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Einleitung

1. Einleitung

Die grundlegenden Aufgaben der Haut bestehen in der Aufnahme von Sinnesreizen, der
Wirmeregulation und der Sicherstellung einer  Schutzbarriere  gegeniiber
Umwelteinfliissen. Kommt es zu einer Verletzung der Haut und somit zu einem Verlust
ithrer Integritit, setzt der Organismus eine Kaskade von biochemischen und zelluldren
Reaktionen in Gang, die eine koordinierte Wundheilung erlauben.

Der Wundheilungsprozess beinhaltet eine initiale Entziindungsreaktion mit Beseitigung
eingedrungener Erreger und nekrotischer Gewebeanteile sowie dem Wiederautbau des
verletzten Gewebes. Er umfasst eine komplexe Interaktion zwischen biochemischen
Mediatoren (unter anderen Wachstumsfaktoren, Zytokine, Matrixmetalloproteinasen,
Radikale), der extrazelluliren Matrix, den Entziindungszellen und weiteren
Zellpopulationen wie den Fibroblasten, Keratinozyten und Thrombozyten [56, 118,
125].

Die biochemischen Mediatoren regulieren eine Vielzahl der Abldufe des
Heilungsprozesses. Eine Imbalance oder Verminderung dieser Botenstoffe kann zu

Wundheilungsstorungen und chronischen Wunden fiihren [80].

Zu den zahlreichen Transmittern, die eine funktionale Rolle im Wundheilungsprozess
tragen, wird zunehmend auch das Stickstoffmonoxid (NO) gezdhlt. Wahrend die
genauen Wirkmechanismen des NO bei der Wundheilung bisher ungeklért sind, ist
bekannt, dass es in Wundzellen zu einer gesteigerten Synthese des Stickstoffmonoxids
kommt [3, 21, 109]. Spezifische Hemmstoffe der NO-Synthese verzogern die
Wundheilung, NO-freisetzende Substanzen hingegen beschleunigen diesen Prozess [19,
58, 109, 122]. Wundheilungsstérungen infolge eines Diabetes mellitus oder einer
Steroidtherapie gehen mit einer verminderten Expression des NO-bildenden Enzyms
und einer herabgesetzten NO-Produktion in der Wunde einher [19, 113].

Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass dem Stickstoffmonoxid moglicherweise

eine wichtige Bedeutung bei der Regulation der Wundheilung zukommt.
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Eine prd- oder postoperative Strahlentherapie bei der Behandlung onkologischer
Patienten kann Einfluss auf die normalen Mechanismen der Wundheilung nehmen, etwa
durch eine Verdnderung der Durchblutung oder Auswirkungen auf verschiedene
Wundzellen und ihrer biochemischen Mediatoren [15, 85, 136]. Das Ausmal} der
strahleninduzierten Verdnderungen ist unter anderem von der Grof3e des chirurgischen
Eingriffs und radiologischen Faktoren wie der Strahlenart, der Energiedosis oder

Fraktionierung der Strahlung abhéngig [119].

In der vorliegenden Arbeit soll in einer tierexperimentellen Untersuchung die
Auswirkung einer pridoperativen Partialkorperbestrahlung auf die Wundheilung im
Zusammenhang mit der Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase und

NO-Produktion in der Wunde untersucht werden.
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2. Stand der Forschung

2.1. Wundheilung

Das Modell der normalen Wundheilung beinhaltet 3 Phasen: die Entziindungsphase, die
Proliferationsphase und die Wundmodulation. Sie iberlappen sich zeitlich in ihren
Ereignissen und lassen sich daher nicht strikt voneinander trennen. Der gesamte

Heilungsprozess dauert bei einem normalen Verlauf bis zu zwei Jahre.

Die Entziindungsphase umfasst die ersten drei bis vier Tage nach Verletzung. In ihr
kommt es zur Entziindung der Wunde und zur Mobilisierung der Zellen, die das
Granulationsgewebe bilden. Der eigentlichen Entziindungsphase geht die Blutgerinnung
voraus. Blut und Plasma treten aus den verletzten Gefdllen aus. Die Freisetzung von
Gewebsthromboplastin und die Thrombozytenadhésion an freigelegte Kollagenfasern
aktivieren  die  Gerinnungskaskade. Es  kommt zur  Vasokonstriktion,
Thrombozytenaggregation und -degranulation. Das gebildete Blutgerinnsel schiitzt die
Wunde vor weiterer Kontamination und Fliissigkeitsverlust. Fibrin verklebt und deckt
das Wundareal ab und dient einwandernden Wundzellen als Leitschiene. Die Wunde
erreicht in dieser Phase weniger als 5% der Reiffestigkeit eines normalen Gewebes
[72].

Die Thrombozytendegranulation bewirkt die Freisetzung von chemotaktischen
Wachstumsfaktoren wie PDGF (Platelet-derived growth factor), IGF-1 (Insulin-like
growth factor-1), EGF (Epidermal growth factor) und TGF-B (Transforming growth
factor-f3).

Lokale Hyperdmie, gesteigerte Permeabilitdit der Kapillarendothelien und
chemotaktische Faktoren bewirken eine 6dematdse Durchtrankung und das Einwandern
von neutrophilen Granulozyten, Monozyten bzw. Makrophagen und Lymphozyten in
das traumatisierte Gewebe.

Als erster Zelltyp wandern die neutrophilen Granulozyten in das Wundgebiet ein. Sie

produzieren proinflammatorische Zytokine wie TNF-a (Tumour necrosis factor-o) und
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Interleukine (I1), inaktivieren eingedrungene Erreger und setzen Proteasen frei (z.B.
Elastase, Kollagenase), die nekrotisches Wundmaterial abbauen.

Ihnen folgen die im Blutkreislauf zirkulierenden Monozyten, die beispielsweise durch
TGF-B chemotaktisch angezogen in das Wundareal einwandern und zu aktivierten
Makrophagen differenzieren. Die Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle im
Wundheilungsprozess [69]. Sie setzen ebenfalls proinflammatorische Zytokine (TNF-a,
II-1, 1l-6, 1I-8, I1-10) frei, sind an der Abwehr von Mikroorganismen beteiligt und
sorgen fiir den Abbau nekrotischen Gewebes. Zusitzlich synthetisieren und sezernieren
sie zahlreiche Wachstumsfaktoren wie TGF—f, PDGF, EGF, bFGF (Basic fibroblast
growth factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor) und andere Faktoren wie das
Stickstoffmonoxid.

Nach den neutrophilen Granulozyten und Makrophagen wandern schlieBlich die
Lymphozyten in das Wundareal ein. Sie produzieren Interleukine, TNF-o und IFN-y
(Interferon-y) und nehmen an der Regulation der Synthese der Extrazelluldrmatrix teil
(8,33, 117].

Die Wachstumsfaktoren iiben hdufig nicht nur einen spezifischen Effekt aus, sondern
haben vielfdltige, konzentrationsabhdngige Funktionen und Auswirkungen auf die
Zellen und die extrazelluldre Matrix [147]. Sie stimulieren Fibroblasten, Epithel- und
Gefidllendothelzellen zur Proliferation und Migration in den verletzten Bereich.

Bereits in der Entziindungsphase wird mit der Synthese einer provisorischen
extrazelluldiren Matrix begonnen, die iiberwiegend aus Fibrin, Fibronektin und
Glykosaminoglykanen besteht.

Die Entziindungsphase stellt den Abschnitt der Wundheilung dar, der am sensibelsten

auf eine Chemotherapie oder Strahlentherapie reagiert [31].

Die Proliferationsphase beginnt etwa am dritten Tag nach der Gewebezerstorung.
Wihrend der Proliferationsphase steht die Bildung des Granulationsgewebes im
Vordergrund. Sie steht ebenfalls unter der Regulation der Makrophagen und ihrer
zahlreichen Botenstoffe.

Die Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen proliferieren verstdrkt und kdnnen

dabei ihren Phénotyp verdndern. Die Wundfibroblasten zeigen gegeniiber normalen
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Hautfibroblasten eine gesteigerte Kollagenbildung und erhohte Fahigkeit zur
Wundkontraktion, gleichzeitig aber eine Abnahme der Proliferationstétigkeit [100]. Die
Fibroblasten steigern ihre Kollagensynthese, die Kollagenfasern beginnen auszureifen
und es kommt zur Herstellung einer ersten Kontinuitét des Bindegewebes. Die basalen
Keratinozyten des Wundrandes proliferieren verstirkt und wandern in Richtung
Zentrum des Defektes, bis die Wiederherstellung einer geschlossenen Epidermis
erreicht ist. Die Angiogenese und die Formation der Kapillaren schreitet voran.
Myofibroblasten erscheinen im Wundbild und produzieren kontraktile Elemente,
welche die Wundkontraktion stimulieren und die Distanz des Gewebedefektes
verringern. Die Zahl der Entziindungszellen nimmt ab. Fibroblasten, Endothelzellen und
Keratinozyten beginnen nun ihrerseits eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren zu
synthetisieren, die die Proliferation, die Matrixsynthese und die Angiogenese weiter
stimulieren [80].

Vier Wochen nach Verletzung erreicht die Wundreiflfestigkeit ungefdhr 30% des

Normalwertes [72].

Der Entziindungs- und Proliferationsphase schliefft sich die Wundmodulation an, die
mehrere Monate andauern kann.

Diese Phase ist gekennzeichnet durch eine Zunahme der Wundfestigkeit und Bildung
des definitiven Narbengewebes. Die Zelldichte und die Vaskularisation der Wunde
nehmen allméhlich ab. Die Keratinozyten differenzieren vollstindig aus. Die
Kollagenfasern reifen durch zusétzliche Quervernetzungen und richten sich
entsprechend der Zugkraft im Gewebe aus [31]. Der anfinglich in der Wunde
dominierende Kollagen-Typ III weicht zugunsten des Typ [-Kollagen, das in dlteren
Wunden und normalem Gewebe etwa 90 % des Gesamtkollagens ausmacht. Es stellt
sich ein Gleichgewicht zwischen Synthese der Komponenten des Narbengewebes und
threm Abbau durch Proteasen ein. Die Matrixmetalloproteinasen (MMP, z.B.
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine) nehmen unter den Proteasen die wichtigste
Rolle in der Wundheilung ein [90].

Zwei Jahre nach Verletzung erreicht die WundreiBfestigkeit ungefédhr 80 % der Stirke

eines normalen Gewebes [72].
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Das komplizierte Zusammenspiel von Botenstoffen, Wundzellen und extrazellularer
Matrix bei der normalen Wundheilung ldsst die groBe Angriffsfliche erkennen, die
dieser Prozess fiir pathologische Verdnderungen bietet. Den Wundheilungsstorungen
scheint ein Ungleichgewicht stimulierender und hemmender Faktoren zugrunde zu
liegen. Anhaltende Transsudation, Infiltration und Proliferation fithren zu einem
Entziindungsreiz und nachfolgend zu einer kompromittierten Heilung. Intakte
Stoffwechselbedingungen sind eine Vorraussetzung fiir den erfolgreichen
Heilungsvorgang. Kommt es zu einer Beeintrachtigung des Stoffwechsels, etwa bei
arteriellen und vendsen Durchblutungsstdorungen oder Neuropathien der Extremitéten,
entstethen Wundheilungsstorungen, die unbehandelt hidufig zu chronischen Wunden
filhren. Weitere Risikofaktoren stellen Eiweifmangelzustdnde, Tumorerkrankungen, der
Diabetes mellitus, die Immunsupression, Glukokortikoid- und Zytostatikatherapien

sowie die Strahlentherapie in der onkologischen Behandlung dar.
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2.2. Strahlentherapie

Vor iiber 100 Jahren begann die Geschichte der Radiologie und Strahlentherapie, als
1895 Wilhelm Conrad Rontgen die nach ihm benannten Strahlen entdeckte. Bereits
kurze Zeit nach der Entdeckung erfolgten die ersten Anwendungen ionisierender
Strahlen in der Therapie von Erkrankungen. Heute gehdrt die Strahlentherapie neben
der Chirurgie und Chemotherapie zu den wichtigsten Behandlungsmodalitdten der
kurativen und palliativen Krebsbehandlung [131]. Ziele der prdoperativen Radiotherapie
sind die Verbesserung der Abgrenzbarkeit und Verkleinerung des Tumors, die
Zerstorung bereits vorhandener Tumorausldufer, die Devitalisierung der Tumorzellen
sowie eine Verminderung der intraoperativen Tumorzellverschleppung [108].

Die Strahlenauswirkung auf ein Gewebe ist von einer Vielzahl an Faktoren abhingig
[102, 132]. Neben der verwendeten Strahlenart und ihrer relativen biologischen
Wirksamkeit (RBW) sind auf =zellulirer Ebene der Differenzierungsgrad, die
Proliferationsaktivitdt und die Zellzyklusphase von Bedeutung. Die G,-Phase und die
Mitose des Zellzyklus gelten neben einer hohen Proliferationsaktivitit und einem
geringen Differenzierungsgrad der Zellen als besonders strahlensensibel. Ein steigender
Sauerstoffgehalt des Gewebes erhoht seine Anfilligkeit gegeniiber ionisierender
Strahlung. Zudem entscheidet das Ursprungsgewebe, die Gefdllversorgung und die Zahl
der zu inaktivierenden Zellen iiber die Strahlenempfindlichkeit eines Tumors.

Infolge des Eindringens ionisierender Strahlung in ein Gewebe kommt es zur
Wechselwirkung mit der durchstrahlten Materie. Die strahlenbiologische Wirkung
entfaltet sich liber die Anregung und lonisation von Molekiilen, die direkt oder indirekt
zu Molekiilschdden fiihren. Die direkte Strahlenwirkung an organischen Molekiilen wie
den Proteinen und Nukleinsduren entsteht durch den strahlenbedingten Verlust von
Bindungselektronen und der damit verbundenen Freisetzung von Energie, was zu einem
lokalen Zellschaden fithren kann. Die indirekte Strahlenwirkung wird durch die
Entstehung von Radikalen oder Peroxyden verursacht, die ihrerseits mit organischen

Makromolekiilen reagieren und lockere Elektronenbindungen aufbrechen konnen.
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Die direkte und indirekte Strahlenwirkung kann in Proteinen Molekiilbriiche,
Dekarboxylierungen, Desaminisierungen und Anderungen der Sekundir- und
Tertidrstruktur bewirken. Durch hohe Bestrahlungsdosen kann eine Enzyminaktivierung
hervorgerufen werden. Die bedeutsamsten Verdnderungen der Nukleinsduren stellen die
Einzel- und Doppelstrangbriiche dar [75]. In der Folge treten morphologische und
funktionelle Verdnderungen wie Mutationen, Chromosomenaberrationen, eine
Beeintrichtigung des Stoffwechsels und die Induktion maligner Tumoren oder des
Zelltodes auf [102].

Zu den frithen Strahlenreaktionen der Haut wird das Strahlenerythem und die trockene
oder feuchte Hautschuppung gezdhlt. Mogliche Komponenten der spiten
Strahlenreaktion sind eine verminderte oder gesteigerte Pigmentierung der Haut und die
Entstehung von Teleangiektasien. Weiterhin kann es zu einer Fibrose und Atrophie des
Gewebes, schlimmstenfalls zu Nekrosen und einer Tumorinduktion kommen [15].

Die Wundheilung kann durch Bestrahlung grundlegend beeintrichtigt werden [14, 18,
142]. Eine radiogen induzierte Verletzung der Haut und des subkutanen Gewebes fiihrt
zu einer Verdanderung der Vaskularisation und Beeintrachtigung der proliferativen und
synthetischen Leistungen von Hautparenchymzellen wie den Fibroblasten [136].
Wundheilungsstérungen infolge einer Radiotherapie sind das Resultat eines
multifaktoriellen, pathologischen Prozesses, der bisher nur ungeniigend verstanden

wird.
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2.3. Stickstoffmonoxid (NO)

1980 entdeckten Furchgott und Zawadzki, dass Acetylcholin nur dann zu einer
GefaBrelaxation fiihrt, wenn intakte Endothelzellen vorhanden sind. Sie folgerten
daraus, dass die Kontraktion der GefaBmuskelzellen durch ein Signalmolekiil des
Endothels reguliert wird und benannten diesen unbekannten Botenstoff ,,endothelium-
derived relaxing factor, kurz EDRF [40]. Erst 1987 konnte bewiesen werden, dass das
zuvor nur als Umweltgift bekannte Gas Stickstoffmonoxid (NO) in den Zellen von
Séugetieren produziert wird. Zwei voneinander unabhingige Forschungsgruppen
identifizierten den korpereigenen, gefaBerweiternden Stoff EDRF als Stickstoffmonoxid
[57, 91]. Kurz darauf wurde die Bedeutung des NO als Regulator der
Thrombozytenaggregation [41], als Neurotransmitter [44] und Effektormolekiil der
Immunabwehr [55, 82, 134] bekannt. Studien konnten belegen, dass die Aminosdure L-
Arginin und molekularer Sauerstoff (O;) im Organismus mittels des Enzyms
Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) zu gasformigem NO und L-Citrullin reagieren [92,
106]. Seitdem ist eine Vielzahl an physiologischen und pathophysiologischen Prozessen
im Organismus bekannt geworden, in die NO involviert ist. So kann nicht nur ein NO-
Mangel, sondern auch eine NO-Uberproduktion an der Pathogenese von Krankheiten
beteiligt sein. Die Erkenntnis, dass ein gasformiges Radikal als Botenstoff fungiert,
l6ste eine Welle von neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen und therapeutischen

Interventionen in zahlreichen Teilgebieten der Medizin aus, die bis heute anhilt.

2.3.1. Biochemie und Physiologie des Stickstoffmonoxids

Stickstoffmonoxid ist in den Zellen der Sdugetiere weit verbreitet und weist ein grof3es
Repertoire an Eigenschaften und Funktionen auf [1]. Es ist ein strukturell einfach
gebautes Molekiil aus einem Sauerstoff- und einem Stickstoffatom, das unter
Atmosphirendruck gasformig ist. NO ist ein Radikal mit einem ungepaarten Elektron
und hat aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit, z.B. mit Sauerstoff und Metallionen, eine
Lebensdauer von nur wenigen Sekunden. Aus diesem Grund wirkt NO als auto- oder

parakriner Mediator vor allem am Ort seiner Entstehung. Im Gewebe oxidiert es rasch



Stand der Forschung

zu Nitrat (NOs’), Nitrit (NO;) und Peroxynitrit (ONOO’). Neben seiner
Reaktionsfreudigkeit wird die Wirkung von Stickstoffmonoxid durch einen negativen
Riickkopplungsmechanismus limitiert, wobei das gebildete NO die Aktivitdt der NO-
Synthase auf Proteinebene hemmt [6]. AuBlerdem kann die NO-Produktion durch einen
Mangel an Substraten der Reaktion (z.B. L-Arginin, NADPH) eingeschrédnkt sein.
Stickstoffmonoxid bindet im Plasma an Albumin oder Glutathion in Form von stabilen
Nitrothiolgruppen und wird so vor der vorzeitigen Inaktivierung geschiitzt [130].
Zudem kann es nach Bindung an Himoglobin in Form von S-Nitrosohdmoglobin im
Blutkreislauf zirkulieren, ohne vorzeitig deaktiviert zu werden [59, 139].

Aufgrund seiner geringen Molekulargrofle und Loslichkeit sowohl in Wasser als auch in
Fett kann Stickstoffmonoxid ungehindert durch Zellmembranen diffundieren [1] und
seine Wirkung schnell und unabhédngig von Membrankanilen und Rezeptoren entfalten.
Eine Zusammenfassung wichtiger, bisher erforschter Schliisselenzyme, die durch NO

reguliert werden, und seiner molekularen Wirkmechanismen zeigt die Tabelle 1.

10



Stand der Forschung

ZIELMOLEKUL WIRKUNG FOLGE
1. Eisenhaltige
__________ Proteine |
Losliche Guanylat- | Erhohung der cGMP-Produktion erhoht,
zyklase Enzymaktivitit dadurch Vasodilatation,
Hemmung der
Thrombozytenaggregation,
Neurotransmission.
""""" Enzymeder ~  |Hemmungdes |Zytotoxizitit/Bakterizidie
Atemkette und des Energiestoffwechsels
__________ Zitratgyklus |
Zyclooxygenasen Erh6hung der Gesteigerte
Enzymaktivitit Prostaglandinsynthese
""""" Himoglobin ~ |Bildung von Met-Hb |Bei Met-Hb-Bildung:
Bildung von S- Inaktivierung von NO durch
Nitroso-Hb Oxidation zu Nitrat/Nitrit.
S-Nitroso-Hdmoglobin:
Endogener NO-Donator
- Ribonukleotid- | Hemmung der | Hemmung der DNS-Synthese
Reduktase Enzymaktivitat Zytotoxizitit/Bakterizidie
""""" ADP-Ribosyl-  |Ethohungder ~ |Hemmung der Glykolyse
transferase Enzymaktivitit
""""" Ferritin ~ |Freisetzungvon  |Bildungvon
Eisenionen Sauerstoffradikalen begiinstigt
2. Superoxid-Anionen |Bildung von Inaktivierung von

Peroxynitrit

Sauerstoffradikalen, anderseits
Entstehung von Hydroxyl-
Radikalen
Zytotoxizitit/Bakterizidie

3. Nukleinsiuren Nitrosylierung der Mutagenitit
Nukleinsduren Zytotoxizitit/Bakterizidie
4. Schwefelhaltige Bildung von S- Endogene NO-Donatoren
Aminosiuren und Nitroso-Aminosduren
Proteine bzw. Proteinen

Tab. 1: Ubersicht der NO-regulierten Schliisselenzyme und Wirkmechanismen des
Stickstoffmonoxids im Organismus.

11
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2.3.2. Stickstoffmonoxidsynthasen (NO-Synthasen, NOS)

Endogen wird Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosédure L-Arginin unter Verbrauch
von molekularem Sauerstoff (0O;) und Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat

(NADPH + H") gebildet. Dabei entsteht neben NO auch L-Citrullin.

MADPH +HT MADE

L- Arginin / — \ MO + L-Citrullin
DE

H,0

Abb.1: Die Reaktion der NO-Synthase

Diese Reaktion wird durch Stickstoffmonoxidsynthasen katalysiert, von denen bis heute
3 Isoformen bekannt sind. L-Arginin ist dabei das einzige physiologische Substrat der
Reaktion, das den Stickstoff fiir die NO-Synthese liefert. Die enzymatische Reaktion
besteht in einem Transport von fiinf Elektronen. Die NO-Synthasen bendtigen
Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADPH), Flavinmononukleotid (FMN),
Flavinadenindinukleotid (FAD), Tetrahydrobiopterin (BH4) und Protoporphyrin IX als
Kofaktoren. Der Bereich der NO-Synthase, der die Bindungsstellen fiir FAD, FMN und
NADPH triigt, hat groBe Ahnlichkeit mit der Struktur des Enzyms Cytochrom P-450
[16].

Bisher unterscheidet man zwei Typen der Stickstoffmonoxidsynthase, die induzierbare
NO-Synthase (iNOS, Typ II) und die konstitutive NO-Synthase (cNOS), zu der die
endotheliale NOS (eNOS, Typ III) und die neuronale NOS (nNOS, Typ I) zdhlen.

Die drei Isoformen der NO-Synthase (nNOS, iNOS, eNOS) sind unterschiedliche
Proteine, die verschiedenen Genloci zugeordnet werden konnen. Beim Menschen ist die
eNOS auf Chromosom 7 [79], die nNOS auf dem Chromosom 12 [87] und die iNOS
auf Chromosom 17 [22] lokalisiert. Die Isoformen gleichen sich in ihrer

Aminosdurensequenz in nur 52-58 %.
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Bei der eNOS und nNOS verschiedener Spezies betrigt die Ubereinstimmung der
Aminosédurensequenz iiber 90 %, bei der iNOS iiber 80 % [36].

Die NO-Synthasen werden zellspezifisch exprimiert und unterscheiden sich in der Art
ihrer Aktivierung und Regulation [36].

Die Aktivitit dieser Enzyme lédsst sich kompetitiv durch Strukturanaloga des L-Arginin,
z.B. L-NMMA (L-N°-Monomethyl-Arginin), hemmen. Anderseits konnen NO-
freisetzende Substanzen (z.B. Molsidomin, S-Nitroso-N-Acetyl-Pencillamin) zur
Erhohung der Stickstoffmonoxidkonzentration in vivo eingesetzt werden. Das
natiirliche Substrat L-Arginin kann zur Stimulation der endogenen NO-Produktion

substituiert werden.

2.3.2.1. Die konstitutiven Stickstoffmonoxidsynthasen (cNOS)

Die NO-Freisetzung der konstitutiven NO-Synthasen (¢cNOS) wird durch Beeinflussung
der Enzymaktivitit gesteuert. Die konstitutiven NO-Synthasen sind permanent in den
Zellen vorhanden und werden durch Erhoéhung der zytoplasmatischen Kalzium-
Konzentration aktiviert. Das Kalzium bindet sich an das Protein Calmodulin, welches
die Wirkung von intrazellulirem Ca®" als Second messenger vermittelt. Dieser Ca”'-
Calmodulin-Komplex lagert sich an die NO-Synthase an und iniziiert damit die
Produktion von Stickstoffmonoxid. Die cNOS bildet im Vergleich zur iNOS relativ
geringe Mengen Stickstoffmonoxid (piko- bis nanomolarer Bereich) und die Produktion
hélt nur fir den Zeitraum der Kalziumerhohung im Zytoplasma an (Sekunden bis
Minuten) [114]. Die konstitutiven NO-Synthasen haben u.a. homoostatische
Regulationsaufgaben fiir die Durchblutung, die Thrombozytenfunktion und die
Signaliibertragung im Nervensystem.

Die Aktivierung der eNOS in den GefiBlendothelzellen kann durch unterschiedliche
Faktoren wie Acetylcholin, Bradykinin, Histamin und Adenosindiphosphat (ADP)
sowie Hypoxie und Endothelzelldehnung [88, 151] erfolgen. Der Kalziumeinstrom fiihrt
zur Synthese von NO, welches in den benachbarten GefaBmuskelzellen iiber die
Aktivierung der 10slichen Guanylatzyklase die Bildung von zyklischem

Guanosinmonophosphat (cGMP) auslost. cGMP seinerseits aktiviert Proteinkinasen, die
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durch Senkung der intrazelludren Kalziumkonzentration die Relaxation der
GefaBmuskelzellen induzieren und eine Vasodilatation bewirken [1].

Im ZNS wirkt NO als sekundirer Neurotransmitter. Das durch Aktionspotentiale
freigesetzte Glutamat bindet an den postsynaptischen N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-
Rezeptor. Dies fiihrt zu einem Kalziumeinstrom, der die Bildung von Stickstoffmonoxid
durch die neuronale NO-Synthase induziert. NO diffundiert zu benachbarten Zielzellen
mit Guanylatzyklase-Aktivitdt und kann hier zum Anstieg des cGMP-Spiegels fiihren
[127].

2.3.2.2. Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS)

In der vorliegenden Arbeit wurde die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS,
Typ II) untersucht.

Die Enzymaktivitdt der induzierbaren NO-Synthase ist praktisch unabhéngig von der
intrazelluldren Kalziumkonzentration, da Calmodulin bereits fest an die iNOS gebunden
ist. Sie wird erst nach Stimulation, etwa durch Exo- und Endotoxine oder Zytokine (z.B.
Lipopolysaccharid, TNF-a, INF-y, Il-1a, II-1B und I1-2), durch de-novo-Proteinsynthese
gebildet. Damit ist die Regulation der iNOS von der Rate der Enzymneubildung und
den Konzentrationen des Arginins sowie der verfiigbaren Kofaktoren abhingig. Die
iNOS bildet Stickstoffmonoxid in wesentlich hdheren Mengen (nano- bis mikromolarer
Bereich) und iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg (Stunden bis Tage) als die
konstitutiven NO-Synthasen [114]. Glukokortikoide und Zytokine wie TGF-f,
Interleukin-4 und Interleukin-10 hemmen die Expression der induzierbaren NO-
Synthase. Gebildet werden kann sie in fast allen Kdrperzellen. Hervorzuheben sind hier
die Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Fibroblasten.

Die induzierbare NO-Synthase weist je nach Herkunftszelle Unterschiede auf. So fand
man in humanen Hepatozyten eine induzierbare NO-Synthase, die teilweise Ca’'-
abhingig ist [45] und in Kaninchen-Chondrozyten eine Ca’‘-abhingige iNOS, die
zudem nicht durch Glukokortikoide supprimierbar ist [93]. Die bisher beschriebenen
induzierbaren NO-Synthasen haben eine Ubereinstimmung der Aminosiurensequenz

von ca. 80 % [45].
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Im Rahmen der Immunabwehr wird Stickstoffmonoxid in relativ hohen Mengen durch
die iNOS in Makrophagen gebildet. Die zyto- und bakteriotoxischen Wirkungen des
NO beruhen hierbei auf einer Inaktivierung der Enzyme des Energiestoffwechsels, der
Schiadigung der Nukleinsduren und der Bildung von Peroxynitrit und Hydroxyl-
Radikalen.

Infolge einer Gewebsverletzung kommt es zu einer gesteigerten Expression der
induzierbaren =~ NO-Synthase und  Produktion von  Stickstoffmonoxid in
Entziindungszellen, Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen [3, 21, 54, 111,
134]. Die erhohte lokale Stickstoffmonoxidproduktion scheint den normalen
Wundheilungsprozess positiv zu beeinflussen. So verzdgern lokal oder systemisch
verabreichte NO-Inhibitoren die Heilung chirurgischer Wunden [19, 58, 109],
wohingegen lokal applizierte NO-Donatoren diesen Prozess fordern [122]. Bei
Wundheilungsstorungen infolge eines Diabetes mellitus oder einer Steroidtherapie ist
die NO-Produktion in der Wunde nachweislich supprimiert [19, 113]. Knock-out-
Maiuse, welchen das Gen fiir die induzierbare NO-Synthase fehlt, weisen
Wundheilungsstorungen auf, die sich durch einen Transfer des betreffenden Gens
autheben lassen [152]. Gesichert scheint, dass die iNOS-Expression und NO-Produktion
zur Kollagensynthese und Steigerung der mechanischen Festigkeit in Wunden beitrdgt
[109].

Die genauen Mechanismen, durch die das Stickstoffmonoxid auf molekularer Ebene in
den Wundheilungsablauf eingreift, sind bislang nicht bekannt. Ebenso ist vollig unklar,

ob seine Wirkung direkt oder indirekt iiber Freisetzung anderer Mediatoren erfolgt.

In den verschiedenen Regulationsmechanismen der NO-Synthasen, den quantitativen
Unterschieden der NO-Produktion und dem =zelluldren Verteilungsmuster der drei
Enzym-Isoformen erklirt sich die Vielfdltigkeit und manchmal auch scheinbare

Widerspriichlichkeit der Wirkung des Stickstoffmonoxids.
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ENZYMTYP EIGENSCHAFTEN WIRKUNG UND BEDEUTUNG
DES STICKSTOFFMONOXIDS
Konstitutive
NOS(NOS) |
eNOS zuerst in Endothelzellen - Vasodilatation
(Typ 111) identifiziert - Antithrombotischer Effekt:
konstitutiv Hemmung der
Ca”"-abhingig Thrombozytenadhésion, -
basale Aktivitit: aggregation, -aktivierung
niedrig
stimulierte Aktivitat:
kurzdauernd, niedrig
Vorkommen: u.a.
Endothelzellen,
______________________________ Thrombozyten | .
nNOS zuerst in Neuronen - Neurotransmitter im ZNS
(Typ I) identifiziert - Neurotransmitter von nicht-
konstitutiv adrenergen, nicht-cholinergen
Ca”"-abhingig Nervenfasern
basale Aktivitit: - Neurotoxizitit
niedrig
stimulierte Aktivitiit:
kurzdauernd, niedrig
Vorkommen: u.a.
Neurone, Skelettmuskel,
glatte Muskelzellen
Induzierbare
NOSGNOS) |
iNOS zuerst in Makrophagen - Unspezifisches
(Typ 11) identifiziert Immunsystem: Zytotoxizitit,

induzierbar durch
Exotoxine, Endotoxine
und Zytokine

Ca *"-unabhingig
basale Aktivitiit: keine
stimulierte Aktivitit:
andauernd, hoch
Vorkommen: u.a.
Monozyten/
Makrophagen,
Hepatozyten,

glatte Muskelzellen,
Fibroblasten

Tumortoxizitit und
Bakterizidie

- Spezifisches Immunsystem:
Lymphozytenfunktion

- Kreislaufsituation bei der
Sepsis

- Chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen

- Autoimmunkrankheiten

- Regulation der
Extrazellularmatrix bei
Reparationsvorgéngen der
Wundheilung

Tab. 2: Ubersichtstabelle der Stickstoffmonoxidsynthasen
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3. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Tierversuch die Auswirkung einer
praoperativen Teilkorperbestrahlung durch 4 MeV-Elektronen (in Dosen von 12 Gy
bzw. 24 Gy versus scheinbestrahlte Kontrollgruppe) auf die akuten
Wundheilungsprozesse, insbesondere den NO-Metabolismus der Wunde, zu
untersuchen.

Zundchst wurden zwei Standardparameter der Wundheilung, die mechanische
Wundreiffestigkeit und der Hydroxyprolingehalt des Granulationsgewebes (Index der
Kollagensynthese), analysiert. Das Ergebnis der Wundheilung sollte im Zusammenhang
mit dem Ausmall der Stickstoffmonoxidsynthese in der Wunde betrachtet werden.
Hierzu wurden die stabilen Oxidationsprodukte des Stickstoffmonoxids, Nitrat und
Nitrit, in der Wundfliissigkeit bestimmt. Zusétzlich wurde eine immunhistochemische
Férbung der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase im Granulationsgewebe der
Wunden durchgefiihrt, um Auskunft iiber die Expression des NO-bildenden Enzyms in
den Zellen zu erhalten.

Die Untersuchungen konzentrierten sich auf den 10. postoperativen Tag.

Im einzelnen wurden folgende Fragen nédher untersucht:

a) Welche Auswirkung hat die Teilkorperbestrahlung auf die mechanische
WundreiBfestigkeit und den Hydroxyprolingehalt des Granulationsgewebes
(Index der Kollagensynthese) chirurgischer Wunden?

b) Welchen Einfluss hat die Partialkdrperbestrahlung auf den Nitrat- und Nitritgehalt
der Wundfliissigkeit?

c) Inwieweit ldsst die immunhistochemische Untersuchung auf Expression der
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) im Granulationsgewebe der

Versuchsgruppen Unterschiede erkennen?

17



Material und Methoden

4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Versuchstiere

Der Tierversuch wurde vom Regierungsprisidium Tiibingen genehmigt. Als
Versuchstiere wurden ménnliche Albinoratten vom Stamm Sprague-Dawley (Fa.
Charles River, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 200-250 g verwendet.
Die Tiere hatten Zugang zu Wasser und Standard-Trockenfutter und waren zu zweit in
einem Kaéfig unter standardisierten Bedingungen (12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus, 22°C
Raumtemperatur) untergebracht. Vor Versuchsbeginn liel man die Tiere eine Woche im
Tierstall akklimatisieren und beobachtete und wog sie wihrend des Versuchs
regelmifBig. Es wurden drei Versuchsgruppen gebildet, die in einer scheinbestrahlten
Kontrollgruppe (n = 11) und zwei bestrahlten Gruppen mit einer Energiedosis D von

12 Gy beziehungsweise 24 Gy (jeweils n = 10) bestanden. Die Tiere wurden den
Versuchsgruppen zufillig zugeteilt.

4.1.2. Chemikalien, Materialien und Geriite

Die verwendeten Chemikalien, Materialien und Geréte sind im Bezugsquellen-

verzeichnis (Kapitel 9) zusammengestellt.

4.2. Methoden
4.2.1. Bestrahlung

Die Bestrahlung der Versuchstiere erfolgte in der Abteilung fiir Strahlentherapie des
Universitdtsklinikums Tiibingen in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. med. W.
Budach. Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Injektion mit Ketamin

(100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (15 mg/kg Korpergewicht) narkotisiert und
zur Bestrahlung in einen eigens angefertigten Plexiglasbehilter gelegt. Der Behilter war

in drei Facher unterteilt (Malle pro Fach: 5,5 x 18 x 9 ¢m) und erlaubte somit die
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gleichzeitige Bestrahlung von drei Tieren. Man lagerte die Ratten in einem 45°-Winkel
auf die rechte Korperseite mit dem Bauch nach unten, um ein Areal lateral der
Wirbelsdule unter Aussparung derselben zu bestrahlen und damit das Knochenmark zu
schonen. Die Bestrahlung erfolgte durch einen Linearbeschleuniger mit 4 MeV-
Elektronen. Zur Eichung der Elektronenstrahlung und Bestimmung der Dosis-
Tiefenkurve bei konstantem Abstand von der Strahlenquelle zum Zielobjekt wurden
Messungen fiir ansteigend dicke Plexiglasschichten durchgefiihrt. Die Aufzeichnungen
wurden durch Mikrodensitometrie analysiert. Vor Beginn der Bestrahlung mall man die
Arbeitsleistung des Beschleunigers an der Position des zentral gelagerten Tieres und
verwandte diese Daten zur Bestimmung der applizierten Energiedosis und
Bestrahlungszeit. Der Abstand zwischen Strahlenquelle und Hautoberflache betrug

100 cm, das Bestrahlungsfeld hatte eine Grofe von 25 x 25 cm. Das Bestrahlungsgebiet
wurde mit einer Plexiglasplatte von 3 mm Dicke abgedeckt, um den Bereich der
Maximaldosis Duyax in der Haut auf 3 mm Tiefe anzuheben. Die Plexiglasplatte hatte
dabei direkten Kontakt zur Hautoberfliche. Unter diesen Bedingungen sank die
Energiedosis bei einer Tiefe von 11 mm auf 50 % und bei einer Tiefe von 14 mm auf

0 % der |urspriinglichen Maximaldosis. Zur weiteren Begrenzung des
Bestrahlungsgebietes wurde eine maBigefertigte Bleiplatte von 1,5 cm Dicke aufgelegt,
die eine Aussparung von 4 cm % 10 cm GroBe pro Tier aufwies. Das bestrahlte Areal
auf dem Riicken der Tiere wurde fiir die spétere Operation mit wasserfesten Stiften
markiert. Die Partialkorperbestrahlung erfolgte mit einer Dosisrate von 2 Gy/min. Die
Einheit Gray (Gy) steht fiir die absorbierte Energiedosis von einem Joule/kg. Zwei
Versuchsgruppen (jeweils n=10) wurden bestrahlt und erhielten eine Energiedosis von
D = 12 Gy beziehungsweise D = 24 Gy. Die Gesamtbestrahlungszeit variierte je nach
erhaltener Gesamtenergiedosis. Eine dritte  Versuchsgruppe (n=11) wurde
scheinbestrahlt und diente als Kontrolle.

Die Hautinzision und Implantation der Polyvinylalkohol-Schwiamme erfolgte 5 Tage
nach der Bestrahlung. Tierexperimentell wurde gezeigt, dass Bestrahlungen in einem
Zeitraum zwischen 2 Monaten vor bis 5 Tagen nach Setzen einer Hautinzision dhnliche

Auswirkungen auf die Wundheilung hatten [49].
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4.2.2. Operation

4.2.2.1. Wundmodell

Das im Rahmen dieser Arbeit verwandte Wundmodell wurde 1957 von Edwards et al.
etabliert und gilt als ein Standardmodell in der Wundheilungsforschung [2, 7, 71, 121].
Es bestand aus einer 7 cm langen dorsalen Hautinzision und einer anschlieBenden
subkutanen Implantation von Polyvinylalkohol-Schwdmmen. Die Explantation erfolgte
am 10. postoperativen Tag bzw. 15. Tag nach Bestrahlung. Bei normaler Wundheilung
hat dann bereits die proliferative und regenerative Phase mit Bildung des
Granulationsgewebes, Neovaskularisation und Strukturierung der extrazelluldren Matrix
eingesetzt [56, 118, 125]. Aus den implantierten Schwdmmen kann die Wundfliissigkeit

und das neugebildete Granulationsgewebe isoliert und untersucht werden.

4.2.2.2. Vorbereitung der Polyvinylalkohol-Schwimme

Die Polyvinylalkohol-Schwamme wurden vor der Operation 9 Stunden in flieBendem
Leitungswasser zur Entfernung des Formalins gespiilt und bei Raumtemperatur
getrocknet. Dann schnitt man sie auf ein Trockengewicht von 24 mg zurecht, um den
spéter analysierten Hydroxyprolingehalt auf ein definiertes Schwammgewicht beziehen
zu konnen. Vor der Implantation kochte man die Schwidmme 20 Minuten zur
Desinfektion in steriler Natriumchlorid-Losung (0,9 %) ab und {berfiihrte sie zur
Abkiihlung und Wahrung eines isotonen Milieus in frische Natriumchlorid-Losung

(0,9 %).

4.2.2.3. Operatives Verfahren

Zu Beginn der Operation wurden alle Tiere gewogen und durch intraperitoneale
Injektion mit Ketamin (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (15 mgkg
Korpergewicht) narkotisiert. Das Fell wurde mit dem Elektrorasierapparat geschoren
und die Riickenhaut mit Povidon-Iodlosung desinfiziert. Die Operation erfolgte unter
aseptischen Bedingungen. Eine 7 cm lange Hautinzision wurde dorsal ca. 2 cm lateral
der Wirbelsdule in dem markierten, bestrahlten Areal gesetzt. Dann priparierte man

stumpf mit einer Priparierschere subkutane Taschen, in die 5 Polyvinylalkohol-
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Schwiamme auf jeder Seite der Hautinzision implantiert wurden. Die Wunde wurde mit
Hautklammern verschlossen.

Bei der Narkose verstarben zwei Tiere der 24 Gy-Gruppe und ein Tier der 12 Gy-
Gruppe.

TN

R
. 00000,
(OO0

el

Hautllammer PV A -Schwarmm
Hautinmsion

Abb. 2: Schematisches Wundmodell:
Ratte mit 10 subkutan implantierten Polyvinylalkohol-(PVA)-Schwédmmen im
Bestrahlungsgebiet lateral der Wirbelsdule. Das Rechteck kennzeichnet das
bestrahlte Areal.

4.2.3. Materialgewinnung und Materialverarbeitung

4.2.3.1. Explantation der Polyvinylalkohol-Schwimme

10 Tage nach Implantation der Schwidmme wurden die Tiere unter Ketamin-Xylazin-
Narkose (intraperitoneal, Ketamin 100 mg/kg Korpergewicht, Xylazin 15 mg/kg
Korpergewicht) erneut operiert. Man entfernte die Wundklammern und rasierte den
operierten Bereich am Riicken der Tiere. Nach Desinfektion mit Povidon-lod-Losung
wurde die Riickenhaut mit einem Skalpell in toto entfernt. Danach lieen sich die
implantierten Schwidmme mit einer Pinzette vom umwachsenden Granulationsgewebe
freilegen und entnehmen. Die Tiere wurden in der Narkose durch kardiale Punktion
getdtet, das Blut in Kalium-EDTA-Monovetten aufgezogen und zur Bestimmung des

Differentialblutbildes (siche 4.2.8.) verwendet.
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4.2.3.2. Aufbereitung der Wundfliissigkeit

Die verbleibenden Schwidmme wurden mit Hilfe einer GewebefaB3pinzette (,,russisches
Modell*) ausgedriickt, die dabei anfallende Wundfliissigkeit in einem sterilen
Reagenzrohrchen pro Tier gesammelt und auf Eis gekiihlt [2]. Die Wundfliissigkeit
wurde zur Entfernung von Zellen und Zellresten fiir 20 Minuten bei 1200 g und 4°C
zentrifugiert. Im AnschluB filtrierte man die Wundfliissigkeit durch einen Millipore-
Filter (0,45 pum Filtereinheit) und zentrifugierte erneut durch einen Millipore-Ultrafilter
Biomax® (Ausschlussgrenze 10000 Da) eine Stunde lang bei 7500 g und 4°C. Das
Filtrat wurde zur spéteren Nitrat-Nitrit-Bestimmung (siehe 4.2.6.) bei — 80°C

eingefroren.

4.2.3.3. Isolierung der Polyvinylalkohol-Schwimme

a) Hydroxyprolin-Bestimmung:
Der am weitesten kranial gelegene Schwamm wurde auf Trockeneis
schockgefroren und bei — 80°C zur spiteren Bestimmung des
Hydroxyprolingehalts (sieche 4.2.5.) autbewahrt. Die Wundheilung erfolgt
kranial erfahrungsgemélf rascher als in weiter kaudal gelegenen Arealen.

b) Herstellung der Paraformaldehyd-Losung (4 %) zur Fixierung der Proben:
12 g Paraformaldehyd wurden in A. bidest. bei 60° C geldst. Darauthin gab man
100 ml 3-fach konzentrierten PBS-Puffer hinzu (24,5 g di-
Natriumhydrogenphosphat-dihydrat, 36 g Natriumchlorid, 0,9 g Kaliumchlorid
und 0,9 g Kaliumdihydrogenphosphat in 0,5 1 A. bidest. gelost). AnschlieBend
wurde der pH-Wert auf 7,2 eingestellt und die Paraformaldehyd-Losung mit
A. bidest. auf 300 ml aufgefiillt.

¢) Immunhistochemie:
Ein Schwamm wurde in 10 ml gepufferter Paraformaldehyd-Losung (4 %) aus
4.2.3.3.b tiberfiihrt und 24 Stunden bei 4°C fixiert (weitere Verarbeitung siche
4.2.3.5.).
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4.2.3.4. Isolierung der Gewebeproben

Die entnommene Riickenhaut wurde mit einem mafgefertigten Schneidegerit in

8 x 80 mm grofle Hautstreifen geschnitten, so dass die Narbe zentral in der Mitte, im
rechten Winkel zur Lange des Hautstreifens lag. 3 Hautstreifen pro Tier wurden an
beiden Enden auf Kartonstreifen befestigt, auf feuchte Kompressen (in NaCl-Lésung
0,9 %) gelegt und die ,,frische* Wundreif3festigkeit innerhalb einer Stunde gemessen. 3
weitere  Hautstreifen ~wurden vor der Messung der ,formalinfixierten*
Wundreillfestigkeit 72 Stunden in Paraformaldehyd-Losung 4 % (aus 4.2.3.3.b)

belassen (weitere Verarbeitung siche 4.2.4.).

4.2.3.5. Histologische Aufarbeitung der Polyvinylalkohol-Schwiamme

Nach abgeschlossener Fixierung wurden die Schwamme in Gewebekassetten tliberfiihrt
und die Paraformaldehyd-Losung 30 Minuten in flieBendem Leitungswasser
ausgewaschen. Darauthin brachte man die Kassetten zur stufenweisen Entwésserung in
den Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomaten (Ethanol 70 % 1,5 h und 1 h, Ethanol 96 %
1,5 hund 1 h, Ethanol 100 % 1,5 hund 2 x 1 h, Xylol 3 x 1 h, Paraffin 3 x 1,5 h). Man
bettete die Proben am Histoembedder in Paraffin ein und stellte fir die
immunhistochemische Farbung 4 um dicke Schnitte am Rotationsmikrotom her. Dann
zog man die Schnitte auf Objekttriager auf, die zuvor mit Poly-L-Lysin-Lsung (Poly-L-
Lysin 1:10 mit A. bidest. verdiinnt) beschichtet und trocknen gelassen wurden.

AnschlieBend fuhr man mit der immunhistochemischen Farbung (sieche 4.2.7.) fort.

4.2.4. Messung der mechanischen Reil}festigkeit der Wunde

Die Wundreififestigkeit gilt in der Wundheilungsforschung als objektiv messbarer,
mechanischer Parameter der Wundheilung [7, 49, 121, 140]. Mittels eines Tensiometers
wird diejenige Zugkraft bestimmt, die erforderlich ist, um eine in der Heilungsphase
befindliche, lineare Schnittwunde auseinander zu reilen. Die Messung der
mechanischen Reif3festigkeit ist ein grobes, aber auch direktes Mall der Wundfestigkeit
und Wundadaptation. Sie spiegelt die klinische Auswirkung der Wundheilungsstérung

wider [14]. Die Messung wird sowohl an frisch explantierten, als auch an
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formalinfixierten Hautproben durchgefiihrt. Die Formalinfixierung bewirkt eine
vollstindige Quervernetzung der Kollagenfibrillen in der Wunde. Dies ermdglicht eine
Aussage inwieweit ungleiche Quervernetzung als Ursache von Festigkeitsunterschieden
in Frage kommt [71, 72].

Zunéchst wurde innerhalb einer Stunde nach Explantation die ,,frische® Reifestigkeit
der Hautstreifen gepriift (siche 4.2.3.4.). Man schnitt den Kartonstreifen, auf dem der
Hautstreifen fixiert wurde, ab, spannte ihn zuerst am oberen Backen des Messgerits ein
und eichte das Gerdt. Anschliefend wurde das untere Ende des Hautstreifens in den
unteren Backen eingespannt. Der Abstand der Backen betrug 31,5 mm, die
Zuggeschwindigkeit 50 mm/min. Der Tensiometer zeigte den maximalen Wert der
Zugkraft (in Newton) an, bei dem der Hautstreifen riss. Diesen Wert notierte man als
mechanische Wundreil3festigkeit.

72 Stunden spéter wurde entsprechend die ,,formalinfixierte* ReiBfestigkeit der
Hautstreifen gemessen, die zuvor 72 Stunden in Paraformaldehyd-Losung 4 % fixiert

worden waren (siche 4.2.3.4.).

4.2.5. Hydroxyprolinbestimmung

Kollagen ist ein fibrillires Protein, das als wichtigstes Strukturprotein der
extrazelluldren Matrix der Dermis gilt und {iberwiegend aus Monoaminosduren besteht.
Die Kollagenfasern bestimmen die mechanische Stabilitit des Bindegewebes [60].
Hydroxyprolin ist eine Aminosdure, die nur in Kollagen in nennenswerter Menge zu
finden ist [99]. Aufgrund dieses spezifischen Vorkommens gilt das Hydroxyprolin als
reprasentativer Parameter fiir den Kollagengehalt des Gewebes [23, 121, 149].

Der Hydroxyprolingehalt der Polyvinylalkohol-Schwdmme wurde spektral-

photometrisch mit der Methode nach Woessner [149] bestimmt.

4.2.5.1. Reagenzien
a) Substratpuffer:
34 g Natriumhydroxid wurden in 500 ml A. bidest. gelost und anschlieBend 50 g

Citronenséure-monohydrat, 120 g Natriumacetat-trihydrat und 12 ml Eisessig
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(Essigsdure 100%) hinzugegeben und geldst. Der pH-Wert wurde mittels 1 N
Salzsdure bzw. 1 N Natronlauge auf 6,0 eingestellt und die Losung mit A. bidest.
auf 1 1 aufgefiillt.

b) Chloramin-T-Arbeitslosung:
In 20 ml A. bidest. wurden 1,41 g Chloramin-T-hydrat geldst und 30 ml
Methylcellosolve (Ethylenglycol-monomethyl-ether) und 50 ml Substratpuffer
aus a) hinzugegeben und gemischt.

¢) 3,15 M Perchlorsiaure (HC1Oy):
27 ml Perchlorsdure 70 % wurden mit 73 ml A. bidest. verdiinnt.

d) p-Dimethylaminobenzaldehyd-Losung (p-DABA-Ldsung):
20 g p-DABA wurden in 100 ml Methylcellosolve geldst.

¢) Hydroxyprolin-Stammlosung (2 mg/ml) fiir die Standardreihe:
100 mg Trans-4-Hydroxy-L-Prolin wurden in 50 ml 0,001 N Salzsdure gel0st.

4.2.5.2. Probenvorbereitung

Die Schwiamme wurden vor und nach der Implantation gewogen.

Eine Hydroxyprolin-Standardreihe (0; 100; 250; 500; 750; 1000; 1500; 1750 pg/100 ml;
ausgehend von der Hydroxyprolin-Stammldsung aus 4.2.5.1.e weiter mit 0,001 N
Salzsdure auf vorangehende Werte verdiinnt) wurde unter identischen Bedingungen
mitgefilhrt. Man legte die Standardproben, den Leerwert und die Schwdmme der
jeweiligen Tiere (aus 4.2.3.3.a) in sdurefesten, hitzebestdndigen Rohrchen vor, fiigte

4 ml 6 N Salzsdure hinzu und hydrolysierte den Ansatz 3 Stunden bei 130°C.
Anschliefend wurde das Hydrolysat durch angefeuchtete Papierfilter filtriert. Es
erfolgte die Zugabe von 30 ul Methylrot (0,01 % in Ethanol) als pH-Indikator und
anschliefend die Zugabe von 5 N Natronlauge, bis der Farbumschlag von rot nach gelb
erfolgte. Mit 0,1 N Salzsdure bzw. 0,1 N Natronlauge stellte man den pH-Wert
zwischen 6 und 6,5 ein und fiillte die Proben mit A. bidest. auf ein Volumen von 25 ml

auf.
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4.2.5.3. Probenanalyse

Zu je 50 pl vorbereiteten Standards und Proben wurden 150 pl A. bidest. und 200 pl
Chloramin-T-Arbeitslosung hinzugegeben, sorgfiltig gemischt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 200 pl 3,15 M
Perchlorsdure und eine weitere Inkubationszeit von 5 Minuten, um {iberschiissiges
Chloramin-T zu eliminieren. Dann wurden 200 pl p-DABA-L6sung zum Ansatz
pipettiert, sorgfiltig gemischt und 20 Minuten bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Man
lie} die Proben abkiihlen und pipettierte 100 pl als Doppelwert in eine unbeschichtete
96-well-Mikrotiter-Platte. Die optische Dichte las man am ELISA-Reader bei 570 nm

ab und berechnete die Hydroxyprolin-Konzentrationen mit Hilfe der Eichkurve.

4.2.5.4. Hydroxyprolin-Mikroassay

Fiir Probenwerte, die unterhalb des niedrigsten Wertes der Standardreihe lagen, wurde
der Hydroxyprolin-Mikroassay [25] angewandt. Als Proben wurden die Hydrolysate aus
4.2.5.2. verwendet.

a) Reagenzien:
— Puffer-Stammlosung:
5 g Citronensdure-monohydrat, 11,9 g Natriumacetat-trihydrat, 7,2 g
Natriumacetat-anhydrat und 3,4 g Natriumhydroxid wurden in 80 ml A. bidest.
gelost, mit Eisessig auf pH 6,1 eingestellt und auf ein Gesamtvolumen von

100 ml aufgefiillt.

Assay-Puffer:
1-Propanol, A. bidest. und der Puffer-Stammlosung wurden

3:2:10 gemischt.

Chloramin-T-Losung:
0,282 g Chloramin-T-hydrat wurden in 1 ml 1-Propanol, 1 ml A. bidest. und

8 ml Puffer-Stammlosung aufgeldst.

p-Dimethylaminobenzaldehyd-Losung (p-DABA-L6sung):
2 g p-DABA wurden in 1,25 ml Methylcellosolve und 2,75 ml Perchlorséure
(70%) gelost.
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b) Standardkurve:
100 mg Trans-4-Hydroxy-L-Prolin wurden in 50 ml 0,001 N Salzsdure verdiinnt
(Stammlosung: 2 mg/ml). Durch weitere Verdiinnung mit 0,001 N Salzsdure
wurde die Standardreihe hergestellt (313 ng/ml, 625 ng/ml, 1250 ng/ml, 2500
ng/ml, 5000 ng/ml, 10000 ng/ml, 15000 ng/ml, 20000 ng/ml).

¢) Testansatz:
Standard und Probe wurden in eine 96-well-Mikrotiterplatte als Doppelwert
pipettiert. Zu je 60 pl Hydrolysat wurden 20 pl Assay-Puffer und 40 pl
Chloramin-T-Losung hinzugefiigt und bei Zimmertemperatur fiir 15 Minuten
inkubiert. Anschlieend gab man 80 pl p-DABA-L6sung hinzu, inkubierte
erneut fiir 20 Minuten bei 60°C im Wasserbad und lie3 die Platte dann abkiihlen.
Am ELISA-Reader las man die optische Dichte bei 570 nm gegen die
Referenzwellenldnge 650 nm ab und berechnete die Hydroxyprolin-

Konzentration mit Hilfe der Eichkurve.

4.2.6. Bestimmung von Nitrit und Nitrat in der Wundfliissigkeit

4.2.6.1. Prinzip der Bestimmung

Zur Bestimmung des Nitrit- und Nitratgehalts der Wundfliissigkeit wurde der Nitric
Oxide Colorimetric Assay (Nr. 1756281, Boehringer, Mannheim, Deutschland)
angewandt [48].

In vivo wird Stickstoffmonoxid (NO) mittels des Enzyms NO-Synthase gebildet, das als
Substrat die basische Aminosdure L-Arginin und als Cosubstrat molekularen Sauerstoff
(O,) benotigt. Stickstoffmonoxid ist ein sehr reaktives, freies Radikal mit einer
Lebensdauer von nur wenigen Sekunden. Es reagiert mit physikalisch gelostem
Sauerstoff und Wasser zu Nitrit (NO,) und Nitrat (NO;3’). In der verwendeten
Testkombination wurden die stabilen Oxidationsprodukte NO,” und NOj;™ als Index der
Stickstoffmonoxidsynthese im Wundsekret spektralphotometrisch bestimmt [11, 66,
84]. Dazu wurde das in der Wundfliissigkeitsprobe vorhandene Nitrat zundchst durch
reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADPH) iiber das Enzym Nitrat-
Reduktase (NR) zu Nitrit reduziert (1).
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Nitrat + NADPH + H" — Nitrit + NADP" + H,0 €))

Das Nitrit reagierte mit Sulfanilamid und N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid

unter Bildung eines rot-violetten Diazo-Farbstoffes (2).

Nitrit + Sulfanilamid + N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid —
Diazo-Farbstoff 2)

Der Diazo-Farbstoff stellte die Messgrof3e dar und wurde bei einer Wellenldnge von

570 nm gemessen.

4.2.6.2. Proben
Im Test wurden Proben der Wundfliissigkeit (aus 4.2.3.2.) eingesetzt.

4.2.6.3. Reagenzien der Testkombination

— Kaliumphosphat-Puffer, pH 7,5, stabilisiert: unverdiinnt angewendet.

— Coenzym-Tabletten (0,5 mg NADPH, 0,01 mg FAD u. Stabilisatoren pro
Tabl.): 1 Tablette wurde in 333 pl Kaliumphosphat-Puffer aufgelost.

— Nitrat-Reduktase, lyophilisiert: 4 U wurden in 0,6 ml A. bidest. aufgelost.

— Farbreagenz I: Sulfanilamid, stabilisiert.

— Farbreagenz II: N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid, stabilisiert.

— Kaliumnitrat-Standard (80,0 mM), stabilisiert; der Kaliumnitrat-Standard
wird zunéchst 1:250 auf 320 uM verdiinnt und dann in einer arithmetischen

Verdiinnungsreihe weiter bis auf 8 uM verdiinnt.

4.2.6.4. Inkubations-Ansatz

Fiir den Inkubations-Ansatz wurden pipettiert:

Leerwert: 200 pl A. bidest. und 20 pl Coenzym-Losung (NADPH, FAD und
Stabilisatoren in Kaliumphosphat-Puffer)

Probe: 200 pl Probelosung und 20 pl Coenzym-Losung

Standard: 200 pl Standardlésung und 20 pl Coenzym-Losung
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Nach 1 Minute erfolgte die Zugabe von 8 ul Nitrat-Reduktase (lyophilisiert, in A.

bidest.) und Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

4.2.6.5. Messung

Am Ende der Inkubationszeit wurden zu jeweils 100 pl Inkubationslosung des
Leerwertes, der Probe und des Standards 50 pl Farbreagenz I und 50 pl Farbreagenz II
in die Wells der Mikrotiterplatte hinzupipettiert, 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieend die Extinktion am ELISA-Reader bei 570 nm abgelesen.

4.2.6.6. Nitrit-Assay
Die Nitritbestimmung erfolgte mittels der Griess-Reaktion [52].

a) Nitrit-Eichkurve:
Zur Erstellung der Nitrit-Eichkurve wurden 69 mg Natriumnitrit (MG 69) in
10 ml HPLC-Wasser eingewogen, 1:100 verdiinnt (1000 pM) und in einer
arithmetischen Verdiinnungsreihe bis 1,56 pM weiter verdiinnt.
b) Reagenzien:
— N-(1-Naphthyl)ethylenediamin-dichlorid (NED) 0,1% in Wasser:
50 mg NED wurden in 50 ml A. bidest. gelost.
— Sulfanilamid 1% in o-Phosphorsédure (H3;PO4) 5%:
500 mg Sulfanilamid wurden in 2,95 ml konzentrierte H;PO4 (85%) und
47,05 ml A. bidest. gelost.
¢) Inkubations-Ansatz:
In eine 96-well-Mikrotiterplatte  pipettierte man  jeweils 50 pul
Wundfliissigkeitsprobe bzw. Nitritstandard, fiigte 25 pl Sulfanilamid- und 25 pl
NED-L6sung hinzu und inkubierte den Ansatz 10 Minuten bei Raumtemperatur
und in Dunkelheit. Im Anschluss las man die Extinktion bei 570 nm am ELISA-

Reader ab und berechnete die Nitritkonzentration anhand der Standardkurve.
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4.2.6.7. Bestimmung von Nitrat und Nitrit
Zur Berechnung des Nitratgehalts wurde jeweils der Wert der Messung des Nitrit-
Assays (4.2.6.6.) vom Wert der Messung nach Inkubation (4.2.6.5.) abgezogen.

4.2.7. Immunhistochemische Farbung

4.2.7.1. Material und Reagenzien

a) Proben:
4 pum dicke Paraffinschnitte der implantierten Polyvinylalkohol-Schwamme (aus
4.2.3.5.).

b) PBS-Puffer (1-fach):
10-fach konzentrierte Stammldsung (80 g Natriumchlorid, 2 g Kaliumchlorid
und 11,5 g di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat in A.bidest. gelost, auf 1 1 mit
A.bidest. aufgefiillt und pH 7,4 eingestellt), vor Gebrauch mit A. bidest. 1:10
verdiinnt.

¢) 10% Rinderserumalbumin in PBS (10% BSA in PBS):
1 g Rinderserumalbumin (BSA) geldst in 10 ml PBS 1-fach.

d) Wasserstoffperoxid -Methanol-Ansatz:
2,7 ml Wasserstoffperoxid (H,O; 30%) pro 100 ml Methanol (100%).

e) Antikorper:

1. Primérantikorper:
Anti-induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (Anti-iINOS, Maus Makrophage),
polyklonaler Antikdrper vom Kaninchen, wurde 1:500 mit 10% BSA in PBS
verdiinnt.
2. Sekundirantikorper-Rattennormalserum-Komplex:

Der Sekundirantikorper Anti-Kaninchen-IgG vom Schwein, biotinyliert, wurde
mit Rattennormalserum im Verhéltnis 1:2 verdiinnt, 30 Minuten bei 4°C
inkubiert und anschlieBend 5 Minuten bei 15000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde 1:400 mit 10% BSA in PBS verdiinnt.
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f) Streptavidin-Biotin-Komplex:
Jeweils 1 Tropfen Streptavidin [Avidin in PBS - pH 7,2 (0,01 M Phosphat, 0,15
M NacCl), 15 mM NaNj3] und 1 Tropfen biotinylierte Meerrettichperoxidase
[Biotinylierte Meerrettichperoxidase in PBS - pH 7,2 (0,01 M Phosphat, 0,15 M
NacCl), 15 mM NaNj3] wurden mit 5 ml PBS (1-fach) 30 Minuten vor Gebrauch
gemischt.

g) DAB-Ansatz (3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat-Ansatz):
100 mg 3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat (DAB) wurden in
180 ml A. bidest. gelost und 20 ml Substratpufter 10-fach (4,2 g Citronensaure-
monohydrat, 6,8 g Imidazol und 5,84 g Natriumchlorid in 100 ml A. bidest.
gelost und auf pH 7,0 eingestellt) hinzugegeben. Dann legte man 66,6 ul
Wasserstoffperoxid (H,O; 30 %) in einer schwarzen Kiivette vor und gab den

DAB-Ansatz hinzu. Die Losung war unter Lichtabschluss 30 Minuten haltbar.

4.2.7.2. Methodik

Zur Darstellung der Expression der induzierbaren NO-Synthase in den Zellen des
Granulationsgewebes wurde der polyklonale Antikorper Anti-iNOS vom Kaninchen
(Fa. Calbiochem, San Diego, USA) eingesetzt und das Firbeprotokoll der Firma
Calbiochem verwendet.

Zu Beginn wurden die Paraffinschnitte der Polyvinylalkohol-Schwidmme 35 Minuten
lang in Xylol (100 %) bei 60°C inkubiert, um die Antigenstellen nach der
Formalinfixierung zu demaskieren und das Paraffin herauszuldsen. Anschlielend
wurden die Objekttrager in frisches Xylol (100 %) fiir 2 X5 Minuten iiberfiihrt und in
der absteigenden Alkoholreihe (Ethanol 100 % 2X5 Min., Ethanol 96 % 1X5 Min.,
Ethanol 70 % 1X5 Min., A. bidest. 2X5 Minuten) weiter entparaffiniert. Zur
Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitit inkubierte man die Objekttridger im
Wasserstoffperoxid-Methanol-Ansatz 25 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dem
folgenden Waschschritt (3 X5 Min. in PBS-Puffer 1-fach) wurden die unspezifischen
Bindungsstellen mittels 10 % Rinderserumalbumin (10 % BSA in PBS) fiir 1 Stunde in

der feuchten Kammer bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend trug man den
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polyklonalen Primérantikdrper gegen iNOS (1:500 verdiinnt in 10 % BSA in PBS) auf
und lieB ihn iiber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer inkubieren.

Am folgenden Tag wurde nach dreimaligem Waschen im PBS-Puffer 1-fach (je 5 Min.)
der Komplex aus Sekundarantikorper (biotinyliert) und Rattennormalserum aufpipettiert
und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer belassen. Auf einen
Waschschritt (3X5 Min. PBS-Puffer) folgte die Inkubation mit dem Streptavidin-
Biotin-Komplex (fiir 30 Minuten, Raumtemperatur, feuchte Kammer). Der
Sekundérantikdrper war spezifisch gegen den Primérantikorper gerichtet und bildete so
eine Briicke zwischen Primdrantikdrper und dem Streptavidin-Biotin-Komplex. Der
Streptavidin-Biotin-Komplex lagerte sich mit seinen freien Bindungsstellen an das
Biotin des Sekundérantikorpers an. Nach einem erneuten Waschschritt (3 X5 Min. PBS-
Puffer) entwickelte man die Farbung mit Hilfe des 3,3’-Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid-dihydrat-(DAB)-Ansatzes unter Mikroskopkontrolle. In Anwesenheit
der Meerrettichperoxidase des Streptavidin-Biotin-Komplexes oxidierte DAB zu einem
rotlich-braunen Prizipitat und wirkte somit als Chromogen zur Detektion iNOS-
positiver Zellen.

Im letzten Arbeitsschritt wurde mit Himalaun nach Meyer (Fertiglosung 1:5 mit A.
bidest. verdiinnt) gegengefiarbt, 10 Minuten mit Wasser gespiilt, in der ,,Aufsteigenden
Reihe* ( Ethanol 70 %, Ethanol 96 %, Ethanol 100 %, Xylol 100 %) entwissert und
eingedeckt.

Auf jedem Objekttrager wurde ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefiihrt, der iiber
Nacht mit 10 % BSA in PBS statt des Primérantikorpers (verdiinnt in 10 % BSA in
PBS) inkubiert wurde. Alle anderen Arbeitsschritte entsprachen denen der iNOS-
Férbung.

Als Positivkontrolle wurden Schnitte der Halsgefdle einer Sprague-Dawley-Ratte
herangezogen. 24 Stunden vor Probenentnahme wurde dem Tier intraperitoneal
Lipopolysaccharid (E.coli-Serotyp 0128 : B12; 10mg/kg Korpergewicht) injiziert.
Lipopolysacharid bewirkt eine Aktivierung der Stickstoffmonoxidsynthese durch die
induzierbare NO-Synthase [76, 120, 133].

Die Fotografien wurden mit dem Fotomikroskop ,,Axiophot* (Fa. Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) und einem Farbbildfilm hergestellt.
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4.2.8. Differentialblutbild

Zur Bestimmung des Differentialblutbildes wurden Blutproben der Versuchstiere auf
einem Objekttrager ausgestrichen, trocknen gelassen und anschliefend nach der
Pappenheim-Fiarbung gefarbt. Dazu fixierte man die Ausstriche zundchst 3 Minuten in
der May-Griinwald-Losung (Eosin-Methylenblau-Losung + Methanol), spiilte
anschlieBend mit A. bidest. und firbte im Anschluss fiir 12 Minuten in Giemsas Azur-
Eosin-Methylenblau-Losung. Nach dem folgenden Spiilschritt in A. bidest. liel man die
Objekttriger an der Luft trocknen. Zur Auswertung zdhlte man die Zellen am

Mikroskop aus.

4.3. Datenverarbeitung

4.3.1. Software
Als Textverarbeitungsprogramm wurde Microsoft® Word 2000 fiir Windows

verwendet. Fiir die Tabellenkalkulation und Diagrammerstellung kam Microsoft® Exel
97 zur Anwendung und das Statistikprogramm JMP® (JMP 4.0.2., Firma SAS Institute,

Cary, NC, USA) wurde zur statistischen Analyse der Versuchsergebnisse eingesetzt.

4.3.2. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte nach Beratung durch
Herrn A. Rosenberger vom Institut fiir Medizinische Informationsverarbeitung der
Universitit Tiibingen.

Die Daten wurden auf Normalverteilung und Varianzhomogenitit (Bartlett-Test)
tiberpriift und anschlielend die Varianzanalyse (Welch ANOVA) durchgefiihrt.

Bei signifikanter F-Statistik wurde die Dunnett-Methode zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der jeweiligen bestrahlten Gruppe

(12 Gy, 24 Gy) angewandt. Die zugrunde gelegte Nullhypothese, dass die Differenz
zwischen Kontrollgruppe und bestrahlter Gruppe gleich Null sei, wurde mit einem

Signifikanzniveau von p < 0,05 gepriift.
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In den Tabellen sind, soweit nicht anders angegeben, der arithmetische Mittelwert (x),
der Median (Md), der Standardfehler (SEM) und die Anzahl der Werte (n) aufgefiihrt.
Die graphische Darstellung erfolgte durch Punktdiagramme. Die einzelnen Werte der
Versuchstiere einer Gruppe wurden durch schwarze, eckige Punkte dargestellt, der
arithmetische Mittelwert durch einen blauen, runden Punkt und der Standardfehler
durch die blaue, horizontale Linie wiedergegeben. Die Mittelwertkreise, die in jeder
graphischen Darstellung im rechten Bildbereich abgebildet wurden, schneiden sich nicht
oder schneiden sich in einem spitzen Winkel (<90°) im Falle eines statistisch
signifikanten Unterschiedes zwischen Kontrollgruppe und entsprechender bestrahlter
Gruppe. Schneidet der Mittelwertkreis der Kontrollgruppe den einer bestrahlten Gruppe
in einem stumpfen Winkel (> 90°), ist der Unterschied mit dem Signifikanzniveau

p < 0,05 statistisch nicht signifikant.
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S. Ergebnisse

5.1. Einfluss der Elektronenstrahlung und Operation auf das

Korpergewicht

Die Abbildung 3 =zeigt die Entwicklung des Korpergewichts der Gruppen im
Versuchsverlauf. Am ersten Tag fand die Partialkdrperbestrahlung mit 4 MeV-
Elektronen mit einer Energiedosis von D = 12 Gy beziehungsweise D = 24 Gy und die
Scheinbestrahlung der Kontrolltiere statt. Am 6. Versuchstag erfolgte die Operation mit
Setzen der Hautinzision und Implantation der Polyvinylalkohol(PVA)-Schwidmme. Tag
16 stellte das Versuchsende mit Explantation der PVA-Schwidmme und Asservierung
von Hautproben und Wundflissigkeit dar. Alle drei Versuchsgruppen konnten ihr
Korpergewicht im Durchschnitt bis Versuchsende steigern.

Die relative, prozentuale Gewichtszunahme von Versuchsbeginn bis Versuchsende
betrug bei der Kontrollgruppe 25,6 + 2,3 %. Bei den bestrahlten Versuchsgruppen
nahmen die Tiere mit einer Partialkorperbestrahlung von D = 12 Gy 30,7 + 2,6 % und
die Tiere mit einer Energiedosis von D = 24 Gy 16,7 £ 6,5 % zu (Werte: Mittelwert £+
Standardfehler). Zwischen den untersuchten Gruppen bestand hinsichtlich der relativen,
prozentualen Gewichtszunahme kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,06, F-
Test).

Bei der Narkose der ersten Operation verstarben zwei Tiere der 24 Gy-Gruppe und ein

Tier der 12 Gy-Gruppe.
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Abb. 3: Korpergewicht der Kontrolltiere und der bestrahlten Tiere im Versuchsverlauf;
Mittelwert (x) + bzw. - Standardfehler (SEM).

Tag 1:
Tag 6:
Tag 16:

Bestrahlung
Setzen der Hautinzision, Implantation der PVA-Schwamme
Explantation der PVA-Schwidmme und Asservierung der

Hautproben und Wundfliissigkeit

Abkiirzungen:
K:
12 Gy:

24 Gy:

Kontrollgruppe
Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =12 Gy
Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung

von D =24 Gy
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5.2. Einfluss der Elektronenstrahlung auf das

Differentialblutbild

Hinsichtlich der Leukozytengesamtzahl und der prozentualen Verteilung der

Leukozytensubpopulationen (Tab. 3) ergab sich kein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (F-Test). In der Kontrollgruppe geronnen

zwei Blutproben und entzogen sich der Analyse.

Gruppe (n Leukozyten- Neutrophile Lymphozyten | Monozyten
gesamtzahl Granulozyten
(x 10°/1) (%) (%) (%)
K 9 12,5+0,8 252+0,8 68,2+ 1,1 6,5+0,3
12 Gy 9 11,2+ 0,6 25,5+2,0 68,3 +3,7 6,3+0,2
24 Gy 8 13,0+£1,2 262+1,3 66,3 +2,2 6,9+04
p 0,34 0,89 0,82 0,48

Tab. 3: Differentialblutbild der Versuchstiere:

Leukozytengesamtzahl und prozentuale Verteilung der neutrophilen

Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten im Blut der Versuchstiere am 10.
postoperativen Tag bzw. 15. Tag nach Bestrahlung. Die eosinophilen und
basophilen Granulozyten betrugen in allen drei Versuchsgruppen jeweils < 1%.
Alle Werte sind als arithmetischer Mittelwert (x) + Standardfehler (SEM)

angegeben.

Abkiirzungen:
K:
12 Gy:

24 Gy:

Kontrollgruppe

Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung

von D =12 Gy

Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung

von D =24 Gy
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5.3. Einfluss der Elektronenstrahlung auf die

Wundheilungsparameter

5.3.1 Wundreif festigkeit der frischen Hautproben

Die frische Wundreif3festigkeit wurde als mechanischer Parameter der Wundfestigkeit
untersucht. Wie aus der Abb. 4 und Tab. 4 ersichtlich, war die frische
Wundreiffestigkeit der Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung von 24 Gy
gegeniiber der Kontrollgruppe am 10. postoperativen Tag statistisch signifikant
erniedrigt (p < 0,05; versus Kontrolle, Dunnett-Methode). Zwei Hautproben der

Kontrollgruppe und eine der 24 Gy-Gruppe waren zur Festigkeitsmessung unbrauchbar.

6
5 ] :

] !
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WRFfr (N)
w
|
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27 .
17 .
0 ‘ I Dunnett-Method
12Gy 24Gy K unnett-Methode
o= 0,05
Gruppe versus Kontrolle

Abb. 4: Frische WundreiBfestigkeit (in Newton) der Versuchsgruppen am 10.
postoperativen Tag bzw. 15.Tag nach Bestrahlung. Statistisch signifikante
Abnahme der frischen Wundreif3festigkeit bei Partialkorperbestrahlung mit D =
24 Gy gegentiber der Kontrolle. p < 0,05, Dunnett-Methode.
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Zeichenerklirung:
Blauer, runder Punkt: Arithmetischer Mittelwert (x)
Schwarze, eckige Punkte: Einzelwerte
Blaue, horizontale Linie: Standardfehler (SEM)
Abkiirzungen:
WRFft: frische WundreiBfestigkeit
N: Newton
K: Kontrollgruppe
12 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =12 Gy
24 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =24 Gy
Gruppe n x + SEM Md
K 9 4,5+0,3 4.4
12 Gy 9 32+04 3,0
24 Gy 7 25+0,5* 2,1

Tab. 4: Stichprobenumfang (n), arithmetischer Mittelwert (x, in Newton) +
Standardfehler (SEM) und Median (Md, in Newton) der frischen
Wundreilfestigkeit der Versuchsgruppen am 10. postoperativen Tag und 15. Tag
nach Bestrahlung.

* 1 statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p < 0,05;
Dunnett-Methode.
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5.3.2. WundreiBfestigkeit der formalinfixierten Hautproben

Die formalinfixierte Wundreillfestigkeit ist ein mechanischer Parameter der
Wundfestigkeit bei vollstandiger Quervernetzung der Kollagenfibrillen. Die Abb. 5 und
Tab. 5 zeigen, dass die formalinfixierten Hautproben der 24-Gy-Gruppe am 10.
postoperativen Tag eine statistisch signifikante Abnahme der Wundreiflfestigkeit

gegeniiber der Kontrollgruppe verzeichneten (p < 0,05; Dunnett-Methode).

20
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lll.m.

WRFform (N)

12Gy 24Gy K

Dunnett-Methode
o=0,05
Gruppe versus Kontrolle

Abb. 5: Formalinfixierte WundreiB3festigkeit (in Newton) der drei Versuchsgruppen am
10. postoperativen Tag bzw. 15. Tag nach Bestrahlung.
Statistisch signifikante Abnahme der formalinfixierten Wundreif3festigkeit in der
Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung von D = 24 Gy gegeniiber
der Kontrolle. p < 0,05, Dunnett-Methode.
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Zeichenerklirung:
Blauer, runder Punkt:
Schwarze, eckige Punkte:

Blaue, horizontale Linie:

Arithmetischer Mittelwert (x)

Einzelwerte

Standardfehler (SEM)

Abkiirzungen:
N: Newton
WRFform:  formalinfixierte Wundreif3festigkeit
K: Kontrollgruppe
12 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =12 Gy
24 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =24 Gy
Gruppe n x + SEM Md
K 11 13,1+0,8 12,6
12 Gy 9 10,0+ 1,1 10,0
24 Gy 8 70+1,4* 4,8

Tab. 5: Stichprobenumfang (n), arithmetischer Mittelwert (x; in Newton) +

Standardfehler (SEM) und Median (Md; in Newton) der formalinfixierten
Wundreilfestigkeit der Versuchsgruppen am 10. postoperativen Tag bzw. 15.
Tag nach Bestrahlung.

* 1 statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p < 0,05;

Dunnett-Methode.
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5.3.3. Hydroxyprolingehalt des Granulationsgewebes

Der Hydroxyprolingehalt der subkutan implantierten PVA-Schwidmme ist ein Index der
reparativen Kollagenbildung in der Wunde. Das Hydroxyprolin wurde im
Granulationsgewebe bestimmt, das innerhalb der 10 postoperativen Tage in die
Polyvinylalkohol-Schwédmme eingewachsen war.

Die Abbildung 6 zeigt, dass die Hydroxyprolinanreicherung am 10. postoperativen Tag
sowohl bei einer Partialkorperbestrahlung von D = 12 Gy als auch D = 24 Gy
statistisch signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erniedrigt war (p < 0,05; Dunnett-
Methode). Bei der Energiedosis D = 24 Gy war der Hydroxyprolingehalt am starksten
vermindert. Die Tabelle 6 zeigt die einzelnen Werte der Versuchsgruppen. Eine Probe

der 24 Gy-Gruppe ging bei der Bearbeitung fiir die Analyse verloren.
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Abb. 6: Hydroxyprolingehalt des Granulationsgewebes (in pg/mg Schwamm) der
Versuchsgruppen am 10. postoperativen Tag bzw. 15. Tag nach Bestrahlung.
Statistisch signifikante Verminderung des Hydroxyprolingehalts bei
Partialkorperbestrahlung mit D = 12 Gy und D = 24 Gy gegeniiber der
Kontrolle. p < 0,05; Dunnett-Methode.
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Zeichenerklirung:
Blauer, runder Punkt: Arithmetischer Mittelwert (x)
Schwarze, eckige Punkte: Einzelwerte
Blaue, horizontale Linie: Standardfehler (SEM)
Abkiirzungen:
OHP: Hydroxyprolin
K: Kontrollgruppe
12 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =12 Gy
24 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =24 Gy
Gruppe n x £ SEM Md
K 11 23,023 20,7
12 Gy 9 123+2,7* 9,0
24 Gy 7 29+1,2% 0,7

Tab. 6: Stichprobenumfang (n), arithmetischer Mittelwert (x; in pg/mg Schwamm) +
Standardfehler (SEM) und Median (Md; in pg/mg Schwamm) des
Hydroxyprolingehalts des Granulationsgewebes der Versuchsgruppen am 10.
postoperativen Tag und 15. Tag nach Bestrahlung.

* . Statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p < 0,05;
Dunnett-Methode.
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5.4. Einfluss der Elektronenstrahlung auf die Nitrat- und

Nitritkonzentration in der Wundfliissigkeit

Als Index der Stickstoffmonoxidsynthese in der Wunde wurde die Summe der Nitrat-
und Nitritkonzentration (NOx-Konzentration) im Wundsekret gemessen. Die

Abbildung 7 gibt die NOy-Konzentration der Wundfliissigkeit am 10. postoperativen
Tag wieder. Die Versuchsgruppen mit einer Partialkérperbestrahlung von D = 12 Gy
beziehungsweise D = 24 Gy verzeichneten jeweils eine statistisch signifikante Abnahme
der NOy-Konzentration im Wundsekret gegeniiber der Kontrollgruppe (p < 0,05;
Dunnett-Methode). Bei der Versuchsgruppe mit der hochsten Energiedosis (D = 24 Gy)
nahm die NOy-Konzentration am stirksten ab. Die Tabelle 7 zeigt die einzelnen Werte

der Gruppen. Eine Probe der Kontrollgruppe ging bei der Verarbeitung verloren.

400
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o= 0,05
Gruppe versus Kontrolle

Abb. 7: Nitrat- und Nitritkonzentration im Wundsekret (in uM) der Versuchsgruppen
am 10. postoperativen Tag bzw. 15. Tag nach Bestrahlung.
Statistisch signifikante Reduktion der Nitrat- und Nitritkonzentration in der
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Wundfliissigkeit bei Partialkorperbestrahlung mit D = 12 Gy bzw. D = 24 Gy
gegeniiber der Kontrolle. p < 0,05; 12 Gy bzw. 24 Gy versus Kontrolle,
Dunnett-Methode.

Zeichenerklirung:
Blauer, runder Punkt: Arithmetischer Mittelwert (x)
Schwarze, eckige Punkte: Einzelwerte
Blaue, horizontale Linie: Standardfehler (SEM)
Abkiirzungen:

NOy, Nitrat + Nitrit: Summe der Nitrat- und Nitritkonzentration im

Wundsekret
K: Kontrollgruppe
12 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =12 Gy
24 Gy: Versuchsgruppe mit einer Partialkdrperbestrahlung
von D =24 Gy
Gruppe n x + SEM Md
K 10 269,7 + 19,6 2654
12 Gy 9 162,2 +6,3 * 156,0
24 Gy 8 102,3+5,0 * 97,2

Tab. 7: Stichprobenumfang (n), arithmetischer Mittelwert (x; in uM) = Standardfehler
(SEM) und Median (Md; in pM) der Nitrat- und Nitritkonzentration im
Wundsekret der Versuchsgruppen am 10. postoperativen Tag und 15. Tag nach
Bestrahlung.

* 1 signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit p < 0,05; Dunnett-Methode.
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5.5. Immunhistochemische Firbung

Die Abbildungen 8 - 13 zeigen die immunhistochemische Fiarbung der induzierbaren
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) im Granulationsgewebe der subkutan implantierten
PVA-Schwiamme am 10. postoperativen Tag. Die iNOS-positiven Zellen sind braun
gefarbt (Chromogen: DAB).

Die Abbildungen 8 und 9 prisentieren das Granulationsgewebe eines Kontrolltieres in
unterschiedlichen VergroBerungen. Man erkennt eine starke Expression der iNOS in
zahlreichen Fibroblasten, Makrophagen und Endothelzellen.

Die Abbildung 10 zeigt das Beispiel eines Tieres aus der mit 12 Gy bestrahlten
Versuchsgruppe. Im Granulationsgewebe sind nur vereinzelt Zellen iNOS-positiv.

Im Granulationsgewebe der Tiere nach Elektronenbestrahlung mit 24 Gy ist die
induzierbare NO-Synthase in kaum einer Zelle nachweisbar (Abb. 11).

Abbildung 12 présentiert die Positivkontrolle der immunhistochemischen iNOS-
Féarbung. Es handelt sich um einen histologischen Schnitt der Halsgefd3e einer Sprague-
Dawley-Ratte, die 24 h zuvor mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelt wurde. Man
erkennt das iNOS-positive Endothel der Gefale.

Die Negativkontrolle der immunhistochemischen Farbung eines Kontrolltieres zeigt,

dass bei Weglassen des Primédrantikorpers anti-iNOS keine der Zellen positiv gefdrbt ist

(Abb. 13).
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Abb 8 Immunhlstochemlsche Féarbung der 1ndu21erbaren NO Synthase
Granulationsgewebe eines Kontrolltieres am 10. postoperativen Tag. Die iNOS-
positiven Zellen sind braun gefarbt (Chromogen: DAB). 1040-fache VergroBerung.

Abb 9 Immunhlstochemlsche Farbung der 1ndu21erbaren NO- Synthase
Granulationsgewebe eines Kontrolltieres am 10. postoperativen Tag. Die iNOS-
positiven Zellen sind braun gefarbt (Chromogen: DAB). 420-fache Vergroferung.
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Abb. 10 Immunhistochemische Farbung der induzierbaren NO-Synthase:
Granulationsgewebe eines Tieres der 12 Gy-Gruppe am 10. postoperativen Tag. iNOS-
positive Zellen sind braun gefarbt (Chromogen: DAB). 420-fache Vergroflerung.

— 3 % ISR &) *;.".'- - AR ; :
?‘\,{f’\ o ¥ " ’.;g”:- D s L GO

?'-%!. R
s

»
{ -

e S gy s
*a . "’ l 2 - a” S e kA
Abb.11 Immunhistochemische Farbung der induzierbaren NO-Synthase:
Granulationsgewebe eines Tieres der 24 Gy-Gruppe am 10. postoperativen Tag. iNOS-
positive Zellen sind braun gefarbt (Chromogen: DAB). 420-fache Vergroferung.

48



Ergebnisse

\.‘ ‘\ s . { & ‘-‘-W. :

Abb. 12 Positivkontroile: Immunhistochemische Féirbuhé der Halsgefdl3e einer Ratte
24 Stunden nach intraperitonealer Injektion mit LPS. iNOS-positive Endothelzellen der
Gefdlle sind braun gefarbt (Chromogen: DAB). 420-fache VergroBerung.
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Abb. 13 Negativkontrolle: Granulationsgewebe eines Kontrolltieres am
10. postoperativen Tag. Ohne Primérantikorper anti-iNOS ist keine der Zellen positiv

gefirbt. 420-fache VergroBerung.
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6. Diskussion

Die Kombination aus Strahlentherapie und chirurgischem Eingriff hat in der heutigen
Behandlung onkologischer Erkrankungen einen hohen Stellenwert erlangt.

Die Wundheilung stellt einen dynamischen, interaktiven Prozess dar, an dem 16sliche
Mediatoren, Blut- und Parenchymzellen sowie die extrazelluldre Matrix beteiligt sind.
Dies eroffnet eine Vielzahl von Angriffsmdglichkeiten, durch die eine préoperative
Bestrahlung den normalen Ablauf der Wundheilung beeintrachtigen kann.

Im besonderen Interesse dieser Arbeit steht die bisher unbekannte Auswirkung der
prioperativen Teilkorperbestrahlung durch Elektronen auf die Expression der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und den Stickstoffmonoxidmetabolismus der
Wunde.

Die Teilkorperbestrahlung durch 4 MeV Elektronen beeintriachtigte die Wundheilung
der Versuchstiere am 10. postoperativen Tag. Der Hydroxyprolingehalt im
Granulationsgewebe, ein Indexparameter der Kollagensynthese, war bei einer
Bestrahlungsdosis von 12 Gy sowie 24 Gy signifikant gegeniiber der Kontrolle
erniedrigt. Die Teilkorperbestrahlung mit 24 Gy bewirkte eine signifikante
Verminderung der frischen sowie der formalinfixierten Wundreif3festigkeit. Zur
gleichen Zeit waren die Nitrat- und Niritkonzentrationen im Wundsekret, die stabilen
Oxidationsprodukte des Stickstoffmonoxids, in den bestrahlten Versuchsgruppen
signifikant herabgesetzt. Im immunhistochemischen Bild zeigte sich im Wundareal der
bestrahlten Tiere eine deutlich verminderte Expression des Stickstoffmonoxid-

bildenden Enzyms iNOS gegeniiber den Kontrolltieren.

6.1. Wundmodell

Um die Vorginge des normalen Heilungsprozesses und die Faktoren, die
Wundheilungsstorungen verursachen konnen, in vivo kontrolliert und systematisch

untersuchen zu konnen, sind verschiedene Wundheilungsmodelle im Tierversuch
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entwickelt worden. In unserer Studie verwendeten wir ein Standardmodell der
Wundheilungsforschung [2, 7, 32, 71, 121]. Nach Setzen einer 7 cm langen dorsalen
Hautinzision und der subkutanen Implantation von Polyvinylalkohol-Schwimmen
erfolgte der Verschluss der Wunde durch Hautklammern. Die Hautinzision der
Versuchstiere stellt einen geplanten chirurgischen Eingriff dar und ermdéglicht es, durch
eine Reihe von MeBmethoden den Grad der Wundheilung unter bestimmten
Konditionen zu beurteilen. Die Explantation der PVA-Schwimme und Asservierung der
Hautproben erfolgte am 10. postoperativen Tag. Zu diesem Zeitpunkt steht im
Wundbereich die Bildung des Granulationsgewebes, die Angiogenese und Synthese der
extrazelluldren Matrix im Vordergrund [56, 118, 125].

Die mechanische WundreiBfestigkeit ist ein direktes MaBl der Wundfestigkeit und
korreliert gleichsinnig mit dem Kollagengehalt der Wunden [77]. Die Wundfestigkeit
wird durch das AusmalBl der Kollagenablagerung und -formation sowie der
Wundmodulation im verletzten Gewebe bestimmt [34]. Neben dem quantitativen
Ausmal der Kollagenablagerung spielt auch die Quervernetzung der Kollagenfibrillen
einen wichtigen Beitrag zur Stabilitdt und Zugfestigkeit der Kollagenfasern [74]. Eine
Formalinfixierung der Hautproben fiihrt zu einer Maximierung der Quervernetzung von
Kollagenfibrillen. Somit lédsst sich eine Aussage treffen, inwiefern ein unterschiedliches
Ausmall der Quervernetzung Festigkeitsunterschiede bedingt [121]. Ein Defizit der
Wundreiffestigkeit infolge ionisierender Bestrahlung ist in der Literatur héufig
beschrieben worden [14, 28, 49]. Auch unsere Daten zeigten bei einer Dosis von

D = 24 Gy eine signifikante Verringerung der frischen und formalinfixierten
Wundreiffestigkeit gegeniiber den unbestrahlten Kontrollen am 10. postoperativen Tag.
Eine zusitzliche Formalinfixierung der Hautstreifen beeinflusste diesen signifikanten
Unterschied der frischen Hautproben nicht (Abb. 4 und Abb. 5).

Die Aminosdure Hydroxyprolin wird im Organismus fast ausschlieBlich im Kollagen
gefunden. Daher ist die analysierte Menge im Granulationsgewebe der implantierten
Schwamme reprisentativ fiir die Kollagenablagerung in der Wunde [99, 121]. Die
Menge des Kollagens in den implantierten Schwammen korreliert gleichsinnig mit der
Wundreiffestigkeit [107, 140]. Wir konnten eine signifikante Abnahme des

Hydroxyprolingehalts im Granulationsgewebes der beiden Bestrahlungsgruppen
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D =12 Gy und D =24 Gy am 10. postoperativen Tag gegeniiber der scheinbestrahlten
Kontrolle nachweisen (Abb. 6).

Aus unserem Versuch ldsst sich nicht ableiten, ob die Ergebnisse der
Wundheilungsparameter auf eine Verzogerung oder eine bleibende Storung der
Wundheilung hinweisen. Hierzu miisste man die Parameter iiber einen wesentlich
langeren Zeitraum hinweg zu mehreren Zeitpunkten bestimmen und untersuchen, ob

eine mogliche Wundheilungsverzogerung wieder aufgeholt werden kann.

6.2. Bestrahlung

Abgesehen von sehr niedrigen Strahlendosen beeintrichtigt eine préoperative
Radiotherapie, in Einzel- oder fraktionierten Dosen appliziert, die Wiederherstellung
der normalen Hautstruktur und Hautfunktion [14, 18, 128, 142]. Chirurgische Eingriffe,
die in chronisch strahlengeschidigtem Gewebe vorgenommen werden, haben eine
signifikant erhohte Komplikationsrate [78, 103, 104].

14 Tage nach der Wundsetzung in vorbestrahlter Haut von Miusen zeigt sich, dass eine
Erhohung der Strahlendosis eine Herabsetzung der Reif3festigkeit chirurgischer Wunden
bedingt. Es ergibt sich ein sigmoider Kurvenverlauf mit einem Schwellenwert von etwa
8 bis 10 Gy Einzeldosis, gefolgt von einer linearen Dosisabhidngigkeit bis zu einem
Wert von etwa 20 Gy, der die maximale Reduktion der WundreiB3festigkeit erzeugt.
Eine Erhohung der Dosis bis 26 Gy bewirkt keine weitere Verminderung der
Wundreiffestigkeit [49]. In unserem Experiment wurden die Tiere in zwei
unterschiedlichen Dosen von 12 Gy und 24 Gy bestrahlt.

Die Wahl des Bestrahlungszeitpunktes vor der Operation hat innerhalb einer Zeitspanne
von 2 Monaten bis einer Stunde vor der Wundsetzung vergleichbare Auswirkungen auf
die Wundreiffestigkeit [49]. Die Operation erfolgte in unserem Experiment 5 Tage nach
der Bestrahlung. Dadurch hatten die Tiere Zeit, sich von der Bestrahlung in Narkose zu
ertholen und die Versuchsdauer wurde {berschaubar  gehalten. Die
Elektronenbestrahlung mit 4 MeV und der Versuchsaufbau des Experiments

ermoglichten die Applikation einer Maximaldosis in 3 mm Hauttiefe sowie einen

52



Diskussion

raschen Dosisabfall in zunehmender Tiefe. Dies gewahrleistete eine Schonung darunter
gelegener Organe sowie des Knochenmarks und bot folglich eine Minimierung
systemischer Auswirkungen [119]. Wir kontrollierten das Differentialblutbild der
Versuchstiere, um mogliche systemische Effekte zu erkennen, die =zu
Beeintrachtigungen der Abwehrlage und Wundheilung der Tiere gefiihrt hétten. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Differentialblutbild der bestrahlten Tiere
gegeniiber der Kontrolle (Tab. 3).

Eine préoperative Strahlenbehandlung steigert die Rate der Wundinfektionen, die mit
einem hoheren Risiko an Wundheilungsstorungen assoziiert sind [5, 95]. Eine
Verminderung der Phagozytose, Superoxidproduktion und MAC-1-Expression durch
neutrophile Granulozyten konnte unter anderem die erhdhte Infektanfilligkeit erkldren
[42]. In unserer Untersuchung wurden nach klinischen Kriterien keine Wundinfektionen
dokumentiert.

Die Radiatio fithrt zu einer Verdnderung der Durchblutung. Eine erhohte
GefiBpermeabilitit, Vasodilatation und Odembildung der GefiBwinde sowie
thrombotische Verschliisse sind Zeichen der Frithphase nach Bestrahlung [15]. In der
Spétphase konnen progressive Gefal3fibrosen und eine Abnahme der Neovaskularisation
zu einer Minderdurchblutung des Gewebes fithren. FEine herabgesetzte
Gewebsinfiltration durch Abwehrzellen und eine eingeschrinkte Versorgung des
Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen sind mdgliche Folgen [30].

Die Parenchymzellen des Hautbindegewebes, allen voran die Fibroblasten, werden
vorwiegend mit den spdten Strahlenfolgen wie der Atrophie, der Kontraktion und
Gewebsfibrose sowie chronischen Ulzerationen in Verbindung gebracht [15, 31, 50,
137]. Obwohl die Heilungsparameter in unserem Wundmodell bereits 10 Tage nach der
Operation bestimmt wurden, vermag die Untersuchung moglicherweise dennoch
chronische Strahlenschéden der betroffenen Zellen zu reflektieren, da die Wundsetzung
einen Proliferationsreiz darstellt und die Beeintréchtigung der reproduktiven Integritét
der Zellen rascher offen legt [50]. Die synthetische und proliferative Funktion der
Fibroblasten kann durch Bestrahlung dauerhaft beeinflusst werden. Die
Kollagenproduktion der Fibroblasten und der Kollagengehalt des Granulationsgewebes

ist in bestrahlten Wunden herabgesetzt [4, 65]. Die Wundreil3festigkeit ist vermindert
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[14, 49, 96] und die Proliferationsaktivitit der Fibroblasten nimmt ab [105]. Im
Tierversuch kann die Implantation von isogenen Fibroblasten in zuvor bestrahlte
Wunden die WundreiBifestigkeit signifikant verbessern [51]. Dies unterstreicht die
entscheidende Bedeutung, die eine Verletzung von Fibroblasten bei strahleninduzierten
Wundheilungsstorungen einnimmt. In unserer Studie beeintrachtigte eine Einzeldosis
tiefenkontrollierter Teilkorperbestrahlung durch Elektronen die Wundheilung am 10.
postoperativen Tag. Wir konnten eine signifikante Minderung der frischen und
formalinfixierten Wundreif3festigkeit bei einer Dosis von 24 Gy (Abb. 4 und Abb. 5)
sowie eine signifikante Reduktion des Hydroxyprolingehalts bei einer Dosis von 12 Gy

und 24 Gy zeigen (Abb. 6).

6.3. Gewicht im Versuchsverlauf

Sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen fiihrt eine protein- und kalorienarme
Diét, die mit einer katabolen Stoffwechsellage und einem Gewichtsverlust verbunden
ist, zu signifikanten Wundheilungsstérungen [10, 53, 112]. In unserer Studie konnten in
den folgenden 5 Tagen nach Bestrahlung die Kontrolltiere und die Bestrahlungsgruppe
mit einer Dosis von D = 12 Gy an Gewicht zunehmen, wohingegen die 24 Gy-Gruppe
eine leichte Abnahme bzw. einen Stillstand ihres Kdrpergewichtes verzeichnete. Nach
der Operation am 6. Tag steigerten alle 3 Gruppen ihr Gewicht bis zum Versuchsende
(Abb. 3). Die relative Gewichtszunahme iiber den Versuchsverlauf hinweg zeigte keine
signifikanten Unterschiede der bestrahlten Gruppen gegeniiber der Kontrolle. Dies
zeigt, dass die Versuchstiere keine bedeutende Gewichtsabnahme oder katabole
Stoffwechsellage boten, was die Wundheilung unabhéngig von der Bestrahlung hitte

beeintrachtigen konnen.
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6.4. Diagnostik des Stickstoffmonoxidstoffwechsels

Aufgrund seiner hohen Reaktionsfreudigkeit und der Halbwertszeit von nur wenigen
Sekunden ist die Bestimmung des Stickstoffmonoxids in vivo technisch sehr aufwendig.
NO reagiert rasch weiter zu Nitrit und Nitrat und diese Oxidationsprodukte werden iiber
die Niere ausgeschieden. Das endogen synthetisierte Stickstoffmonoxid stellt die
Hauptquelle der Nitrit- und Nitratmenge im Serum und Urin dar, abgesehen von einer
iiberméBigen exogenen Zufuhr iiber die Nahrung, welche ausgeschlossen werden muss.
Aus diesem Grund koénnen die Nitrit- und Nitratwerte als reprasentative Parameter der
NO-Diagnostik herangezogen werden [11, 52, 66, 84]. Die Bestimmung von Nitrit und
Nitrat im Serum gibt Auskunft liber die aktuelle NO-Freisetzung im Korper, wahrend
thre Bestimmung im 24h-Urin einen Anhalt fiir die NO-Synthese des Korpers im
Tagesverlauf gibt. Die Serum- und Urinwerte spiegeln den NO-Metabolismus des
gesamten Organismus wieder. Die Analyse der Wundfliissigkeit hingegen ermdoglicht
eine Aussage iiber die Synthese an einer bestimmten Lokalisation im Korper, in diesem
Fall der untersuchten Wunde. Die Immunhistochemische Férbung der iNOS zeigt die
lokale Expression des Enzyms in den Zellen des Gewebeverbandes [86, 150].
AulBlerdem kann eine Immunoblot-Analyse die iNOS-Proteinexpression feststellen [115]

und eine Detektion der INOS-mRNA ist durch In-situ-Hybridisierung mdglich [111].

6.5. Stickstoffmonoxidsynthese in der Wunde

Stickstoffmonoxid fungiert als Botenstoff zahlreicher physiologischer Vorgédnge im
Organismus. Neben der Neurotransmission, der Zellkommunikation und Regulation des
Gastrointestinal- und GefaStonus wirkt NO bei der Zell-vermittelten Zytotoxizitdt gegen
Erreger und Tumorzellen [1]. Es konnte sowohl im Tierversuch als auch beim
Menschen nachgewiesen werden, dass die induzierbare NO-Synthase (iNOS) in
chirurgischen Wunden und Verbrennungsverletzungen exprimiert wird und die lokale
Stickstoffmonoxidsynthese im Wundareal erhoht ist [3, 21, 38, 94, 101, 111]. Als

zelluldrer Ort der Stickstoffmonoxidsynthese sind Entziindungszellen (Makrophagen,
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Lymphozyten,  neutrophile = Granulozyten), = Thrombozyten, = Endothelzellen,
Keratinozyten und Fibroblasten identifiziert worden [54, 62, 81, 98, 111, 134, 145,
146]. Die genauen Funktionen und molekularen Wirkungsweisen des
Stickstoffmonoxids im Heilungsprozess sind bisher jedoch unbekannt.

Arginin ist das physiologische Substrat der Stickstoffmonoxidsynthese durch die NO-
Synthasen. Der Zusatz von Arginin zur Nahrung steigert die Wundheilung sowohl bei
gesunden Individuen [9, 121] als auch im Rahmen einer supprimierten Wundheilung
[63]. Ein Argininmangel fiihrt zu einer Beeintrichtigung der Wundheilung mit einer
herabgesetzten Reififestigkeit der Wunden und einem erniedrigten Kollagengehalt des
Granulationsgewebes [121]. Ein Argininzusatz in der Nahrung von iNOS-knockout-
Maiusen bewirkt im Gegensatz zu den Wildtypen keine Steigerung der Heilung in Form
einer erhohten Wundreillfestigkeit oder einer verstirkten Kollagenablagerung [123].
Diese Studien unterstreichen die wichtige Bedeutung des Arginins fiir den normalen
Wundheilungsprozess und weisen auf einen moglichen Zusammenhang mit seiner
Funktion als einziges physiologisches Substrat der NO-Synthase hin.

Die stabilen Endprodukte der NO-Synthese, Nitrat und Nitrit, sind in der
Wundfliissigkeit chirurgischer Wunden voriibergehend erhoht [3]. Tierexperimentell
kommt es infolge von Verbrennungsverletzungen und chirurgischen Wunden zu einer
anhaltend gesteigerten Nitratausscheidung iiber den Urin [12, 21, 126]. Ratten mit einer
beeintrachtigten Wundheilung infolge einer Steroidtherapie oder eines Diabetes mellitus
zeigen eine verringerte Nitratexkretion {iber den Urin [19] und eine verminderte NO-
Akkumulation im Wundsekret [113]. Die erhohten Nitrat- und Nitritwerte in der
Wundfliissigkeit sprechen fiir eine gesteigerte NO-Synthese in den Wunden. Die Nitrat-
und Nitritausscheidung iiber den Urin Ildsst aber im Gegensatz zur
Konzentrationsbestimmung der Wundfliissigkeit keine Aussage iiber den eigentlichen
Syntheseort zu.

Die induzierbare NO-Synthase wird bekanntermaBlen bei Entziindungsprozessen
exprimiert und produziert verglichen zu den konstitutiven NO-Synthasen (nNOS,
eNOS) 100- bis 1000-fache Konzentrationen des Stickstoffmonoxids [61]. In vitro
zeigen humane Hautfibroblasten in unstimuliertem Zustand die Ca®"-abhingige NO-

Synthaseaktivitit der konstitutiven Formen (cNOS), wohingegen durch Interferon-y
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oder Lipopolysaccharid stimulierte Hautfibroblasten sowohl die Ca’"-abhingige
Aktivitit der cNOS als auch die Ca’"-unabhingige Aktivitit der iNOS zeigen [143].
Moglicherweise stehen die konstitutiven NO-Synthasen fiir eine basale Grundaktivitit
und NO-Synthese in gesundem Gewebe, wohingegen die iNOS bei einschneidenden
Ereignissen wie einer Entziindung oder Verletzung des Gewebes mit ihrer wesentlich
hoheren Syntheseleistung im Vordergrund steht. In Wunden beginnt die gesteigerte NO-
Synthese durch die induzierbare NO-Synthase kurz nach der Verletzung und hélt fiir die
Dauer des gesamten Heilungsprozesses an [21, 43, 110]. Sie bleibt damit nicht nur auf
die entziindliche Phase zu Beginn der Wundheilung begrenzt. Dem Stickstoffmonoxid
konnten daher neben einer frithen Bedeutung im Entziindungsprozess auch zu einem

spéteren Zeitpunkt Funktionen bei der Proliferation und Gewebemodulation zukommen.

6.6. Stickstoffmonoxid und seine Bedeutung in der

Wundheilung

Es sind verschiedene Mechanismen denkbar, tiber die das Stickstoffmonoxid in den
Wundheilungsprozess eingreifen konnte. Mogliche Ansatzstellen werden bei der
Angiogenese und Gewebsdurchblutung, der wunspezifischen Immunabwehr, der
Proliferation und Migration von Endothel- und Epithelzellen sowie der
Kollagensynthese vermutet.

Die Angiogenese ist eine Schliisselkomponente der Wundheilung. Sie kann durch NO-
Donatoren anregt werden [153]. In eNOS-knock-out-Médusen kommt es zu einer
herabgesetzten GefdBneubildung und Beeintrachtigung der Wundheilung [68]. Der
angiogenetische Effekt des Stickstoffmonoxids wird moglicherweise direkt oder
indirekt iiber die Stimulation der Endothelzellen zur Proliferation und Migration
vermittelt [13, 83, 89]. In Keratinozyten vermittelt NO die Synthese des
Angiogenesefaktors VEGF [39]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Stickstoffmonoxid
fiir die angiogenetische Aktivitit der Makrophagen erforderlich ist [70].

Die Reepithelialisierung von Hautwunden erfordert einen normalen Ablauf der

Epithelmigration und -proliferation. Verletzte Keratinozyten exprimieren die iNOS [54].
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Eine Inhibition der NO-Synthese durch N°Iminoethyl-L-Lysin hemmt die
Epithelialisierung [129]. Bei Ratten verzogert die lokale Applikation des NO-Synthase-
Inhibitor L-NAME (N®-Nitro-L-Arginin-methylhydrochlorid) die Heilung UV-Licht-
induzierter Hautnekrosen und vermindert die Zahl der proliferierenden Keratinozyten
[13]. NO konnte als Signalmolekiil wirken, das die lokalen Epithelzellen direkt oder
indirekt zur Proliferation und Migration anregt [13, 89].

Als Transmitter der GefaBrelaxation kann Stickstoffmonoxid die Blutflussrate im
Wundareal erhhen und somit zu einer vermehrten Sauerstoff- und Néahrstoffversorgung
und einer gesteigerten zelluldren Infiltration des Gewebes fiihren [17]. Die NO-
Synthese infiltrierender Entziindungszellen wiederum kann einen unspezifischen
Abwehrmechanismus gegen eingedrungene Erreger darstellen und das Risiko einer
Wundinfektion senken [144].

Eine weitere, entscheidende Bedeutung wird dem Stickstoffmonoxid bei der
Kollagensynthese der Fibroblasten zugemessen. Unter normalen Bedingungen sind die
Fibroblasten fiir die Gewebsintegritit und den Stoffwechsel der extrazelluldren Matrix
verantwortlich. Sie synthetisieren strukturelle (z.B. Kollagen) und funktionelle (z.B.
Kollagenase) Proteine. Wundfibroblasten sind im Vergleich zu normalen
Hautfibroblasten durch eine herabgesetzte Proliferationsrate, erhdhte Kollagenbildung
und gesteigerte Fiahigkeit zur Wundkontraktion gekennzeichnet [47, 100, 111]. Sie sind
selbst zur NO-Synthese fahig und schlieBen sich damit einer Reihe von Zellen im
Wundmilieu an, wie beispielsweise den Makrophagen, Endothelzellen und
Keratinozyten. Die Induktion der Fibroblasten zur gesteigerten NO-Synthese erfolgt
moglicherweise durch Komponenten des Wundmilieus, denn Wundfibroblasten
verlieren die Fahigkeit zur NO-Synthese in der Zellkultur bereits ab der zweiten Passage
[111]. Das Wundmilieu enthélt eine Vielzahl an Wachstumshormonen und Zytokinen,
die Einfluss auf die NO-Produktion der Wundzellen nehmen koénnten [24, 26, 37]. So
wurde gezeigt, dass INF-y, II-1a, 11-2, TNF-a und Lipopolysaccharid in vitro die NO-
Synthese in Entziindungszellen, glatten Muskelzellen, Hepatozyten und Fibroblasten
induzieren [20, 46, 133, 145]. TGF-B, 11-4 und II-10 hingegen kénnen die NO-Synthese
in Makrophagen hemmen [27, 29, 35, 73, 141].
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In-vitro-Versuche bei Ratten haben gezeigt, dass die Hemmung der NO-Synthese
isolierter Wundfibroblasten durch NOS-Inhibitoren zu einer signifikanten Abnahme der
Kollagenbildung derselben Zellen fiihrt und die Aktivitdt der Wundkontraktion senkt.
Die Gesamtproteinsynthese und die Proliferationstendenz der Fibroblasten bleiben
dabei unbeeinflusst [111, 146]. Das durch Wundfibroblasten synthetisierte NO konnte
daher durch einen autokrinen und parakrinen Regulationsmechanismus Einfluss auf die
eigene Kollagensynthese dieser Zellpopulation nehmen. Zudem konnte das durch
andere Wundzellen produzierte Stickstoffmonoxid parakrin die Kollagensynthese der
Fibroblasten regulieren. In vitro kann die NO-freisetzende Substanz S-Nitroso-N-
Acetyl-Pencillamin bei isolierten normalen Hautfibroblasten, die spontan kein NO
synthetisieren, einen Anstieg der Kollagenbildung hervorrufen [146]. Somit scheint
auch exogen zugefiihrtes NO die Kollagensynthese in vitro beeinflussen zu konnen.

In vivo verzogert die lokale und systemische Verabreichung von kompetitiven
Hemmstoffen der NO-Synthase den Wundheilungsprozess. Dies spiegelt sich in einer
verminderten Kollagensynthese und einer herabgesetzten mechanischen Festigkeit der
Wunden wieder [19, 109]. Die carageenan-induzierte Bildung von Granulationsgewebe
in Wunden kann durch Gabe des NOS-Inhibitors N®-Nitro-L-Argininmethylester
dosisabhédngig vermindert werden [58]. Lokal applizierte NO-Donatoren hingegen
beschleunigen den Wundverschluss normaler Ratten [122]. Bei diabetischen Ratten
kann die enterale Verabreichung von Molsidomin, das nach Umwandlung in einen
aktiven Metaboliten zur NO-Freisetzung fiihrt, zu einer beschleunigten Kollagenbildung
filhren [148]. Diese Studien zeigen, welche signifikanten Auswirkungen kiinstlich
erzeugte, lokale Mangelzustinde oder die Supplementation von NO auf den
Heilungsprozess und die Kollagensynthese in vivo haben. Sie sprechen fiir eine
wichtige Mediatorfunktion des Stickstoffmonoxids in diesem Zusammenhang.
Untersuchungen durch Yamasaki et al. zeigen, dass iNOS-knock-out-Méuse gegeniiber
dem Wildtyp eine signifikant verzogerte Wundheilung aufweisen. Eine vergleichbare
Verzogerung des Wundverschlusses sieht man bei Tieren vom Wildtyp, die mit einer
kontinuierlichen Infusion des partiell selektiven iNOS-Inhibitors N°-Iminoethyl-L-
Lysin behandelt wurden. Die Verzogerung der Wundheilung ldsst sich durch eine

Transfektion humaner iNOS-cDNA mittels einmaliger lokaler Applikation eines
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adenoviralen Vektors zum Zeitpunkt der Wundsetzung autheben [152]. Im gleichen
Wundmodell, das in unserer Studie verwendet wurde, kann in Hautwunden von Ratten
nach einer in-vivo-Transfektion humaner iNOS-cDNA eine Steigerung der NO-
Synthese gefolgt von einer vermehrten Kollagenablagerung nachgewiesen werden
[135]. Diese Untersuchungen heben die funktionale Rolle der induzierbaren NO-
Synthase als Stickstoffmonoxidquelle im Heilungsprozess hervor. Sie unterstreichen
den Effekt, den eine verminderte oder eine verstirkte NO-Konzentration im
Wundmilieu auf den normalen Wundheilungsablauf und insbesondere die
Kollagensynthese ausiibt.

Andere Untersuchungen ergaben hemmende Effekte des Stickstoffmonoxids auf die
Kollagen- und Proteinsynthese [67, 138]. So verursachen die NO-Donatoren S-Nitroso-
N-Acetyl-Pencillamin und Nitroprussid in vitro eine dosisabhidngige Inhibition der
Gesamtprotein- und Kollagensynthese in den glatten Muskelzellen von
Kaninchenaorten [67]. Diese gegensitzlichen Befunde konnten durch die Verwendung
wesentlich groBerer NO-Konzentrationen dieser Studien zustande kommen. Es wére
moglich, dass geringere NO-Konzentrationen, wie sie etwa durch Fibroblasten im
Wundsitus synthetisiert werden, eine regulatorische Aufgabe iibernehmen. Hohere
Stickstoffmonoxid-Konzentrationen durch NO-freisetzende Substanzen kdnnten bereits
toxisch wirken.

Zudem scheinen in den frithen Tagen der Wundheilung gegensétzliche Ergebnisse
moglich zu sein. Eine tdglich zweimalige, lokale Applikation des NO-Inhibitors
NMMA innerhalb der ersten 3 postoperativen Tage flihrt zu einer vermehrten
Kollagenablagerung  [64]. Die lokale  Verabreichung des  NO-Donors
Natriumnitroprussid bis zum 5. postoperativen Tag hemmt die Kollagensynthese [124].
Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass NO in der frithen Entziindungsphase der
Wundheilung hemmende Effekte ausiibt und in der spdteren Proliferations- und
Modulationsphase  die  Kollagensynthese und  Heilung  stimuliert. Dem
Stickstoffmonoxid konnten in den verschiedenen Zell- und Gewebstypen
unterschiedliche Aufgaben zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wundheilung zuteil
werden. Der Mechanismus, durch den NO die Kollagenbildung im

Wundheilungsprozess stimuliert, ist noch vollig unbekannt. Das Kollagen wird wihrend
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des  Wundheilungsprozesses in  verschiedenen  Vorgidngen  alteriert. Die
Kollagensynthese, die Quervernetzung des Kollagens und der Abbau des Kollagens
durch Matrixmetalloproteinasen konnten direkt durch NO oder indirekt {iber einen

Einfluss auf andere Mediatoren beeinflusst werden.

6.7. Stickstoffmonoxid bei Wundheilungsstorungen

Erkrankungen wie der Diabetes mellitus, Therapien mit Kortikosteroiden oder
Immunsuppressiva sowie eine akute Protein-Kalorien-Mangelerndhrung stellen
Risikofaktoren zur Entstehung von Wundheilungsstérungen dar und haben eine erhohte
Rate chronischer Wunden zur Folge. Im Tierversuch zeigt sich bei einer Steroidtherapie
oder einem induzierten Diabetes mellitus eine verminderte iNOS-Expression und
herabgesetzte Stickstoffmonoxidsynthese. Der Wundsitus ist durch eine verringerte
Kollagen- und Granulationsbildung gekennzeichnet [19, 113]. Vergleichbare Ergebnisse
konnten bei einer Protein-Kalorien-Mangelerndhrung und der Behandlung mit dem
Immunsupressivum Tacrolimus demonstriert werden [112, 116]. Dies zeigt, dass in
diesen Modellen supprimierter Wundheilung der NO-Metabolismus in der Wunde
gestort ist und moglicherweise neben einer Beeintrichtigung anderer funktionaler
Mechanismen des Heilungsprozesses die Wundheilungsstérungen bedingt.

Eine weitere Risikogruppe fiir Wundheilungsstorungen stellen Patienten mit einer
prdoperativen Strahlentherapie dar. In unserer Studie konnten wir zeigen, dass auch
hierbei eine Wechselbeziechung zwischen einer gestdrten Wundheilung nach
Bestrahlung und einer verminderten iNOS-Expression und NO-Synthese im Wundareal
besteht. Bei einer prdoperativen Strahlendosis von 24 Gy waren die frische und
formalinfixierte Wundrei3festigkeit signifikant herabgesetzt (Abb. 4 und Abb. 5). Der
Hydroxyprolingehalt des Granulationsgewebes, gemessen als Indexparameter der
Kollagensynthese, zeigte bereits bei einer Dosis von 12 Gy eine signifikante Reduktion
(Abb. 6). Parallel zu der Hemmung der Wundheilung war die Synthese der stabilen
Oxidationsprodukte des Stickstoffmonoxids Nitrit und Nitrat vermindert (Abb. 7). Im

immunhistologischen Bild war eine deutlich herabgesetzte Expression des
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Stickstoffmonoxid bildenden Enzyms iNOS nach Bestrahlung erkennbar (Abb. 8-11).
Aufgrund unserer Untersuchungen ist keine Aussage Uber den molekularen
Wirkungsmechanismus moglich, durch den die Bestrahlung die NO-Synthese im
Wundareal modifiziert. Auf molekulargenetischer Ebene konnte es zu Verdnderungen
oder einer Zerstorung genetischer Information kommen und konsekutiv eine
verminderte Expression des iNOS-Enzyms bedingen. Auf post-transkriptioneller Ebene
konnte die herabgesetzte Expression der induzierbaren NO-Synthase durch
Verdnderungen im Wundmilieu oder beispielsweise einen verstirkten Abbau des
Enzyms zustande kommen. Zahlreiche Studien haben dem Stickstoffmonoxid eine
wichtige Mediatorfunktion bei der Wundheilung zugeschrieben. NO wurde als
autokriner Regulator der Kollagensynthese von Wundfibroblasten identifiziert [111].
Wie die Ergebnisse unserer Studie zeigen, kommt es infolge der Bestrahlung zu einer
deutlichen Abnahme der iNOS-Expression und signifikanten Reduktion der NO-
Synthese, welche die Verminderung der Kollagensynthese und Wundheilungsstdrung
bedingen konnte. Die Daten unserer Studie beziehen sich auf den 10. postoperativen
Tag. Daher ldsst sich keine Aussage treffen, ob es sich um eine dauerhafte Storung der

Heilung oder lediglich um eine Wundheilungsverzégerung handelt.

6.8. Schlussfolgerung

Stickstoffmonoxid wird im Heilungsprozess durch Makrophagen, Endothelzellen und
Fibroblasten der Wunde synthetisiert [19, 111, 152]. In Modellen einer gestorten
Wundheilung wird eine verminderte NO-Synthese und iNOS-Expression im Wundareal
von einer herabgesetzten Kollagensynthese und Wundfestigkeit begleitet [19, 112, 113].
Experimentell verursacht die lokale oder systemische Verabreichung von NOS-
Inhibitoren eine Wundheilungsverzdgerung [19, 58, 109], wohingegen NO-Donatoren
den Wundverschluss beschleunigen konnen [122]. INOS-defiziente Miuse verzeichnen
eine signifikante Wundheilungsstorung, die in vivo durch iNOS-Transfektion
ausgeglichen werden kann [152]. Die iNOS-Transfektion bei gesunden Tieren fiihrt
experimentell zu einer Steigerung der NO-Synthese und Kollagenablagerung [135].
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Die Gesamtheit dieser Ergebnisse legt nahe, dass Stickstoffmonoxid eine wichtige Rolle
bei der Kollagenablagerung der extrazelluldren Matrix spielt und signifikant zum
Resultat der Wundheilung und der Festigkeit des Wund- und Narbengewebes beitrigt.
In unserer experimentellen Studie konnten wir zeigen, dass bestrahlungsinduzierte
Wundheilungsstorungen, die sich durch eine signifikante Abnahme der
Wundreiffestigkeit und der Kollagenablagerung auszeichneten, ebenfalls mit einer
verminderten NO-Synthese und iNOS-Expression einhergingen. Dies konnte, zumindest
teilweise, durch die Stérung einer NO-vermittelten = Regulation  der
Wundkollagensynthese durch Fibroblasten hervorgerufen werden [111]. Auch in
humanen Wunden konnte die Expression der induzierbaren NO-Synthase
immunhistochemisch nachgewiesen werden [94]. So erdffnen die bisherigen
Erkenntnisse die Aussicht auf eine Reihe mdglicher Therapiestrategien in der Zukunft.
Angefangen von einer einfachen Supplementation des Arginins, dem Substrat der
induzierbaren NO-Synthase, sind lokale Applikationen von NO-Donatoren bis hin zu
Gentherapien bei iNOS-defizienten Zustinden, wie dem Diabetes mellitus oder
strahleninduzierten Wundheilungsstorungen, denkbar. Zunédchst muss jedoch geklart
werden, ob die experimentell ermittelten Daten auf den Menschen iibertragbar sind. Ob
die NO-Synthese in humanen Wunden ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir den
Heilungsprozess darstellt und sich aus der Modulation des NO-Metabolismus Strategien
zur Behandlung chronischer Wunden ableiten lassen, muss gegenwairtig unbeantwortet

bleiben.
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7. Zusammenfassung

Eine Strahlentherapie kann Wundheilungsstorungen induzieren. Die préoperative
Radiatio findet in der Behandlung onkologischer Erkrankungen eine immer breitere
Anwendung. Damit erhoht sich auch die Rate postoperativer Heilungskomplikationen.
Dem Stickstoffmonoxid wird eine wichtige Mediatorfunktion in der Wundheilung,
insbesondere bei der Regulation der Kollagensynthese durch Wundfibroblasten,
zugeschrieben. Die vorliegende Arbeit untersuchte die bisher unbekannte Wirkung einer
praoperativen Bestrahlung auf die Stickstoffmonoxidsynthese und Expression des
Stickstoffmonoxid bildenden Enzyms iNOS im Zusammenhang mit ihrer Auswirkung
auf die Wundheilung.

Die Versuchstiere wurden randomisiert in 3 Gruppen aufgeteilt (12 Gy, 24 Gy und
Kontrollgruppe). Die Teilkorperbestrahlung erfolgte mit 4 MeV Elektronen durch einen
Linearbeschleuniger, wobei die Einzeldosen 12 Gy beziehungsweise 24 Gy betrugen
und die Kontrollgruppe scheinbestrahlt wurde. Fiinf Tage spiter erfolgte die
standardisierte Wundsetzung in dem genau definierten, bestrahlten Areal am Riicken
der Tiere, gefolgt von einer subkutanen Implantation der Polyvinylalkohol-Schwamme.
Die Wunde wurde durch Hautklammern verschlossen. Nach weiteren 10 Tagen fand die
Explantation der PVA-Schwidmme und die Asservierung der Haut- und Blutproben
sowie der Wundfliissigkeit statt.

Die Untersuchung der Wundheilungsparameter am 10. postoperativen Tag ergab eine
signifikante Storung der Wundheilung. Die frische und die formalinfixierte
Wundreiffestigkeit (mechanische Parameter der Wundheilung) waren infolge einer
Bestrahlungsdosis von D = 24 Gy signifikant vermindert (a = 0,05). Der
Hydroxyprolingehalt des Wundgranulationsgewebes in den implantierten PVA-
Schwidmmen, ein Index der Kollagenablagerung, war in beiden Bestrahlungsgruppen (D
= 12 Gy bzw. 24 Gy) signifikant herabgesetzt (o = 0,05). Gleichzeitig bewirkten die
Dosen von 12 Gy und 24 Gy eine signifikante Reduktion der Nitrit- und
Nitratkonzentration, den stabilen Oxidationsprodukten des Stickstoffmonoxids, im

Wundsekret (oo = 0,05). Die immunhistochemischen Féarbungen zeigten eine starke
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Verminderung der Expression der induzierbaren NO-Synthase im Granulationsgewebe
der bestrahlten Wunden. Alle 3 Gruppen nahmen bis zum Versuchsende an Gewicht zu
und ihre relative Gewichtszunahme ergab keine signifikanten Unterschiede. Dies deutet
darauf hin, dass die Tiere die Bestrahlungs- und Operationsprozedur gut tolerierten und
dass es zu keiner relevanten Gewichtsabnahme oder katabolen Stoffwechsellage kam,
die die Wundheilung der Tiere ihrerseits hitte beeinflussen konnen. Die Bestrahlung
hatte keine signifikante Auswirkung auf die Leukozytenzahlen und das
Differentialblutbild, was gegen eine systemische Wirkung der Teilkorperbestrahlung
spricht.

Die Ergebnisse wunserer Studie zeigen, dass die Bestrahlung neben einer
Wundheilungsstérung auch zu einer Beeintrdchtigung des NO-Metabolismus im Sinne
einer verminderten NO-Synthese und reduzierten iNOS-Expression fiihrt. Die
Untersuchungen anderer Autoren ergaben, dass die Hemmung der NO-Synthese oder
ein genetischer Mangel des Stickstoffmonoxid bildenden Enzyms iNOS zu
Wundheilungsstorungen fiihrt. Dahingegen kann die Verabreichung von NO-Donatoren
oder eine in-vivo-iNOS-Transfektion die Wundheilung steigern. In experimentellen
Modellen einer gestorten Wundheilung wie dem Diabetes mellitus konnte ebenfalls eine
verminderte NO-Synthese gefolgt von einer herabgesetzten Kollagenablagerung und
Wundreiffestigkeit beobachtet werden. Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass NO eine
wichtige, regulatorische Transmitterfunktion bei der Kollagensynthese durch
Wundfibroblasten tibernimmt und damit entscheidend zur Festigkeit des Wund- und
Narbengewebes beitrdgt. Die in unserer Studie nachgewiesene Beeintrichtigung der
NO-Synthese in bestrahlten Wunden konnte, unter anderen Mechanismen, ursédchlich
fiir bestrahlungsinduzierte Wundheilungsstorungen sein. Damit wiirden sich mogliche
Behandlungsstrategien wie beispielsweise eine lokale oder systemische Verabreichung
von NO-freisetzenden Substanzen bis hin zu einer Gentherapie bei iNOS-defizienten
Zustidnden erdffnen. Zundchst gilt es aber, die Kausalitét der beschriebenen Befunde zu
klaren, sowie zu untersuchen, ob die experimentell ermittelten Daten auch auf die

Wundphysiologie des Menschen {ibertragbar sind.
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Bezugsquellenverzeichnis

9. Bezugsquellenverzeichnis

9.1. Versuchstiere

¢ Albinoratten vom Stamm Sprague-Dawley, ménnlich, 200 - 250 g, Fa.
Charles River, Sulzfeld, Deutschland

9.2. Chemikalien und Material

9.2.1. Chemikalien und Reagenzien

e A. bidest., laboreigene Herstellung

e BSA (Bovine serum albumin): Albumin Fraktion V (>98%), Art. 8076, Fa.
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

¢ Chloramin-T-hydrat (C;H;CINO,SNa), Nr. 9887, Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

¢ C(Citronensiure-monohydrat (CcHsO7-H,0), Nr. 244, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

e DAB (3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat, C;;H4N4-4HCI),
D-9015, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

¢ di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO, -2 H,0O) , Nr. 6580, Fa.
Merck, Darmstadt, Deutschland

¢ [Eisessig (Essigsdaure 100%, CH;COOH), Nr. 63, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

e Ethanol (C;H50H) 99,9%, Universititsapotheke Tiibingen

¢ Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau-Losung, Universititsapotheke Tiibingen

e Himalaun (nach Meyer), Nr. 9249, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

e HPLC-Wasser, laboreigene Herstellung

e Imidazol (C3H4N,), Nr. 56750, Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

¢ Kaliumchlorid (KCI), Nr. 4936, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kaliumdihydrogenphophat (KH,PQO,), Nr. 4873, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Lipopolysaccharid (E. coli Serotyp 0128: B12), L-2755, Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

May-Giinwald-Losung (Eosin-Methylenblau-Losung), Universitdtsapotheke
Tiibingen

Methanol (CH3O0H), Nr. 6009, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
2-Methylbutan (CsHj;), Nr. 6056, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Methylcellosolve (Ethylenglycol-monomethyl-ether), Nr. E 5378, Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

Methylrotlosung 0,1% in Ethanol, Nr. 7137, J.T. Baker B.V., Deventer,
Holland

Natriumacetat-anhydrat (C,H3;NaQ,), Nr. 6268, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Natriumacetat-trihydrat (C;H;NaQO;-3H;0), Nr. 6267, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Natriumchlorid (NaCl), Nr. 6404, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid-Spiillosung 0,9%, CE 0123, Delta Pharma GmbH, Pfullingen,
Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH), Nr. 1.59319, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumnitrit (NaNQ,), Nr. 6549, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Natronlauge (NaOH), 0,1 N (Nr. 9141), I N (Nr. 9137), 5 N (Nr. 9913), Fa.
Merck, Darmstadt, Deutschland
N-(1-Naphthyl)ethylenediamin-dihydrochlorid (NED, C;;H14N>-2HCI), Nr.
N 5889, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland

ortho-Phosphorsiure (H;POy4) 85%, Nr. 573, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

Paraffin Roti®-Plast“, Nr. 6642, Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland
Paraformaldehyd, P6148, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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PBS spezial 1-fach, Nr. 041-90834, Fa. Gibco BRL Life Technologies GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

p-Dimethylaminobenzaldehyd (p-DABA), D 2004, Fa. Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

Perchlorsiure (HCIOy4) 70%, Nr. 514, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Poly-L-Lysin-Losung (w/v in Wasser) 0,1%, Nr. P8920, Fa. Sigma,
Deisenhofen, Deutschland

1-Propanol, (n-Propanol, C;HsO), Nr. 997, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland

2-Propanol (Isopropanol), Nr. 9634, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Rattennormalserum, X 0912, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland
Roti®-Histokitt, Nr. 6638, Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsdure (HCI), 0,01 N (Nr. 9974), 0,1 N (Nr. 9060), 1 N (Nr. 9057), 5 N (Nr.
9911), Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland
Streptavidin-Biotin-Komplex/HRP, Nr. K0377, Fa. Dako, Hamburg,
Deutschland

Sulfanilamid, Nr. S 9251, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Trans-4-Hydroxy-L-Prolin, Nr. H 6002, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Wasserstoffperoxid (H,O;, Perhydrol®) 30%, Nr. 7209, Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland

Xylol, Nr. 8681, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland

9.2.2. Nitrat-Nitrit-Bestimmung

Nitric Oxide Colorimetric Assay, Nr. 1756281, Fa. Boehringer, Mannheim,
Deutschland

9.2.3. Immunhistologie

Primirantikorper: Anti-Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, Maus
Makrophage (vom Kaninchen), polyklonal, Kat. Nr. 482728, Lot. B 25475, Fa.
Calbiochem, San Diego, CA, USA
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Sekundirantikorper: Schwein Anti-Kaninchenimmunglobulin, biotinyliert

F(ab’),, E 0431, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland

9.2.4. Laborverbrauchsmaterialien

Deckgliser, 24x60 mm, Fa. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Einmalbecher mit Deckel, 100 ml, Nr. 75.563, Fa. Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland

Eppendorf-Hiitchen: Safe-Lock-Reaktionsgefifle, 1,5 ml, Nr. 120.086, Fa.
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland

Gewebekassetten Tissue-Tek® III, Bayer Diagnostics U.K. LTD, Hampshire,
Grofbritannien

Mehrzweckgefidl mit Schnappdeckel, Nr. 203170, Greiner Labortechnik,
Frickenhausen, Deutschland

Millipore-Filter, Einweg-Filtereinheiten: Sterile Millex — HV, 0,45 um Filter
Unit, Nr. SLHVO025LS, Fa. Millipore, Eschborn, Deutschland
Millipore-Ultrafilter Biomax®, Einweg-Filtereinheiten: Ultrafree — 0.5
Centrifugal Filter & Tube Biomax — 10K Membrane 0,5 ml Vol., Nr.
UFV5BGCO00, Fa. Millipore, Eschborn, Deutschland

Objekttrager ,,SuperFrost“, 76x26 mm, Fa. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Papierfaltenfilter ,,Selecta*, @ 9 cm, Nr. 602h'4, Fa. Carl Schleicher & Schiil,
Dassel, Deutschland

Pipettenspitzen ,,Eurotips*, 0-10ul, Nr. 063.600, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen ,,Standardtips*, 10-100 ul (Nr. 003.004), 100-1000 pl (Nr.
015.002), Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
Reagenzrohrchen mit Verschlufl (Falcon®-Tubes), 15ml u. 50 ml, Nr. 2095
u. 2070, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

S-Monovette Kalium EDTA, Nr. 61664001, Fa. Sarstedt, Niimbrecht,
Deutschland
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9.2.5.

96-well-PS-Mikroplatte, F-Form, Nr. 655101, Greiner Labortechnik GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Film
Farbbildfilm ,,Fujicolor Superia 100%, Fuji, Tokio, Japan

9.3. Operationsmaterialien

9.3.1.

9.3.2.

Implantationsmaterial

Polyvinylalkohol-Schwdamme, 12,7 mm dia x 3 mm, Q608303, Fa. M-PACT,
Eudora, KS, USA

Operationsmaterialien

Povidon-lod-Losung (Betaisadona®), Zul.-Nr. 61080220001, Mundipharma
GmbH, Limburg, Deutschland

Diverse chirurgische Instrumente

Einmalkaniilen 100 Sterican®, div. GroBen, Fa. B. Braun AG, Melsungen,
Deutschland

Einmalspritzen, Iml, 5 ml u. 10 ml, Fa. B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
Hautklammergerit Leukoclip® SD, Nr. 47111, Beiersdorf AG, Hamburg,
Deutschland

Skalpell Cutifix® (Surgical Dispoable Scalpel), Ref. Nr. 05518016, B. Braun
Surgical GmbH, Melsungen, Deutschland

Steril-Kompressen Gazin®, Nr. 13642, Laboratoires Stella s.a. (Lohmann
Group), Liege, Belgien

9.3.3.Narkosemittel

Ketamin-hydrochlorid (Ketavet® 100mg/ml), Reg.-Nr. 89984, Pharmacia &
Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland
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Xylazin-hydrochlorid (Rompun® 2%) , Reg.-Nr. R1061, BayerVital
GmbH&Co.KG, Leverkusen, Deutschland

9.3.4.Sonstiges

Elektrorasierapparat mit Schneidekopf GH-703, Schnitthéhe 0,1 mm,
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

Hautschneidegerit mit 10 Dermatomklingen (Aesculap AG, Tuttlingen,
Deutschland), 7 Hautstreifen (Schnittlinge: 8,0 cm, Schnittbreite: 0,8 cm) pro
Schneidevorgang, Anfertigung der Hauswerkstatt der Chirurgischen Klinik,

Universititsklinik Tiibingen

9.4. Bestrahlung

Linearbeschleuniger ,,Linac A“, 4 MeV, Fa. Electa, Grof3britannien
Bleiplatte, 20 x< 20 cm, 1,5 cm dick, 3 Aussparungen mit 11 % 4 cm,
Anfertigung in der Abteilung fiir Strahlentherapie, Universitatsklinik Tiibingen
Plexiglasbehilter, 10 x 20 x 20 cm, mit 3 Fachern (5,5 x 9 X 18 cm),
Anfertigung Hauswerkstatt der Chirurgischen Klinik, Universitétsklinik
Tiibingen

Plexiglasplatte, 20 < 20 cm, 3 mm dick, Anfertigung Fa. Fritz, Tiibingen,
Deutschland

9.5. Laborgeriite

9.5.1.

Grofgerite
Analysenwaage AE 240, Fa. Mettler Instrumente GmbH, Giessen, Deutschland
Autoklav Heraeus UT 6200, Heracus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland

Brutschrank, Fa. Memmert, Schwabach, Deutschland
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ELISA-Reader, Milenia Kinetic Analyzer, Leihgabe DPC Biermann GmbH,
Bad Nauheim, Deutschland

Fotomikroskop ,,Axiophot*, Fa. Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Grobwaage P2000 N, Nr. 250441, Fa. Mettler Instrumente GmbH, Giessen,
Deutschland

Heizplatte ,,Histoplate*, Jung, Leica Vertrieb GmbH, Bensheim, Deutschland
Histoembedder (Paraffinausgief3station), Nr. 09200359, Leica Vertrieb
GmbH, Bensheim, Deutschland

Mikroskop Leitz Labor Lux S, Fa. Leica, Wetzlar, Deutschland
Rotationsmikrotom RM 2035 BIOCUT, Nr. 20890359, Leica Vertriecb GmbH,
Bensheim, Deutschland

Tensiometer (Universalpriifmaschine ,,Zwicki*), TMZ 2.5/TN1S, Fa. Zwick,
Ulm, Deutschland

Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomat ,,Histokinette*, Jung TP 1050, Nr. TP
010194, Leica Vertrieb GmbH, Bensheim, Deutschland

Wasserbad UB 20/R400, Messgerite-Werk Lauda, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Wasserbecken HI 1210, Leica Vertrieb GmbH, Bensheim, Deutschland
Zentrifuge ,,Biofuge A“, Fa. Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland

9.5.2. Kleinger:iite

Kochplatte IKAMAG®RH, mit Drehfunktion, IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Kolbenhubpipetten; 0,5 pul — 10 pl, 10 pl — 100 pl, 100 ul - 1000ul; Eppendortf-
Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland

Mikroprocessor pH-Meter, pH 535 Multi Cal®, WTW GmbH, Weilheim,
Deutschland

Vortex-Genie™ K550-GE, Bender&Hobein AG, Ziirich, Schweiz
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10. Abkiirzungsverzeichnis

o Irrtumswahrscheinlichkeit

Abb. Abbildung

A. bidest. destilliertes Wasser

ADP Adenosindiphosphat

bFGF Basic fibroblast growth factor

BH4 Tetrahydrobiopterin

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

Ca*" Kalzium-Ion

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
cNOS konstitutive Stickstoffmonoxidsynthase
D Energiedosis

Da Dalton

DAB 3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-dihydrat
DNS Desoxyribonukleinsidure

E. coli Escherichia coli

EDRF Endothelium-derived relaxing factor
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF Epidermal growth factor

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
eNOS endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
Fa. Firma

FAD Flavinadenindinukleotid

FMN Flavinmononukleotid

g Gramm

Erdbeschleunigung (g = 9,81 m/s°)

GTP Guanosintriphosphat
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Gy

Hb
HPLC
IFN-y
IGF-1
IgG

Il
iNOS
L.p.

L-NAME
L-NMMA
LPS

Md
Met-Hb
MeV
MG

umol
ml
MMP
mRNA

NaCl
NADPH
NED

ng

Gray

Stunde

Hamoglobin

High performance liquid chromatography
Interferon-y

Insulin-like growth factor-1
Immunglobulin der Klasse G

Interleukin

induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase
intraperitoneal

Liter
NY-Nitro-L-Arginin-methylhydrochlorid
L-N“-Monomethyl-Arginin
Lipopolysaccharid

molare Lésung

Median

Methamoglobin

Megaelektronenvolt

Molekulargewicht

Microliter

Micromol

Mililiter

Matrixmetalloproteinasen
Messenger-Ribonukleinséure
Stichprobenumfang

Newton

Normall6sung

Natriumchlorid
Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat
N-(1-Naphthyl)ethylendiamin-dichlorid

Nanogramm
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NMDA
nNOS
NO
NO;
NOs
NOS
NOy

0O,
OHP
ONOO

PBS
p-DABA
PDGF
PVA
RBW

SD

SEM
Tab.
Tabl.
TGF-o/-B
TNF-a
uv
VEGF
WRFform
WRFfr

X

z.B.

ZNS

N-Methyl-D-Aspartat

neuronale Stickstoffmonoxidsynthase
Stickstoffmonoxid

Nitrit

Nitrat

Stickstoffmonoxidsynthase

Nitrat und Nitrit

molekularer Sauerstoff
Hydroxyprolin

Peroxynitrit
Irrtumswahrscheinlichkeit
phosphatgepufferte Kochsalzlosung
p-Dimethylaminobenzaldehyd
Platelet-derived growth factor
Polyvinylalkohol

relative biologische Wirksamkeit
Standardabweichung
Standardfehler

Tabelle

Tablette

Transforming growth factor-o/-8
Tumour necrosis factor-a
ultraviolett

Vascular endothelial growth factor
,formalinfixierte* Wundreilfestigkeit
»frische® WundreiBfestigkeit
arithmetischer Mittelwert

zum Beispiel

zentrales Nervensystem
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Familienstand: ledig

Eltern: Ute Maria Weimer, geb. Wille, Realschullehrerin

Ernst Karl Weimer, Diplom-Volkswirt

Schulische Ausbildung und Studium

1982-1986
1986
1986-1995
1995
1995

1997
1998
2001
2001 - 2002

Eduard-Morike-Grundschule, Boblingen
Hohbuch-Grundschule, Reutlingen
Johannes-Kepler-Gymnasium, Reutlingen
Abitur

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der Eberhard-Karls-
Universitit Tlibingen

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
Praktisches Jahr:

Chirurgie, Katharinenhospital Stuttgart
Kinderheilkunde, Olgahospital Stuttgart
Innere Medizin, Kantonsspital Basel, Schweiz

26. November 2002 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktika, Famulaturen, Tutoriate

1996

1997 - 1998

1998

1998
1999

1999
2000 - 2002
2000

Krankenpflegepraktikum in der Abteilung fiir Gyndkologie am
Kreiskrankenhaus Reutlingen

Studentische Tutorin im Kursus der makroskopischen Anatomie
am Anatomischen Institut Tiibingen

Famulatur in der Abteilung fiir Allgemein- und Gefélchirurgie
am Humboldt-Krankenhaus, Berlin

Praxisfamulatur Allgemeinmedizin in Felixstowe, GrofSbritannien
Famulatur in der Abteilung fiir Kinderchirurgie an der
Universitdtsklinik Tiibingen

Praxisfamulatur Radiologie in Metzingen

Pflegedienst bei der Mobile Hauskrankenpflege GmbH, Tiibingen
Studentische Tutorin an der Universitdtskinderklinik Tiibingen,
Abteilung Kinderkardiologie

Klinische Titigkeit

Seit Mirz 2003

Arztin im Praktikum in der Abteilung fiir Kinderheilkunde,
Universitétsklinik Miinster
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