14,6 X133 29,6 +19,1 2424
Inzision 3 d — Trauma 100,0 £ 0,0 39,5+17,3 2719,6 53,7 £ 26,7| 0,0+0,p
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £ 0/0 17,1+8,5 H6H0 28,2+838 23,0+£9,9

Tab. 9: Blutzellgeschwindigkeit, Durchmesser und Blutfiums Wundspalt weg fihrender Arteriolen
in Kontrolltieren (Sham 2, Inzision, kein Trauma&8h sowie in Tieren, bei denen direkt (n=7), 24h
(n=6), 3d (n=9) und 5d (n=7) nach Trauma die Inaisierfolgte. Mittelwert £+ SEM. *p < 0,05 vs.

Sham 2.

Blutzellgeschwindigkeit (mm/s) do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 1,00, 0,2+0,0 0920, 1,0+0.2 09+0,]
Inzision 0 d — Trauma 12+0,p 02+01 04+0,1 0,3 £0,0* 0,5+0,1
Inzision 1 d — Trauma 1,0+£0,p 0,5+0,1 0,8+0,1 0,9+0,2 0,4+0,1
Inzision 3 d — Trauma 15+0,8 03+0,1 05+0,1 09+0,1 0,9 +£0,2
Inzision 5 d — Trauma 14+0p 03+01 0,7%0, 1,0+£0,1 0,9+0,4
Durchmesser (um) do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 89,2+ 11,0 67,2+11.2 6838 60,9 + 11,2 704 +16f
Inzision 0 d — Trauma 80,4 +£10/1 77,9+438 77186 72,3+3,0 60,9+0,f
Inzision 1 d — Trauma 68,7 £9,8 61,6 +§,6 58M% 60,8 +10,6 40,0+ 3,p
Inzision 3 d — Trauma 102,4 +12]3 87,4+9,0 6785 63,5+4,2 63,3+12,¢#
Inzision 5 d — Trauma 96,2 + 103 123,2 £ 15)7* ,9M96,0 59,3 + 6,6 493 +4p
Volumetrischer Blutfluss (%) do d2 d4 d6 d10
Inzision — kein Trauma 100,0 £ 0,0 96+23 3298 36,8 +14,9 37,216
Inzision 0 d — Trauma 100,0 £ 0,0 50,9 + 32,6 48743 39,1 + 20,7| 71,2 +28B
Inzision 1 d — Trauma 100,0 £ 0,0 29,1+99 5284 57,1 + 20,6 14,0+ 10,p
Inzision 3 d — Trauma 100,0 £ 0,0 26,3+9,6 16488 39,3+£17,0 26,2+11p
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £ 00 51,5 +25%,2 35723 30,8+8,8 16,7 £ 10,p

Tab. 10: Blutzellgeschwindigkeit, Durchmesser und Blusflumidierter zum Wundspalt fuhrender
Venolen in Kontrolltieren (Sham 2, Inzision, keiraiima, n=8) sowie inTieren, bei denen direkt

(n=7), 24 h (n=6), 3d (n=9) und 5 d (n=7) nach Traa die Inzision erfolgte. Mittelwert + SEM. *p
< 0,05 vs. Sham 2.
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Blutzellgeschwindigkeit (mm/s) do d2 d4 d6 d 10
Inzision — kein Trauma 1,002 1,1+02 1640, 1,1+0,2 09+0,]
Inzision 0 d — Trauma 1,3+0,p 0,5+02 0,9+0,2 1,3+0,3 0,8 +0,2
Inzision 1 d — Trauma 1,0+0,p 03+0,1 0,5 #0|1 1,0+0,.2 0,6 £0,2
Inzision 3 d — Trauma 15+0,8 0,6 £0,2 0,8+0,2 0,9+0,2 1,1+0,]
Inzision 5 d — Trauma 14+0p 05+0,1 0,8%0, 1,0+£0,1 1,0+0,4
Durchmesser (um) do d2 d4 d6 d10
Inzision — kein Trauma 89,2+110 74,4 +8,0 .02 64,9 +16,1 33,74
Inzision 0 d — Trauma 80,5+10,1 80,5+ 10,6 #m.8 53,844 422+1.
Inzision 1 d — Trauma 68,7+9,3 59,3+4,7 45/ & 54,2 + 14,5 25,22,
Inzision 3 d — Trauma 102,4+123 90,2+8,9 HBA 1L 61,0+2,6 119,6 +17,p
Inzision 5 d — Trauma 96,2 + 103 101,3+125 5697,9 55,7 +5,9 435+4p
Volumetrischer Blutfluss (%) do d2 d4 d6 d10
Inzision — kein Trauma 100,0 +0,0 68,2 22,3 22970,6 166,2 +104,1 21,7 £ 2)7
Inzision 0 d — Trauma 100,0 +0,0 69,9 £49,5 9637,6 74,2 + 38,6 62,9+55B
Inzision 1 d — Trauma 100,0 £ 0,0 16,0+ 6,4 444 152,4 + 78,5 70,4 £ 650
Inzision 3 d — Trauma 100,0 £ 0,0 345+85 3384 53,9+ 21,1 162,0+ 76 B
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £0,0 96,1 + 58,4 32,7+16(8 268+19 FH6*

Tab. 11: Blutzellgeschwindigkeit, Durchmesser und Blutflusgidierter vom Wundspalt weg
fihrender Venolen in nicht-traumatisierten Konttielten (Sham 2, Inzision, kein Trauma, n=8) sowie
in Tieren, bei denen unmittelbar (n=7), 24h (n=8y (n=9) und 5d (n=7) nach Weichteiltrauma die
Inzision erfolgte. Mittelwert + SEM. *p < 0,05 vSham 2.

5.2.5. Nekrose und Trauma-assoziierte Entziinduakjsos

Bei nahezu allen Tieren zeigte sich initial nachidion ein nicht-perfundiertes Gewebeareal,
dessen GrofRe im Zeitverlauf durch kapillare Angregge kontinuierlich kleiner wurde.
Hierbei konnte ein Zusammenhang der Auspragung radgotischen Areals mit dem
Zeitpunkt der Inzision nach Weichteiltrauma festghts werden. In nicht-traumatisierten
Kontrolltieren war initial eine Flache von ca. 1fmnicht perfundiert. Reziprok zur Zunahme
der kapillaren Angiogenese zeigte sich jedoch eiaetinuierliche Verkleinerung dieser
Flache wéahrend des 10-tagigen Versuchszeitraunesel@aten konnten sowohl in der nicht-
traumatisierten Kontrollgruppe wie auch in den rexis Tieren der einzelnen
Versuchsgruppen nach Trauma beobachtet werdenes$stnterweise fand sich das grof3te
nicht-perfundierte Areal im chirurgischen Wundgeblgei Tieren, welche 24 h nach
Weichteiltrauma einer Inzision ausgesetzt waren. dreser Gruppe war am 4.
Beobachtungstag eine Flache von 2,0°minht perfundiert. Zwar war eine geringe Erholung
zu beobachten, jedoch lediglich bis 1,0 fram 10. Beobachtungstégbb. 31).

Der Blutfluss im Wundgebiet konnte in den meisteantfoll- und Versuchstieren Uber
kapillare Reperfusion (Angiogenese) und Inoskufatimeder verbessert werden. In einigen

Tieren jedoch persistierte die Grof3e des nichtyoelierten Gewebeareals. Ein komplettes
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Ausbleiben der Reperfusion konnte in der Versuamoe, welche 24 h nach
Weichteiltrauma der Inzisionswunde ausgesetzt wueahe héaufigsten beobachtet werden
(Abb. 32). In 50% der Versuchstiere konnte in dieser Grumgde Ausbleiben der
Wundheilung und ein persistierendes nekrotischageBeareal beobachtet werden. Je gré3er
der zeitliche Abstand der Inzision zum lokalen Vi&dtrauma war, desto seltener liel3 sich
dieses Phanomen nachweig¢é&ab. 12)

Bei allen nekrotischen Inzisionswunden lieR sickidjizeitig ein Odem, eine reaktive
Hyperamie und Entziindungsreaktion um das nichtipdiérte Gewebeareal beobachten
(Abb. 32, 33)

Nekrose (mm?2)

0.0

Zeit (d)

Abb. 31: Quantitative Analyse des nicht-perfundierten Gexaedals in der Ruckenhautkammer in
nicht-traumatisierten Kontrolltieren (Sham 2, Inars, kein Trauma, weil3e Quadrate, n=6) sowie in
Tieren, bei denen unmittelbar (weil3e Kreise, n2d)h (schwarze Kreise, n=6), 3d (hellgraue Kreise,
n=9) und 5d (dunkelgraue Kreise, n=7) nach Weidlt@ima eine Inzision erfolgte. Das grofite
nicht-perfundierte Gewebeareal fand sich in Inzisiwunden, die 24 h nach Trauma gesetzt wurden
(schwarze Kreise, n=6). Im Gegensatz zu den andéezsuchsgruppen liel3 sich hier die geringste

kapillare Reperfusion im Wundgebiet feststellertdWiert £ SEM. *p < 0,05 vs. Sham 2.



61

Abb. 32: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen des Bedbaghfeldes der Riickenhautkammer
einer Maus, welche 24 h nach Weichteiltrauma eingisionwunde ausgesetzt war (A-F). (A) Das
Beobachtungsfenster 2 Tage nach KammerimplantatornTrauma. (B) Beobachtungsfenster direkt
nach Trauma. (C) Am 2. Tag nach Inzision zeichnelt ®ine 6dematdse Schwellung um den
Wundspalt ab. (D) 4 Tage nach chirurgischer Inzisiwird das nicht-perfundierte Areal im
Wundgebiet deutlich. Weitere 2 Tage spater (E)tzeich im OP-Gebiet neben einer reaktiven
Hyperamie eine progrediente 6dematdse Schwellumy dbm Wundspalt ab. Am 10. Versuchstag
war dieses Areal gering verkleinert (schwarzer BteBei persistierender Hyperamie fand sich jedoch
immer noch keine Vaskularisierung des Wundspasiarze Pfeile).

Gruppe Persistierende Nekrose
Inzision, kein Trauma (Sham 2, n=8) 0 %
Inzision direkt nach Trauma (n=7) 14,2 %
Inzision 1d nach Trauma (n=6) 50,0 %
Inzision 3d nach Trauma (n=9) 0%
Inzision 5d nach Trauma (n=7) 0%

Tab. 12 Entwicklung einer Nekrose bei fehlender Repeofusion Inzisionswunden in Kontrolltieren
(Sham 2, Inzision, kein Trauma, n=8) sowie in démeeinen Versuchsgruppen in Prozent der

Gesamtanzahl der Tiere in einer Gruppe.
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Abb. 33: Lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahmen des Béubagsfeldes der Riuckenhautkammer
einer Maus, welche 24 Stunden nach Weichteiltraeimer Inzisionswunde ausgesetzt war in 6-facher
VergroBerung (A-C). (A) Beobachtungsfeld vor Traummad Inzision. (B) Beobachtungsfeld

unmittelbar nach Inzision, welche 24 h nach Weitthdiema gesetzt wurde. Das nicht-perfundierte
Gewebeareal um die Inzision sowie die begleitend&ziiadliche Gewebereaktion (schwarzer

Doppelpfeil) werden bereits 2 Tage nach Wundinduakdieutlich (C).

5.2.6. Mikrovaskulare Permeabilitat
Die Extravsation des hochmolekularen Fluoreszenkzensar FITC-Dextran 150.000
reprasentiert die Schadigung des GefalRendothelsididtch wird die Permeabilitat far

Substanzen, die unter physiologischen Bedingunge@Gefal3system zuriickgehalten werden,
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gesteigert. Der Austritt von Blutplasma in das istidum resultiert in einer interstitiellen
Odembildung.

In den einzelnen Tieren der Kontroll- und Versuchpgen konzentrierten wir uns bei der
Analyse der mikrovaskuldren Permeabilitat auf died@ligung der Kapillaren (A) Gber dem
Inzisionsspalt, (B) um den Inzisionsspalt und (CapHlaren in der Peripherie der
Ruckenhautkammer. In allen nicht-traumatisiertemtkalltieren wie auch in den einzelnen
traumatisierten Versuchstieren lie3 sich ein unteesllich stark ausgepragter Anstieg der
makromolekularen Leakage im Wundgebiet nachweidamittelbar Uber dem Inzisionsspalt
wurde kein signifikanter Unterschied der Versuchpgen im Vergleich zur nicht-
traumatisierten Kontrollgruppe festgestellt. Dal@ggn zeigte sich in der Gruppe, welche 3
Tage nach Weichteiltrauma einer Inzision ausgesatrtle, am 2. und 10. Beobachtungstag
eine signifikant erhéhte makomolekulare LeakageViengleich zur Kontrolle. Interessanter-
weise liel3 sich in den Beobachtungsfeldern dempRerie der Riickenhaukammer, welche 24
Stunden und 3 d nach Trauma einer Wundinduktioeraagen wurden, erst nach Beginn der
zweiten Beobachtunghélfte ein signifikanter Anstilsg mikrovaskularen Permeabilitat ver-
zeichnen(Tab. 13)

5.2.7. Histologie und Immunhistochemie

Die lichtmikroskopische Untersuchung der histologen Praparate der Beobachtungsfenster
10 Tage nach Wundinduktion bestétigte die Ergebnidge bereits intravitalmikroskopisch
erhoben werden konnten. Die PCNA-Farbung dientedaazsi, die proliferativen Prozesse in
den Zellen im Wundareal darstellen zu kbnnen. Dasgase-3 Farbung nutzten wir dazu, das
Vorliegen von apoptotischen Zellen in der Wundragiarzustellen.

In nicht-traumatisierten Kontrolltieren lieRen siaheutlich PCNA-positive Zellen im
Wundareal nachweisen, wéhrend der apoptotischéodedelten bis gar nicht zu beobachten
war.

Wurde die chirurgische Wunde unmittelbar nach lekalWeichteiltrauma induziert, so
konnten beide Phanomene in maRiggradiger Auspraguamghgewiesen werden. Die
Proliferation der Zellen Uberwog dabei zahlenmalgig apoptotischen Zelltod.

Je grol3er der zeitliche Abstand zwischen Inzisind lokalem Weichteiltrauma war, desto
mehr proliferative Zellen konnten gefunden werdAnoffallend war, dass gleichzeitig das
Auftreten des apoptotischen Zelltodes zahlenmdfiglam.

Bereits intravitalmikroskopisch konnte im Wundaréai Tieren, welche 24 Stunden nach

lokalem schwerem Weichteiltrauma einer Inzisiongasetzt wurden, in 50 % der Félle ein
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Ausbleiben der Wundheilung und ein Persistierenereimekrotischen Flache im
Inzisionsbereich beobachtet werden. Die lichtmikopgsche Untersuchung dieser
histologischen Schnittpraparate bestatigte diese&ndmen eindricklich. Vitale Zellen
konnten in diesem Gebiet nicht erfasst wer@i&iob. 34 F). Desweiteren analysierten wir in
dieser Gruppe den benachbarten Gewebebereich ed@tekrose unmittelbar angrenzte. In
diesem Gewebeareal konnten ebenfalls keine prafiten Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 34 E).

Interessanterweise konnte in den histologischemi8phaparaten in keiner Kontroll- oder
Untersuchungsgruppe eine Regeneration von durctteen Muskelgewebe im Wundareal
beobachtet werden. Der verletzte quergestreifte kkluszeigte Uber den 10-tagigen
Beobachtungszeitraum unabh&ngig von einem vorangegan lokalen Weichteiltrauma

keine Heilungstendenz und blieb irreversibel gedigta

Leakage uber Inzision do d2 d4 d6 d10
Inzision — kein Trauma 100,0 £ 0,0 120,7 £ 18,4 ,28613,9 119,3+£12,2 1141 £ 13,
Inzision 0 d - Trauma 100,0 £ 0,0 138,3+15,8 41610,8 132,3+11,5 131,8 + 10,
Inzision 1 d - Trauma 100,0£0,0 114,5+12,8 53014,2 109,0 £6,3 107,4 £ 6,5
Inzision 3 d - Trauma 100,0£0,0 134,4+£17,1 03414,9 127,7+£9,9 133,0 £ 14,0
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £0,0 1145+ 10,4 ,80@37,9 95,8 +6,8 108,7 £6,1
Leakage nahe Inzision do d2 d4 do6 d10
Inzision — kein Trauma 100,0 £ 0,0 110,1 +7,7 8189,2 109,0 £10,3 96,0+7,2
Inzision 0 d - Trauma 100,0 £ 0,0 112,7 £ 8,3 117812 142,2+9,5 122,6 £8,8
Inzision 1 d - Trauma 100,0£0,0 129,9+£6,3 134416 123,8+7,2 127,0 £7,7
Inzision 3 d - Trauma 100,0£0,0 145,1 £9,0* B985 127,1+£7,6 152,6 £13,6
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £0,0 99,8 +9,5 162611 113,4+5,8 109,3£6,2
Leakage peripher do d2 d4 dé d10
Inzision — kein Trauma 100,0 £ 0,0 109,0 £ 6,5 845 98,8 +5,8 104,9+6,3
Inzision 0 d - Trauma 100,0 £0,0 119,0+5,8 11H%1 116,474 119871
Inzision 1 d - Trauma 100,0£0,0 122,1+£6,1 127 %3 113,8£6,5 133,1 £ 6,54
Inzision 3 d - Trauma 100,0£0,0 124,0 £6,9 1¥®,1* 130,4 +8,8* 139,8 £7,5*
Inzision 5 d — Trauma 100,0 £0,0 101,945 4086,8 105,8+5,5 107,3+6,0

Tab. 13: Makromolekulare Leakage in Prozent des Ausgandgsewéd 0) im Beobachtungs-
fenster der Riickenhautkammer in nicht-traumatisieKKontrolltieren (Sham 2, Inzision, kein
Trauma, n=8) sowie in Tieren, bei denen direkt (h=24 h (n=6), 3 Tage (n=9) und 5 Tage
(n=7) nach Weichteiltrauma eine Inzision erfolgtdittelwert + SEM. *p < 0,05 vs. Sham 2.
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Abb. 34:Immunhistochemische Farbung mittels PCNA (A, G5 EJ]) und Caspase-3 (B, D, F, H, K)
am 10. Versuchstag. Die Schnittpraparate des Kamevezbes illustrieren die PCNA-positiven Zellen
und den apoptotischen Zelltod (A, B) in einem ricdmtatisierten Kontrolltier (Sham 2, Inzision,
kein Trauma), sowie in jeweils einem Tier, welchesittelbar (C, D), 24h (E, F), 3d (G, H) und 5d
(J, K) nach Trauma die Inzision erhielt. (A) Im Weapalt (Stern) des nicht-traumatisierten
Kontrolltieres lassen sich PCNA-positive Zellen maeisen (Pfeile). (B) Ein apoptotischer Zelltod
konnte in diesen Tieren nicht beobachtet werdenl(CMausen, welche unmitelbar nach Trauma
inzidiert wurden, konnten um das Nahtmaterial rf9tevermehrt PCNA-positive Zellen (Pfeil)
nachgewiesen werden, (D) gleichzeitig ApoptoserdemFadenknoten (Stern). In Tieren, die einer
Inzision 24 h nach Trauma ausgesetzt waren, (E)teeisich keine PCNA-positive Zellen, (F) im
Wundareal imponiert eine Nekrose (Pfeil). (G, J)gdéRer der zeitliche Abstand der Inzision vom
Trauma war, desto mehr Proliferation konnte beoletckwerden, (H, K) und umso seltener liel3en
sich Apoptosen nachweisen. Diese Phanomen liel3 (dieh dem Wundspalt sowie im Areal des

einliegenden Nahtmaterials (Stern) beobachten.
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6. Diskussion

Es ist bekannt, dass im ischdmischen Wundgebidi€ileingstendenz deutlich geringer ist als im
nicht-ischamischen Gewebe (Hunt 1980). Des Weitésemekannt, dass eine schwere lokale
Weichteilschadigung in einer mikrozirkulatorisch@ysfunktion resultiert (Amon, Laschke et al.
2006). Ziel der vorliegenden Arbeit war es daherstmeals den Einfluss des lokalen

Weichteiltraumas auf den Heilungsprozess in Inasiaunden zu untersuchen.

6.1. Diskussion des Modells

Das etablierte Modell der Rickenhautkammer (Lekyrig et al. 1993) bewéhrt sich bereits
seit vielen Jahren in der tierexperimentellen Qigiei Erstmals wurde dieses Modell am
Syrischen Goldhamster beschrieben (Endrich, Asashal. 1980). Heute existieren viele
Studien, die sich dieses Modell in der medizinisckerschung zu Nutze machten (Algire
und Legallais 1948; Goodall, Sanders und Shubik51%&ms und Irwin 1973; Menger,
Laschke und Vollmar 2002).

Wesentliche Vorteile der Ruckenhautkammer zur Asalyder Mikrozirkulation im
myokutanen Gewebe stellt zum einen die Tatsache dkss repetitive Untersuchungen
identischer Gefalie Uber einen recht grol3en Unteusigszeitraum gemacht werden kénnen.
Die Blutgefalle lassen sich durch Fotodokumentatiechnisch unterstiitzt wiederholt
identifizieren und analysieren. Im Gegensatz zutAlagdellen, in denen Veranderungen des
Weichteilschadens nur fiur kurze Zeit - z.B. Ubéun8en — beobachtet werden kdnnen
(Schaser, Vollmar et al. 1999; Szczesny, Veihelmetnal. 2001; Szczesny, Nolte D et al.
2000; Schaser, Zhang et al. 2003), konnten wir Hhhife dieses Modells auch die
Veranderungen im weiteren Verlauf Gber bis zu 1§eTanalysieren und interpretieren.

Unter Zuhilfenahme verschiedener Fluoreszenzfaffiestkonnten die arteriolare, kapillare
und venulare Perfusion sowie endotheliale Permigbiind konsekutive Auswirkung der
Endothelschadigung (Menger, Laschke und Vollmar 220@nalysiert werden. Diese
Erkenntnisse konnten lber den 10-tdgigen Versuitheze gewonnen werden, ohne dass
wiederholte chirurgische Interventionen notwendayen.

Innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen wurde iaud@sgeglichenes Verhéltnis zwischen
weiblichen und mannlichen Mausen geachtet, um dgeduisspezifische Unterschiede, die in
neueren veroffentlichten Studien bei polytraumeatien Patienten nachgewiesen werden
konnten (Angele, Frantz und Chaudry 2006), zu vetere

Die erste intravitalmikroskopische Analyse des Gmege erfolgte 2 Tage nach

Ruckenhautkammerpraparation. Auf diese Weise kondie Auswirkungen des initialen
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durch die Praparation verursachten chirurgischewrmas auf das zu untersuchende Gewebe
vernachlassigt werden, da nach dieser Zeit die gpafipnsbedingten Veranderungen des
Gewebes nicht mehr zu beobachten waren (Yamaudiim¥r et al. 1999). Somit war zu
diesem Zeitpunkt von einer physiologischen Perfudiei fehlender praparationsbedingter
Entzindungsreaktion im zu untersuchenden Gewelzeigeisen.

Nach Implantation der Rickenhautkammer fihrten wireben wiederholten
intravitalmikroskopischen Untersuchungen des Gewdda den meisten Versuchstieren ein
Weichteiltrauma sowie eine chirurgische Inzisios #ammergewebes durch.

Es gibt verschiedene Grinde, warum Kleintiermodek®esondere an der Maus von Vorteil
gegenuber Grofldtiermodellen darstellen. Zum einemrsachen sie geringere Kosten und
Aufwand bzgl. Beschaffung, Haltung und Zucht, zundexen ist das Genom der Maus in
seiner Gesamtheit gut bekannt. Dies hat einen legitdenden Vorteil fur die Durchfiihrung
weiterer (z.B. molekularbiologischer) Untersuchumgdie auf den hier erhobenen Daten
aufbauen konnten. Daher wurde bereits zuvor voerensirbeitsgruppe ein in-vivo-Modell
an der Maus entwickelt, wenn gleich die Kammerprdiagn am Hamster durch die deutlich
leichtere Ablosung der Muskelschichten technisceemdlich einfacher durchzufuhren ware.
Ein wesentlicher Nachteil des Modells der Ricketkemamer an der Maus stellt dagegen
das relativ kleine Beobachtungs- und zugleich Cipersfeld dar, welches den nachfolgenden
Eingriff zur Induktion und Versorgung der Inzisionsde in mikrochirurgischer Technik
notwendig machte und eine prazise anspruchsvoleapnstechnik forderte.

Der komplexe biologische Prozess der Wundheilungdevin der Vergangenheit bereits in
vielen vorangegangenen Studien untersucht, zunm émnim-vivo-Studien (Breuing, Eriksson
et al. 1992; Rossio-Pasquir, Casanova et al. 188@mez, Garcia et al. 2004), zum anderen
in etablierten in-vitro-Modellen (Kamamoto, Paggiat al. 2003).

Erstmals verwendet zur Analyse der Wundheilung wutas Modell der Riickenhautkammer
von Sorg et al. (Sorg, Krueger und Vollmar 200%R)der Originalarbeit wurde der Prozess
der Wundheilung nach Induktion einer vollschichtigdautverletzung analysiert. In dieser
Studie wurde jedoch nicht das subkutan gelegenmgsieeifte Muskelgewebe untersucht. In
dem hier vorliegenden Modell konnte in den histbpligischen Schnittpréaparaten auch auf
dieses eingegangen werden, da die Inzision Kutihk@®is und Muskulatur umfasste.
Lindenblatt et al. stellte ein Tiermodell vor, dasBe wiederholte Analyse der
Mikrozirkulation im Heilungsprozess in (Transplahi@ut-) Lappen erlaubte (Lindenblatt,
Calcagni et al. 2008). Das chirurgische Traumai@set Studie ist jedoch deutlich héher und

nicht vergleichbar mit der verhaltnismagig kleir@mrurgischen Inzisionswunde in der hier
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vorgestellten Arbeit. Insbesondere haben die Meda&tin Sorg et al. und Lindenblatt et al.
die Vorgange der sekundaren Wundheilung unterswe@ihrend in der hier vorliegenden
Studie erstmals die primare Wundheilung in der Rableutkammer untersucht werden
konnte. Eine andere Technik die Mikrozirkulation duden akuten Effekt negativer
Einflussfaktoren auf die Mikrozirkulation im Wundbeu untersuchen, zeigte Ichioka et al.
2008 (Ichioka, Watanabe et al. 2008). Allerdindawdste dieses Modell nicht die Analyse der
funktionellen Kapillardichte wie in der vorliegemdérbeit, sondern konzentrierte sich auf
das vor- und nachgeschaltete venulédre und artexi@&falsystem. Barker et al. etablierten
ein in-vivo-Modell zur direkten Untersuchung derrhtidynamik am Ohr der haarlosen Maus
(Barker, Kjolseth et al. 1994). Daten zur Mikrozit&tion konnten ebenfalls durch intravitale
Mikroskopie erhoben werden. Jedoch beschranktdm die Autoren auf die Analyse der
Neovaskularisation in der Kutis und Subkutis undrdalls auf die Prozesse der sekundéaren
Wundheilung, wahrend in wunserer Studie Muskelgewebe die Untersuchungen
miteinbezogen wurde.

Zusammenfassend konnten bereits in friheren Stuglikenntnisse Uber die Mikrodynamik
wahrend des Wundheilungsprozesses gewonnen wediendieser Studie war es nun,
zusatzlich den Einfluss des lokalen Weichteiltrasraaf die Heilung von Inzisionswunden zu
analysieren.

Das Modell der Gewebetraumatisierung wurde 1993m@ids von Smith et al. etabliert
(Smith, Curl et al. 1993). Die hier angewendetehhgdc mittels weight-drop-device bewéhrte
sich seither in etlichen Folgestudien (Amon, Lasckkal. 2006). Vor Traumainduktion liel3
sich das dinne Deckglaschen technisch einfach reatfe Dadurch erreichte man eine
lediglich minimale Irritation des zu untersuchend&ewebes. Die Verwendung einer
Plexiglasrohre als Schiene fur den Edelstahlzylinder Induktion des Weichteiltraumas
gewahrte ein gleichméRiges Auftreffen des Gewichtédsdas Gewebe. Folglich konnte eine
Verkantung des Gewichts durch Fuhrung vermiedendeverund so eine gleichmaRige
Energieverteilung erzielt werden. Konsekutiv wureiee gleichmallige aus dem Trauma
resultierende Mikrozirkulationsstorung im gesamt@aobachtungsfeld induziert (Amon,
Laschke et al. 2006). Die Induktion des Weichtaimas erforderte héchste Prazision. Ein
Nachteil stellt hier die Tatsache dar, dass eirkeaaf die Ruckenhautkammer abgestimmtes
Instrumentarium vorhanden sein muss (Amon, Lasdtkal. 2006). Da das Modell in der
Vergangenheit bereits dazu genutzt wurde, den uSsfldes Weichteiltraumas auf das
Gewebe zu analysieren, kdnnen neue Ergebnisseengit¥vorhandenen verglichen werden
(Amon, Laschke et al. 2006).
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Mit Hilfe minimal-invasiver Eingriffe wurde es mdgh, konkrete und detaillierte Aussagen
Uber die Mikrozirkulation nach chirurgischer Innisiim traumatisierten Gewebe zu erzielen
(Lehr, Leunig et al. 1993). Die Inzisionswunde imrKkmergewebe erfasste demnach nicht
nur die Kutis, sondern auch das subkutane Gewebtdlignquergestreifte Muskulatur, was
nahezu analoge Bedingungen wie bei einem chirdrgiscEingriff beim Menschen
ermoglichte. Ein Nachteil der Ruckenhautkammerltsteer die Tatsache dar, dass das
Beobachtungsfenster mit dem zu analysierenden Gevgelrr klein ist. Dieser Faktor
beschréankt daher die Inzisionslange, zum andereshema sie die mikrochirurgische
Feinarbeit unter dem Mikroskop mit entsprechendastrimentarium erforderlich. Auch
Nadel und Fadenstdrke zu Wundrandadaption musségraug auf das feine Gewebe
abgestimmt werden.

Bisherige Studien haben sich nicht mit dem Einfldss unterschiedlichen Zeitabstandes der

chirurgischen Inzision zum vorangegangenen Weikkfdama befasst.

6.2. Diskussion der Untersuchungstechnik

Das Modell der Rickenhautkammer ermdglichte unsdém hier vorliegenden Studie
repetitive intravitalmikroskopische Untersuchungder Mikrozirkulation im Weichteil-
gewebe. Die hamodynamischen Prozesse konnten i@ ¢hs Intravitalmikroskops tber
einen langeren Zeitraum objektiv detailliert, quiatity und qualitativ analysiert werden
(Zeintl, Sack et al. 1998; Barker, Hammersen etl8P0; Marzi, Takei et al. 1990). Die
direkte Technik der Intravitalmikroskopie wird sddhren in verschiedenen in-vivo-Studien
zur Analyse der Hamodynamik unterschiedlicher Gewealnd Organen eingesetzt.
Demgegeniber stehen sogenannte indirekte Verfahigie z.B. Laser-Doppler-Flowmetrie
(Tenland, Salerud et al. 1983, Hedén, Jurell undaAder 1986), Radionuklid-Cearance-
Technik (Young und Hopewell 1983; Banic, Kouris at 1989), der H2-Gasclearance
(Thomson und Kerrigan 1991) oder Indocyaningrina@ace-Technik (Eren, Krein und
Hafemann 1995). Zu den indirekten Untersuchungateeh gehoren auch die Bestimmung
der Gewebetemperatur, welche 1997 von Tsuchida beschrieben wurde (Tsuchida 1997)
sowie die Partialdruckmessung des GewebesauerstoffsPerry und Horton (Perry und
Horton 1978). Der grof3e Vorteil bei der Verwendulay direkten intravitalmikroskopischen
Technik liegt darin, dass Gefal3e Uber einen grdBwbachtungszeitraum beobachtet und
analysiert werden kdnnen.

Nach Beendigung unseres 10-tdgigen Versuches tfdig Auswertung in den einzelnen

Versuchsgruppen “off line”. Die zu untersuchendereade wurden zuvor immer nach dem
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gleichen Schema in Form von Videosequenzen aufgazet. Dabei wurde genauestens
darauf geachtet, Bewegungsartefarkte wahrend démeAmen zu vermeiden (Klyscz, Junger
et al. 1997). Zum einen gewahrleistete die genadigi¢alisierte Analyse den wesentlichen
Vorteil einer rationellen Quantifizierung der Paeter, zum anderen konnte so eine enorm
grof3e Datenmenge in kurzer Zeit verarbeitet we(&drs, Inoue und Inoue 1986).

Die Analyse der Mikrozirkulation in der Rickenhaatkmer wurde durch 2 verschiedenen
Techniken ermdglicht: Zum einen mittels Auflichtp{Hllumination), zum anderen mittels
Durchlicht (Trans-lllumination). Wir verwendeten der vorliegenden Studie ausschlie3lich
Analysen mittels Epi-illumination, wahrend um 19%06r allem die Trans-illuminations-
Technik genutzt wurde (Bloch 1955; Knisely, Wallatel. 1957).

Als Fluoreszenzfarbstoff diente uns FITC-Dextraei Ber Verwendung dieses Farbstoffes
wurde darauf geachtet, eine Lichtexposition songeals moglich zu halten. Steinbauer et al.
konnten nachweisen, dass nach langerer Lichteiowgkintrazellulare photodynamische
Prozesse unsere Untersuchungsergebnisse verfalécimmen (Steinbauer, Harris et al.
2000). Bericksichtigte man diese Tatsache undgtefalie Applikation in einer geeigneten
niedrigen Dosierung, konnte mittels FITC-Dextraneeioptimale Kontrastverstarung ohne

toxische Nebenwirkungen erzielt werden.

6.3. Diskussion der Ergebnisse

Bereits aus vorangegangenen Studien ist bekansts de lokale Weichteilschadigung
wesentlich die Hamodynamik im Kammergewebe beahtigt (Amon, Laschke et al. 2006).
Die vorliegende Arbeit konnte nun zeigen, dassHidung von Inzisionswunden durch ein
schweres Weichteiltrauma negativ beeinflusst wislkonnte zusatzlich gezeigt werden, dass
die Auspragung der Beeintrachtigung der Wundheilumgsentlich vom Zeitpunkt der
chirurgischen Inzision nach Trauma bestimmt wirde Btudie erlaubt zum ersten Mal die
repetitive in vivo-Analyse der mikrovaskularen Hatgnamik, inflammatorischen Reaktion
und Nekroseausbildung in Inzisionswunden Uber elrtetigigen Beobachtungsraum.
Folgende Erkenntnisse konnten gewonnen werdenert&steine Inoskulation inzidierter
GefalRe konnte in allen Versuchsgruppen nachgewiesden, jedoch ausschliel3lich im
venularen Gefal3system, niemals im arteriolarerliénen, welche 24 h nach Trauma einer
Inzision ausgesetzt waren, wurde deutlich seltemreAnschluss von Gefal3enden beobachtet.
Zweitens, die mikrozirkulatorische Dysfunktion eiteosich insuffizient in Tieren, bei
welchen die Inzisionswunde 24 h nach Weichteiltraumduziert wurde. Drittens, eine
Inzision 24 h nach lokalem Weichteiltrauma zeigi@eeverzogerte Ausbildung von
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Angiogenese und damit verminderte Reperfusion igisionsgebiet. Viertens, bei Tieren
dieser Gruppe imponierte im Wundareal deutlich igguf eine Nekroseausbildung mit
ausbleibendem Heilungsprozess, welcher mit eineatiadlichen Reaktion des Gewebes um
das nicht-perfundierte Areal assoziiert war. Fimdteder starke Abfall des Blutflusses in
inzidierten Gefalie lield sich sowohl in traumatisierals auch nicht-traumatisierten Mausen

nachweisen, ohne dass es im weiteren Verlauf &r gwilstandigen Erholung kam.

6.3.1. Inoskulation

Ein besonderer Aspekt der Diskussion sollte die nBeartung der Frage sein, wie
durchtrennte Geféal3e in Inzisionswunden im Heiluegsuf wieder reperfundiert werden
konnen, sei es in zuvor traumatisiertem oder nichimatisiertem Gewebe. Der Prozess der
Inoskulation ist bereits in vorangegangenen Studignersucht worden, insbesondere
hinsichtlich der Revaskularisation verschiedenewvémeetransplantate, wie Haut, Nerven oder
Knochen (Laschke, Vollmar und Menger 2009). Andekatoren beschrieben eine
Inoskulation von GefalRen in Wunden von Scaffoldssfihke, Ricker et al. 2008). In diesen
Studien konnten jedoch keine Aussagen Uber dieafnd des Prozesses in einzelnen
GefalRabschnitten getroffen werden. Welche GefaRdnmskulation befahigt waren, blieb
demnach bis dahin ungewiss.

Greenwood et al. beschrieben 2009 ein Modell deuttriEnsplantation, welches sich
ebenfalls mit dem Vorgang der Inoskulation befag§&eeenwood, Amjadi et al. 2009).
Allerdings konnte auch in dieser Studie nicht zwet der Praferenz des Prozesses im
Nieder- oder Hochdrucksystem unterschieden wef@eeenwood, Amjadi et al. 2009).

In dieser Studie etablierten wir ein Modell, welshen Rahmen der Reperfusion von
Gewebeabschnitten die Inoskulation inzidierter Gefdlustieren konnte und gleichzeitig die
Unterscheidung im venularen oder artiolaren Gefétiégy ermoglichte. Des weiteren
untersuchten wir den Einfluss des vorangehendenaldak Weichteiltraumas zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf diesen Prozess4 lvon 8 Fallen kam es zu einem
Wiederanschluss der Gefal3stimpfe nach Inzision imcht4raumatisierten Gewebe
(Kontrolle). Auch in Inzisionswunden in zuvor traatisiertem Gewebe konnte ein Anschluss
der durchtrennten Gefal3e nachgewiesen werden.6®ergdabei der zeitliche Abstand zum
lokalen Weichteiltrauma war, desto héher war diaifigkeit der Inoskulation der Gefalie.
Diese Beobachtungen konnten in allen Versuchsgrupgesschlie3lich im venularen
Gefal3system gemacht werden. Somit kdnnen in der Joegestellten Studie erstmals

Aussagen getroffen werden, welche darlegen, dass kioskulation ausschlief3lich im
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Niederdrucksystem auftrat und von einem vorangegiagry Weichteiltrauma negativ
beeinflusst wird.

Es existieren unterschiedliche Erklarungen zurrpregtation unserer Ergebnisse, dass ein
Wiederanschluss inzidierter Gefal3e ausschlieRhtivenularen GefaRsystem nachgewiesen
werden kann: Die Wéande der Gefal3e setzen sich #@sh@hten zusammen: Die Tunica
interna mit Endothelzellen zum Stoff-, Gas- undsBl{keitsaustausch, die Tunica media,
welche glatte Muskelzellen und elastische Netzahmdiet, und die Tunica externa, welche
der Einbettung der Geféal3e in die Umgebung dients@#r und Kihnel 2009). Wahrend die
Tunica media mit ihren glatten Muskelzellen in Aa sehr kraftig vorhanden ist, ist sie in
den meisten Venen weniger stark bis schwach audgeljFritsch und Kihnel 2009). Durch
die kraftige Muskelschicht hindurch ist ein Auswseh von neuen GefalRverbindungen
sicherlich schwerer als in Venolen, welche eine set diinnere Muskelschicht aufweisen.
Es kann auferdem angenommen werden, dass Venoldgeweanfallig fur mechanische
Reize und vasoaktive Mediatoren sind (Curl, Smithle1997). Somit kbnnte die Migration
der zur Inoskulation notwendigen Endothelzelletvanolen leichter sein als im anfalligeren
arteriolaren Blutsystem.

Da die Muskelschicht in der Tunica media in deneAdien starker ausgebildet ist als in den
Venolen, ist nach einem mechansichen Stress (tmfikiauma) auch von einer
ausgepragteren Vasokonstriktion in der Arteriolaszagehen. Die Muskeln der Gefallwand
kontrahieren, sobald das betreffende Gewebeareakinem zu starken Blutverlust negativ
beeinflusst wird wahrscheinlich als Antwort auf desrangegangenen mechanischen Stress
und die Hypoxamie. In der vorliegenden Studie wudikser akute Blutverlust durch die
Inzision provoziert. Die anschlielende lokale Hamdbrmation kann ebenfalls fur die
arteriolare Vasokonstriktion mitverantwortlich gerha werden, &hnlich wie dieses
Phanomen bereits im Rahmen eines cerebralen Vasoapanach Subarachnoidalblutung
gezeigt werden konnte (Duff, Feilbach et al. 1988jeser Vasospasmus wird durch die
Ausschittung verschiedener vasoaktiver Substanzmarsacht. Die dabei wichtigsten
endothelialen Vasokonstriktoren, die von Makropmad@attchen und endothelialen Zellen
sezerniert werden, stellen Angiotensin Il, Endathel, Sauerstoffradikale, Prastaglandin H2
und Thromboxan A2 dar (Siegenthaler und Blum 2008jglicherweise konnte diese
Vasokonstriktion in Arteriolen die Migration der zla notwendigen Zellen inhibieren und
eine Inoskulation der Gefal3stimpfe verhindern, wathr in Venolen ohne oder nur

mafiggradiger Vasokonstriktion dieses Phdnomernt nathweisbar ist.



73

Es ist bekannt, dass ein schweres lokales Weitlai@iha per se in einer Vasokonstriktion
im arteriolaren Gefaldsystem resultiert (Amon, Laschkt al. 2006). Fuhrten wir demnach
eine Inzision in einem bereits praoperativ durchidMeiltrauma kontrahierten Gefald zu,
konnte dies den Effekt der Vasokonstriktion weitererstarken und einen
GefalRwiederanschluss verstarkt inhibieren.

Zum anderen konnte in der vorliegenden Arbeit ggzeierden, dass die chirurgische
Inzision mit einer Entzindungsreaktion im Wundaegaherging. Es ist bereits bekannt, dass
wahrend der Exsudationsphase der Wundheilung zeliré eukozyten und Thrombozyten
in das Wundgebiet einwandern. Dabei behaften dizviaken Leukozyten in kurzer Zeit
meist das gesamte Endothel in traumatisierten @afaldyornehmlich in Venolen (Lippert,
Tautenhahn und Piatek 2006). Diese Entziindungsoeakbnnte bereits nach isoliertem
lokalen Weichteiltrauma im Vorfeld unserer Studagklegt werden (Amon, Laschke et al.
2006). In dieser Studie liel3 sich ebenfalls einenehirte Leukozytenadharenz insbesondere
in Venolen, weniger in Arteriolen, nachweisen. Earangegangenes Weichteiltrauma kdnnte
somit die Leukozytenadharenz v.a. in Venolen nahmkzision noch weiter verstarkt haben.
Durch die vermehrte transendotheliale Migration infidtration dieser Leukozyten kommt es
neben einer Endothelverletzung zur Schrankenfungstdrung und durch die
Dichteminderung der extrazellularen Matrix zum idah manifesten Odem (Kohler P, 2004).
Bestimmte Moleklile an der Oberflache des venul&8Eaiallsystems konnen durch die
vermehrte Schrankenfunktionsstérung starker présemnwerden (PECAM-1, gap junction
molecules). Dieses “platelet endothelial cell adiresnolecule-1” (PECAM-1) inhibiert die
konsekutive Antwort der Blutplattchen auf Kollagéhas komplexe System der Inhibierung
multipler Signalwege resultiert in einer deutlictrminderten Gefahr einer Thrombusbildung.
Diese Erkenntnisse wurden bereits durch Jones &t dér Vergangenheit gewonnen (Jones,
Garner et al. 2009). Somit konnte die vermehrtekbeytenadhérenz in Venolen — nicht aber
in Arteriolen — eine fundierte Begrindung sein, sdame Inoskulation ausschlief3lich im
Niederdrucksystem nachweislich ist. In Arteriolaie mit einem ho6heren Risiko eines
thrombotischen Verschlusses und somit Okklusioraftehsind, ist ein Wiederanschluss der
GefalRenden und eine Reperfusion sicherlich schyeeri

Aus vorangegangenen Studien geht hervor, dasscbweses Weichteiltrauma mit einer
signifikanten Reduktion der venuléren Blutzellgesikidigkeit einhergeht (Amon, Laschke et
al. 2006). Diese war jedoch in dieser Studie auabhnschwerstem Trauma uber den
Beobachtungszeitraum wieder vollstandig reversilmelGegensatz dazu erfahrt die artiolare

Perfusion keine vollstandige Erholung zu den Auggarerten (Amon, Laschke et al. 2006).
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Diese Erkenntnisse konnten ebenfalls erklaren, magine Inoskulation inzidierter Gefalie
im traumatisierten Gewebe ausschlie3lich im veenldGefal3system zu beobachten ist.
Durch das schwere Weichteiltrauma wird der Blu#fluen arteriolaren System so stark
negativ beeinflusst, dass die Migration der zuskuation notwendigen Zellen in Arteriolen
behindert werden kdnnte.

Warum eine Inoskulation prozentual seltener in \lemauftritt, welche 24 h nach lokalem
Trauma inzidiert wurden, stellt ebenfalls ein wight Punkt unserer Diskussion dar. Nach
der Virchowschen Trias begunstigen einerseits Amgen der Blutzusammensetzung,
andererseits eine reduzierte Blutstromungsgeschgked sowie Schaden der Intima das
Auftreten einer Thrombose (Virchowsche Trias). ém dorliegenden Arbeit fihren zum einen
das lokale Weichteiltrauma als auch die Inzision einer Stase und Verletzung der
GefaBwand. Diese beiden Traumata konnten sich irer iPAuswirkung auf die
Thromboseentstehung gegenseitig verstarken, waéremkwirde, warum eine Inoskulation
haufiger in Versuchsgruppen zu beobachten wandBey der zeitliche Abstand der Inzision
zum Weichteiltrauma war. Dies steht jedoch den Emkassen von Amon et al. entgegen, die
2006 beschrieben, dass der Blutfluss bereits 5 tdmuanach schwerem Weichteiltrauma am
starksten reduziert war (Amon, Laschke et al. 2086ch die Endothelschadigung sollte in
der Versuchsgruppe ausgepragter sein, in der wibdtt nach Weichteiltrauma die
Wundinduktion erfolgte. Eine Inzision unmittelbamaam Trauma fiihrte jedoch in der
vorliegenden Arbeit zu einer prozentual haufigeieoskulation als bei Tieren, die der
Inzision 24 h nach Trauma ausgesetzt waren. DeitimatPerfusionsausfall, der 24 h nach
Weichteiltrauma am grof3ten ist (Amon, Laschke et2806), sowie die zur gleichen Zeit
induzierte Inzision gehen mit einer erhohten Ne&rake und einer generalisiert
ausbleibenden Reperfusion im Wundgebiet einher. (kgp. 6.3.2.). In einem nekrotischen
Areal mit ausschlie3lich avitalen Zellen ist ein aderanschluss der GefalRenden eher

unwahrscheinlich.

6.3.2. Angiogenese und funktionelle Kapillardichte

Es ist bekannt, dass die Angiogenese im Prozes¥/dadheilung eine entscheidende Rolle
spielt (Bauer, Bauer und Velazquez 2005). Einerudt) der Angiogenese konnte die
Ursache fur die Entstehung und Persistenz von GSgému der Wundheilung sein.
Verschiedene angiogen wirkende Faktoren spielendbeiGefaRneubildung eine wichtige
Rolle (Distler, Hirth et al. 2003). Initiiert wirdler Prozess durch Zytokine, welche von

Plattchen, Fibroblasten und Monozyten sezernientdgre Hierdurch werden endotheliale
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Zellen der GefalRwand aktiviert und l6sen sich dusm Zellverband heraus. Durch das
Freisetzen von Enzymen (Metalloproteinase) prodanisie im Verlauf eine neue Membran
und eine extrazellulare Matrix, welche Grundvoratmsngen fir die Ausbildung neuer
GefalRe sind. Die extrazellulare Matrix wird lysieMerschiedenste Zellen sind an der
Sekretion angiogener Zytokine beteiligt: EndotHeliazellen, Fibroblasten, Plattchen,
Monozyten, Makrophagen und Muskelzellen. Die Endiattllen migrieren daraufhin durch
die extrazellulare Matrix und proliferieren. GentniZellen organisieren sich zu kleinen
GefalRstumpfen und Aussackungen (Bauer, Bauer2&iC&l). Solche konnten auch in unserer
Studie am 2. Beobachtungstag nachgewiesen werdgrildeten im weiteren Verlauf ein
komplexes Netzwerk neu gebildeter Kapillaren zupéttision des Inzisionsspalts in nahezu
allen Versuchsgruppen. Die Enden der kleinen nemitsten GefalRkandlchen wuchsen
hierzu schrittweise aufeinander zu, um sich lettieh nach Zusammentreffen miteinander
zu verbinden. Bereits nach wenigen Tagen wurde&kemplexes Netzwerk neuer Kapillaren
Uber einem initial nicht- oder insuffizient perfueden Gewebeareal beobachtet, sowohl im
zuvor traumatisierten als auch im nicht-traumatisie Gewebe. Eine der wichtigsten
Determinanten stellt unabhangig hiervon wohl dasG¥ESystem dar. Die Dilatation der
wundnahen GefaRe mit konsekutiver Lyse der Basabram initiiert durch das
Auseinanderziehen der Endothelzellen aus ihrem aretbund der GefdalBwand die
Freisetzung von VEGF (vascular endothelial grovaittdr), aber auch bFGF (basic fibroblast
growth factor) (Endrich und Menger 2000). Der “walac endothelial growth factor* (VEGF)
ist ein hochwirksamer endothelzellspezifischer Meal, der ein Schlisselmolekil im
Prozess der Wundheilung darzustellen vermag. Diddekekil gehort zu einem der
wichtigsten Angiogenesefaktoren und unterstitzt Fieliferation der Endothelzellen mit
Bildung von Kapillarsprossen und ist fur die Bilduaines neuen Gefal3lumens malf3gebend
(Endrich und Menger 2000). Auch in vorangegangestrlien wird diesem System grof3te
Bedeutung zugesprochen (Brooks, Clark und Cher884;1 Hynes, Barder und Hodivala-
Dilke 1999).

Der ,basic fibroblast growth factor* (bFGF) stalh Prozess der Wundheilung eine weitere
Determinante dar. Dieser Faktor induziert die ehelidle Zellreplikation, Migration und
extrazellulare Proteolyse (Gospodarowicz, Chengluradte 1983; Montesano, Vassalli et al.
1986, Tsuboi, Sato und Rifkin 1990). EinerseitsrkéfGF die Angiogenese auf direktem
Wege antreiben, andererseits jedoch auch indire&t @ine Regulation des VEGF-Systems
(Stavri, Zachary et al. 1995). Folglich haben bR@IE VEGF einen synergistischen Effekt
bzgl. der Induktion der Angiogenese in vitro (Pappeerrara et al. 1992) und in vivo
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(Mattern, Koomagi et al. 1997). bFGF tragt alsondéaks zur Angiogenese bei, jedoch in
einem engem Zusammenspiel und vorangegangeneridéiking des VEGF-Systems (Tille,
Wood et al. 2001).

In unserer Studie konnte Angiogenese in Inzisiomzlen sowohl im nicht-traumatisierten
Gewebe als auch im zuvor traumatisierten Gewebageadesen werden. Eine Erklarung
hierfir kbnnte sein, dass tUber dem Wundspalt digokdgmie durch die direkte traumatische
Gewebeschadigung am groften ist und sich hier d@ohdte Konzentration der angiogenen
Zytokine nachweisen lasst. Da die Endothelzellerhresdd der Angiogenese diesem
zytokinen Gradienten folgen, ist ein Uberbriickers d&&undspalts durch neu gebildete
Kapillaren nachvollziehbar. Ein vorangegangenesciiteiltrauma konnte die Hypoxamie im
Wundareal und somit die Zytokinkonzentration nocleiter verstarkt haben und die
Angiogenese noch zusatzlich geférdert haben.

Auffallig war, dass eine siginifikant geringere Aildung von Angiogenese in Tieren
nachgewiesen werden konnte, welche 24 h nach Vedichtma der Inzisionswunde
ausgesetzt waren. Bereits 5 Minuten nach lokalemch&gltrauma kommt es zu einer
massiven mikrozirkulatorischen Dysfunktion, welclaech 24 h spater eine deutliche
Verminderung verglichen zu den Ausgangswerten zZéigion, Laschke et al. 2006). Eine
Inzision zu diesem Zeitpunkt kdnnte trotz Sekretimm VEGF und bFBF sowie weiterer
angiogen wirksamer Substanzen, aufgrund der durelchéiltrauma bereits vor Inzision
deutlich verringerten Kapillardichte (Amon, Laschéeal. 2006) zu diesem Zeitpunkt die
Reperfusion in diesem Gebiet negativ beeinfluss&ngiogenese konnte zunehmend
beobachtet werden, je grol3er der zeitliche Abstardnzision zum Weichteiltrauma war, da
hier mit einer Erholung der durch das Trauma he@arfenen mikrovaskularen Dysfunktion
zu rechnen war (Amon, Laschke et al. 2006). Somstrdechten bessere initiale
Perfusionsbedinungenen fir die Heilung der Inzsiimde, je langer das lokale
Weichteiltrauma zuriicklag.

Nicht nur die Angiogenese, sondern auch die voebestden Kapillaren inzisionsnahe,
zeigten in Tieren, welche 24 h nach Weichteiltraueaer Inzision ausgesetzt waren,
signifikant geringere Werte als in den anderen dM@rsgruppen und in nicht-traumatisierten
Tieren. Am ehesten kann auch hierfur die Tatsaenaniwortlich gemacht werden, dass 24 h
nach Weichteiltrauma die geringste Dichte der peierten Kapillaren bereits vor Inzision
nachgewiesen werden konnte (Amon, Laschke et &6)2@omit ist von einer verzogerten
Reperfusion, insbesondere in Anbetracht desses,dasangiogene Prozess in diesem Areal

ebenfalls verzdgert ist, auszugehen.
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Bei der Analyse der funktionellen Kapillardichtenittelbar Glber dem Inzisionsspalt liel3 sich
in unserem Modell kein signifikanter Unterschieddan verschiedenen Versuchsgruppen
nachweisen. Am ehesten ist dies mit dem massivéraden durch die Wundsetzung in
Verbindung bringen. Die initialen Werte der funktgdlen Kapillardichte vor Inzision —
beeinflusst durch das lokale Weichteiltrauma —lspidei der durch Wundinduktion nahezu
vollstandigen Zerstorung der Kapillaren in dieseerdsch wohl lediglich eine untergeordnete
Rolle.

Bei der Analyse der inzisionsfernen Kapillarfeldeonnte kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe traumatisierter Mause Tzeren festgestellt werden, welche
neben dem lokalen Weichteiltrauma zusatzlich emasionswunde zugefligt wurde. Das
periphere Gewebe bleibt von der chirurgischen lo@isam ehesten durch seine weite

raumliche Entfernung unbeeinflusst.

6.3.3. Mikrovaskulare Dysfunktion

Amon et al. beschrieben bereits 2006 in einem we-Wlodell an der Maus, dass eine direkte
mechanische Schadigung des Weichteilgewebes inr edlkaten, massiven arteriolaren
Vasokonstriktion resultiert (Amon, Laschke et &08). Auch in der hier vorliegenden Studie
konnten wir nach schwerem Weichteiltrauma eineriaite VVasokonstriktion beobachten.
Diese Erkenntnisse stehen im Gegensatz zu den iErkesen anderer Arbeitsgruppen,
welche nach Traumatisierung des Gewebes am Hintedar Maus keine Differenz der
arteriolaren oder venularen Gefaldurchmesser bbt#ra&onnten (Szczesny, Nolte et al.
2000). Allerdings muss berucksichtigt werden, ddies Mikrozirkulation in dieser Studie
bereits beeintrachtigt war durch die praparatiodsiggte arteriolare Konstriktion, die Uber
langere Tage bestehen kann (Yamauchi, Vollmar.€1989). Am ehesten im Rahmen einer
posttraumatischen Erholung kam es hier im weit&erlauf zu einer arteriolaren Dilatation
(Szczesny, Nolte et al. 2000).

Die bereits beschriebene arteriolare Konstriktigihrf weiterhin zu einer Reduktion des
arteriolaren Blutflusses und geht mit einer Eindokung der nutritiven, kapillaren Perfusion
einher. Ahnliche Erkenntnisse konnten bereits imrf8ld fiir das kapillare no-reflow-
Phdnomen im Rahmen des Ischdmie-/Reperfusionssthaae quergestreiften Muskel von
Hamstern durch Menger et al. beschrieben werdemgkste Steiner und Messmer 1992).
Verantwortlich hierfir wurde bereits durch Amonatt (Amon, Laschke et al. 2006) eine

Zunahme des oxidativen Stresses und damit einhengeleine vermehrte Leukozyten-
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Endothelzell-Interaktion sowie die gesteigerte Maskuldare Permeabilitat und
Odembildung diskutiert.

Basierend auf diesen Erkenntnissen, lassen sichEddebnisse der vorliegenden Arbeit
diskutieren. In das durch schweres Weichteiltramor@eschadigte Gewebe induzierten wir
eine Inzisionswunde. Als erste Reaktion auf eine niigetzung zeigt sich eine
Vasokonstriktion der Gefalde, die in der Regel SvliQuten anhielt, um erst dann von einer
Vasodilatation abgeldst zu werden (Piatek, Tautenh&/undatlas). Das bedeutet, dass die
ohnehin bereits bestehende arteriolare Vaskonstmilkin traumatisierten Gewebe durch das
Setzen der Inzisionswunde noch weiter verstarktde/uum dann kompensatorisch in eine
Vasodilatation Uberzugehen. Wohlimoglich hebt siar dEffekt der posttraumatischen
Vasokonstriktion mit der kompensatorischen Vasaéidia nach Wundsetzung auf und
imponiert an den einzelnen Beobachtungstagen aksrandert.

Im Gegensatz zur deutlichen arteriolaren Vasokikiisin zeigt sich postkapillar und in
begleitenden Venolen lediglich eine geringere kakiste Antwort auf den Weichteilschaden
durch Inzision und Weichteiltrauma, am ehesten wditse Gefalle weniger glatte
Muskelzellen enthalten, was sie weniger sensibélnachanischen Stress und vasoaktive
Substanzen reagieren lasst (Curl, Smith et al. 1997

Ein signifikanter Unterschied des Blutflusses vonridierten Arteriolen und Venolen in den
einzelnen Versuchsgruppen konnte in dieser Studibt riestgestellt werden. Sowohl im
Hochdruck- als auch im Niederdrucksystem lasst sigbh Inzision eine Vasokonstriktion
und konsekutive Reduktion des Blutflusses nachweiseunabhéangig, ob ein lokales
Weichteiltrauma voranging und zu welchem Zeitpudieses stattfand. Dies kdnnte damit
einhergehen, dass die Gewebeschadigung durch diediWwluktion fir sich alleine
genommen so stark ausgepréagt ist und eine adaRaguerfusion nicht mehr gewéhrleistet

werden kann.

6.3.4. Mikrovaskulare Permeabilitat, Nekrose untzEndungsreaktion

In unserer Studie resultierte sowohl das Weich&ilha als auch die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten durchgefuhrte Inzision in diesem Areal einer Vasokonstriktion. Diese

arteriolare GefalRkontraktion konnte ebenfalls, wamich abgeschwacht in postkapillaren
Venolen dokumentiert werden (Goldie und Peders@b1Hierdurch kdnnte ein Austreten
von Makromolekilen mit Odembildung im traumatiseert Areal erklart werden. Die

interstitielle Odembildung nach Kontraktion venefar Endothelzellen und folglich

gesteigerten endothelialen Permeabilitdt wurde itserdurch andere Autoren in der
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Vergangenheit beschrieben (Nagy, Kolev et al. 19BBukova, Smurova et al. 2004).
Erstaunlicherweise bleibt nach lokalem Weichtailtna unabhangig von seiner Starke das
lymphatische Gewebe unbeeintrachtigt (Amon, Lasdtkd. 2006; Szczesny, Veihelmann et
al. 2001). Die chirurgische Inzision hingegen, siein der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt
wurde, bewirkt eine Durchtrennung aller Gewebsdubit, das lymphatische Gefal3system
miteingeschlossen. Nicht zu vernachlassigen istTditsache, dass das interstitielle Odem
insbesondere dann auftrat, wenn die Heilung desimiswunde ausblieb. In diesen Féllen
zeichnete sich das interstitielle Odem insbesonderelie Nekrose ab. Im nekrotischen Areal
selbst kann davon ausgegangen werden, dass bendienl vitalen Zellen keine lymphatische
Funktion mehr vorhanden ist. Das interstitielle @dieann durch diese reduzierte Funktion
der Lymphgefalle nach Weichteiltrauma und der zeestd_ymphgefal3e durch die Inzision
nicht mehr adaquat resorbiert und abtransportiertien.

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass maal inach Inzision nicht-perfundierte
Gewebeareal durch die Ausbildung neu geformter lkapn (Angiogenese) Uber den
Versuchszeitraum in den einzelnen Versuchsgruppen umterschiedlichem Ausmald
reperfundiert und somit in seiner Flache reduzietden konnte. Es existieren verschiedene
Erklarungen, warum dieses nicht-perfundierte Aragatial nahezu in allen Tieren zu
beobachten ist. Prisk et al. postulierten 2003s giglicher Austritt von Blut aus einem Gefal3
zu einer Gewebenekrose beitragen kann (Prisk uratdH2003). In unserer Studie bewirkt
zum einen das lokale Weichteiltrauma durch die mas8usbildung eines perivaskularen
Hamatoms (Amon, Laschke et al. 2006) einen Austdtt Blut aus den verletzten GefalRen.
Zum anderen kam es durch Induktion der Inzisionsleurzur zuséatzlichen schweren
Verletzung der Gefal3e mit konsekutiver starker iigt in das Wundgebiet. Um einen
starkeren Blutverlust zu vermeiden, kommt es zwereneaktiven Vasokonstriktion in den
Arteriolen (Piatek, Tautenhahn, Wundatlas). Diessultiert in einer voribergehenden
Hypoxamie im Operationsfeld (Piatek, Tautenhahn, niilas). Auch das lokale
Weichteiltrauma begtnstigt durch eine Gewebseinbiyt eine Hypoxa&mie. Hierdurch
werden Thrombozyten aktiviert, welche zur Reparafler traumatisierten GefalRwande
beitragen sollen und kleine Mikrothromben ausbil#énnen. Im weiteren Verlauf kénnen
sich diese ablésen und das nachfolgende GefaRsysk&indieren. Diese Erkenntnisse
wurden bereits durch Kraphol dargelegt (Krapholjl&taler et al. 1999). Die Mikrothromben
kobnnten den nutritiven Perfusionsausfall weiterstémken, ebenso die Hypoxamie und

Nekrose in diesem Areal (Kraphol, Mailander et dl999). Die Hypoxie und



80

Nekroseausbreitung in Folge der nach Trauma duféhgen Inzision kénnte sich hierdurch
noch zusatzlich verstarken.

Die systemische Reaktion auf ein initiales lokalésichteiltrauma allein kdnnte bereits die
Entwicklung eines Multiorganversagens ermdglichéeel und Trentz 2005). Das zuséatzliche
chirurgische Trauma, welches initial nahezu immemécht-perfundiertes Areal aufweist und
die umliegende Entziindungsreaktion noch zusatzhemstarkt, konnte diese These
unterstreichen.

Weiterhin werden durch die Blutung chemotaktisclubssanzen aktiv, welche unabhangig
voneinander eine entziindliche Reaktion in einereiteemflammatorischen Areal verstérken
konnen (Rose und Marzi 1998). Durch das vorangegandpkale Weichteiltrauma sind in
unserer Studie die Grundvoraussetzungen fur diasgiBdungsreaktion gegeben und werden
durch die nachfolgende chirurgische Inzision irsdi@ Gebiet unterstrichen. Die ausgepragte
Odembildung und Entziindungsreaktion um das nektatif\real konnte in unserem Modell
bereits makroskopisch dokumentiert werden.

Interessanterweise konnte eine Nekrosepersistesmizddn 10-tdgigen Versuchszeitraum am
haufigsten in Tieren postuliert werden, welche 2sdth lokalem Weichteiltrauma eine
Inzisionswunde erhielten. Es ist bekannt, dass nachwerem Weichteiltrauma die
Leukozytenadhasion 24 h nach Gewebeschadigungakst&n ausgepragt (Amon, Laschke
et al. 2006). Diese Erkenntnisse wurden bereitsdém Vergangenheit durch andere
Arbeitsgruppen gewonnen (Menger, Pelikan et al21®&haser, Vollmar et al. 1999). Eine
Inzision 24 h nach lokalem Weichteiltrauma erfolgtamit in dem Zeitraum der hdchsten
Leukozytenadhéarenz im Gewebeareal. Dies konntevelistarkte Entziindungsreaktion und
reaktive Hyperamie zu diesem Zeitpunkt bei Tieredaeen, die 24 h nach Trauma einer
Inzision ausgesetzt wurden. In Mausen der Ubrigersdhs- und Kontrollgruppen konnte
dieses Phdnomen nicht nachgewiesen werden, dantiérielungsreaktion durch das Trauma

zu anderen Inzisionszeitpunkten weniger stark gusge war.
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7. Schlussfolgerungen

Mit der hier vorgestellten Studie konnte ein expemtelles Tiermodell der Maus etabliert
werden, welches die direkte und repetitive in-vaalyse der Hamodynamik wahrend der
Heilung von Inzisionswunden nach mechanischer Sghad erlaubt.

Unsere Studie zeigte, dass unabhangig von eineangegangenen lokalen Weichteiltrauma
ausschlief3lich Venolen zur Inoskulation befahigidsiDie Reperfusion der Wunde erfolgte
allerdings neben der Inoskulation hauptsachlich émgiogenese.

Mit diesem Modell konnte nachgewiesen werden, diissWahl des Zeitpunktes einer
operativen Intervention nach lokalem Weichteiltraunwesentlich den Prozess der
Wundheilung beeinflusst. Eine chirurgische Inzisi@d4 Stunden nach mechanischer
Schadigung der Weichteile resultiert in einem et@bhRisiko fur Entzindung und
Odembildung  sowie einer erhohten  Wundnekroserate rchdu ausbleibende
Wundspaltreperfusion. Somit geht eine Operatiordizsem Zeitpunkt mit einem erhdhten
Risiko fur Wundheilungsstérungen einher. Basieranfl diesen Erkenntnissen kdnnte das
Risiko von Wundheilungsstorungen im traumatisier@ewebe, wie es in der klinischen
Praxis nahezu alltdglich beobachtet werden kamlyziert werden.
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