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Abkiirzungen und deren Erkliarung

4E-BP1 Eukaryotic translation initioation factor 4E-bindig protein 1
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Akt/mTOR-Signalweg
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ATG Autophagy related Gene
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CD8+ T Cluster of differentiation 8
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GCS Glasgow coma scale
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HBO Hyperbare Oxygenation
HMG-CoA-Reduktase 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
IHT Inhalationstrauma
IL Interleukin
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LC3 Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3
L-NAME Nw-nitro-L-Arginin-Methylester
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MDA Malondialdehyd
MLCK Myosin-leichte-Ketten-Kinase
MTORCI1 mechanistic/mammalian target of rapamycin complex 1
mTOR-Kinase mechanistic/mammalian target of rapamycin
NAC N-Acetylcystein
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NAD" Nicotinamidadenindinukleotid
NB-201 Benzalkoniumchlorid
NF-«B Nuklear Faktor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
NO Stickstoffoxid, Stickstoffoxid
NOS NO-Synthase
P70S6K Ribosomal protein S6 kinase beta-1
PAF Plattchen-aktivierenden Faktors
PGIL Prostazyklin
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PIP3 Phosphatidyl-3,4,5-Triphosphat
Pis interstitieller Druck
PKA Proteinkinase A



PKB Proteinkinase B

PLC-B Phospholipase C-3

ROS Reaktive oxygen species

r-tPA recombinant tissue plasminogen activator

SD Standardabweichung

SIRS Systemic inflammatory response

Sirtl Sirtuin-1

SOFA-Score Sepsis-related organ failure assessment score
TGF-B1 Transforming growth factor beta receptor 1
TNF-a Tumornekrosefaktor- a

TUNEL-Assay terminal-deoxynucleotidyl transferase mediated nick end labeling
VC Vitamin C

VD Vitamin D

VEGF Gefil-endotheliale Wachstumsfaktor
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Zusammenfassung

Einfithrung:

Die Autophagie und Apoptose in verbranntem Gewebe scheinen eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie und Therapie einer Verbrennungsverletzung zu spielen.

Durch den Prozess der Autophagie kann eine Zelle ihre Bestandteile abbauen und
wiederverwerten. Womoglich kann mittels Autophagie-Induktion dem Nachbrenneffekt
einer Brandverletzung entgegengewirkt werden, dieser beschreibt die Ausweitung der
Nekrose von der Koagulationsnekrose-Zone auf die Stase-Zone einer Brandwunde. Weitere
involvierte ~ pathophysiologische =~ Prozesse =~ wie  Ischdmien,  iiberschieende
Entziindungsreaktionen und Sauerstoffradikal-Akkumulationen (ROS) beeinflussen ebenso
das Nachbrennen.

Das Ziel der Literaturrecherche und Tierversuchsstudie war es, sowohl die
pathophysiologischen Prozesse, des Nachbrennens zu veranschaulichen, als auch die
verschiedenen Wirkungen von experimentellen Substanzen insbesondere auf die Autophagie

zu beleuchten.

Material und Methoden:

Diese Studie umfasste eine Literaturrecherche und einen prospektiven Tierversuch.

Die Recherche erfolgte mittels vordefinierter MESH-Begriffe, PUBMED und
ResearchGate-Suchen zum Thema des Nachbrenneneffektes, seiner Pathophysiologie und
den unterschiedlichen Moglichkeiten diesen zu verhindern.

Im Tierversuch wurden 6 Gruppen zu je 10 Sprague-Dawley-Ratten zu je 20 % ihrer
Korperoberfliche mit kochendem Wasser verbriiht, wonach sie intraperitoneal einmalig die
Testsubstanzen Spermidin, Rapamycin, Hydroxycitrat und Nicotinamid erhielten. Diese
wurden mit 2 Kontrollgruppen verglichen, von denen eine Dimethylsulfoxid und die andere
Kochsalzlosung erhielt. Das Ziel war es die Nekrose der Stase-Zone zu verhindern oder zu
reduzieren.

Wihrend der gesamten Studiendauer (8 Tage) wurde das Gewicht der Ratten und die
Hautperfusion mittels Laser-Speckle-Contrast Imaging zu Beginn und am achten und letzten
Tag der Studie beobachtet. Dariiber hinaus wurden Biopsien der Verbrithungswunden

histologisch untersucht.



Ergebnisse:

In der Literaturrecherche iiberwog die Anzahl der Studien, die auf die Verbesserung der
Perfusion von Verbrennungswunden abzielten. 14 von 34 der einbezogenen Studien
verwendeten Substanzen zur Erhohung der Durchblutung. 7 reduzierten die Menge an ROS
und 8 Studien zeigten, dass die verwendeten Substanzen mehrere Mechanismen gleichzeitig
beeinflussten.

Die Kenntnisse iiber die Anwendung von Autophagie-induzierenden Substanzen und deren
wundheilende Eigenschaften sind begrenzt. 5 Studien wurden gefunden, in denen
Substanzen, wie DMSO, Rapamycin, Erythropoietin, Vitamin D und Pléttchen-reiches
Plasma, verwendet wurden, um das Fortschreiten von Verbrennungswunden {iber die

Autophagie zu reduzieren.

Keine der in der Tierstudie verwendeten Substanzen zeigte eindeutig positive Effekte auf
die Stase-Zone. 4 Ratten der Spermidingruppe starben, woraufhin die Spermidingabe
abgebrochen wurde. Weiteres waren die Unterschiede zwischen den Substanzgruppen im

Vergleich zu den Kontrollen nicht signifikant.

Fazit:

Diese Literaturiibersicht zeigt vielversprechende Testsubstanzen im Gegensatz zur hier
durchgefiihrten Tierversuchsstudie. Ein aussagekriftigeres Ergebnis der Tierstudie konnte
durch Erhéhung der Rattenzahl pro Substanzgruppe, einer lingeren Studiendauer oder durch
Dosisanpassungen der Substanzen erreicht werden. Es sollten daher weitere
Forschungsschritte eingeleitet werden, um eine ausfiihrliche Bewertung Autophagie-

induzierender Substanzen und deren Entwicklung zu erméglichen.
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Abstract

Introduction:

Autophagy and apoptosis appear to be of great importance in the pathophysiology and
therapy of burn injuries. Cells can recycle their components and potentially improve healing
processes through an increase of autophagy. Other mechanisms involved in burn wound
progression are ischemia, excessive inflammatory reactions and oxygen radical
accumulations (ROS).

The objective of this study was to review these pathophysiological pathways involved in
burn wound progression as well as different effects of therapeutic substances, like

autophagy-inducers used to reduce the destruction of the zone of stasis.

Methods:

This study entails a literature review and a prospective animal study.

The review was conducted through pre-defined MESH terms on burn wound progression
and its prevention, as well as PUBMED and ResearchGate-Searches. This study focused on
specific pathophysiological mechanisms, namely autophagy and apoptosis, perfusion and
oxidative stress as well as experimental treatments targeting said mechanisms.

The animal study was performed to test the efficacy of autophagy-inducing substances on
salvaging the zone of stasis through an in vivo study. 6 groups of 10 Sprague Dawley rats
were scalded using boiling water to create a burn injury extending over 20% of the total body
surface area (TBSA). The test substances spermidine, rapamycin, hydroxy citric acid and
nicotinamide were administered once post-burn and intraperitoneally.

These 4 substance groups were compared to 2 control groups receiving dimethyl sulfoxide
(DMSO) and saline solution, respectively. We assessed the outcomes through determining
the rats’ weights and laser speckle measurements at the beginning and end (day 8) of the
study. Furthermore, biopsies of the scald wounds were examined, and the resulting scores

were analyzed.

Results:

The review revealed the predominance of studies targeting the amelioration of burn wound
perfusion to salvage the zone of stasis. 14 out of 34 studies used substances to elevate
perfusion levels and 7 reduced the amount of ROS in burn wounds. 8 studies found

substances interfering with more mechanisms at once. Knowledge about the application of
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autophagy-inducing substances and their wound healing properties are limited. 5 studies
were found using DMSO, rapamycin, erythropoietin, vitamin D and platelet-rich plasma to
reduce burn wound progression.

None of the substances used in the animal study showed a reduction of burn wound
conversion. Apart from the fact that 4 spermidine-rats died leading to a stop of spermidine-
use in this study, differences between the substance groups compared to the controls were

non-significant.

Conclusion:

This literature review shows promising therapeutic interventions to reduce the secondary
burn wound progression in contrast to the animal study. A more valid outcome of the animal
study might by achieved through increasing the number of rats per substance group and the
duration of the study or through substance dose adjustments. Therefore, further research
should be conducted to enable a proper evaluation of autophagy-inducing substances and

their development.

12



Einleitung

Der Nachbrenneffekt ist das Phdnomen der sekundiren Gewebeschddigung nach einer
Verbrennung. Die Verbrennungswunde weitet sich nach dem erfolgten thermischen Trauma
weiter aus und fiihrt zu initialen Fehleinschitzungen der Verbrennungstiefe und ihres
Ausmales (1).

Dieses sekundidre Fortschreiten der Brandverletzung resultiert aus der Ischdmie, der
Apoptose und Autophagie, der Odembildung, des oxidativen Stresses und der
tiberschieBenden Entziindungsreaktion im betroffenen Hautareal auf die thermische Noxe.

Initial intakt imponierendes Gewebe wird dadurch nekrotisch (2).

Im klinischen Alltag fiihrt der Nachbrenneffekt zur Unterschdtzung der
Verbrennungsverletzung und in weiterer Folge auch zur Einleitung einer inaddquaten
Therapie. Folglich erhoht sich die Potentialitidt schwerwiegender Komplikationen und die
Letalitdt der VerbrennungspatientInnen.

In den letzten 80 Jahren wurden sowohl die Pathophysiologie als auch neue Therapieansitze
erforscht, um den Nachbrenneffekt zu vermindern oder zu verhindern. Einige Ansétze,
welche die Modulation des Prozesses der Autophagie untersuchen, scheinen
vielversprechende Ergebnisse zu zeigen (3-5). Die Autophagie einer Zelle beschreibt einen
Abbau- und Wiederverwertungsmechanismus der Zellorganellen, die Zelle und ihre

Bestandteile werden im Grunde ,recycelt® (6).

Erforscht wurden in dieser Arbeit Therapiemoglichkeiten, wie etwa die Autophagie-
Induktion (7), die Optimierung der Perfusion und die Reduktion der reaktiven
Sauerstoffspezies in der Verbrennungswunde. Fiir die Autophagie-Induktion kommen
Substanzen wie Rapamycin (8-10), Spermidin (11,12) und Nicotinamid (13,14) und
Hydroxycitrat (15,16) in Frage. Spermidin zeigte bei einer zuvor gehenden
Tierversuchsstudie hierorts bereits vielverprechende Ergebnisse (12).

Mit den genannten Substanzen wurde eine Tierversuchsstudie durchgefiihrt, um den Effekt
dieser Substanzen auf die sekundidren Schiden durch die Verbrithungen in Ratten zu
untersuchen. Ratten wurden in Allgemeinnarkose am Riicken verbriiht und anschlieBend mit
den oben angefiihrten Substanzen therapiert. Die Verbrithung am Riicken wurde am Ende

der Studie histopathologisch beurteilt und der Versuch in seiner Gesamtheit analysiert.
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1 Verbrennungen — Grundlagen

Verbrennungen sind Verletzungen durch thermische Einwirkungen auf die Haut, ihre
Anhangsgebilde und ihre unterschiedlichen Schichten; bei entsprechender Tiefe der
Verbrennung konnen auch Muskulatur und Knochen betroffen sein. Grofflichige
Verbrennungen kdnnen schwerwiegende systemische Symptome bis hin zum Schock oder
zur Sepsis verursachen. Im Jahr 2018 wurden in Osterreich 1404 stationdre Aufnahmen mit
einer ICD-10 Entlassungsdiagnose ,,Verbrennungen oder Verdtzungen (T20-T32)“
aufgezeichnet. Davon waren 145 tagesklinische Aufenthalte, 18 Patienten sind ihren

Verletzungen erlegen (17).

Verbrennungen konnen durch mannigfache thermische Noxen entstehen (s. Tab. 1), die
verschiedenen Ursachen der Brandverletzung konnen diagnostisch wegweisend sein und

unterschiedliche therapeutische Konsequenzen mit sich ziehen (18).

Verbrennungsursache Haufigkeit
Flamme 44.9%
Verbrithung 25,9%
Explosion 11,2%
Kontaktverbrennung 6,7%
Stromunfall 4,6%
Sonstige (Sonne, Reibung, etc.) | 5,2%

Tab. 1 Verbrennungen nach Ursache und Hdufigkeit (19)

1.1 Ursachen einer Verbrennung

111 Thermische Verletzung

Verbrithungen — Heille Fliissigkeiten verursachen bei Kindern bis zu 70% aller
Verbrennungsverletzungen, allerdings sind auch &ltere Menschen oft von Verbriihungen
betroffen. Die Verbriihung, auch Ambustio, kann insbesondere durch heiBe Ole alle
Schichten der Haut beschiddigen (20). Oft sind Verbrithungen auch ein ,Mosaik von

oberflachlich und tiefer verbriihten Arealen® (21).
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Verbrennung — Flammen verursachen 50% der Verbrennungen, auch Combustio, bei
Erwachsenen und sind nicht selten mit Inhalations- und anderen Begleittraumata assoziiert.

Hier konnen betroffene Hautschichten variieren (20,21).

Kontaktverbrennung — Bei élteren Menschen, neurologischen Patienten (Epilepsie) und
Patienten unter Drogen oder Alkoholeinfluss kann es durch Synkopen und die schlechtere
Reaktionsfahigkeit zu einer Kontaktverbrennung kommen, bei Kindern geschieht diese
iiberwiegend durch Unfille.

Verletzungen durch einen kurzzeitigen Kontakt mit einem tiberméBig heilen Objekt (z.B.
heiBles Metall, Plastik, Kohle, Glas) kommen im Industriebereich bei Arbeitsunfillen vor.
Oft haben diese Wunden alle Hautschichten durchdrungen oder kommen tief in der Dermis

zu liegen (20,21).

11.2 Elektrische Verletzung

Ein elektrischer Strom kann durch den menschlichen Korper {iber eine Eintritts- und eine
Austrittsstelle flieBen. Durch die Umwandlung von elektrischer zu Warmeenergie, wird die
Haut beschédigt. Das Ausmal} des Gewebeschadens ist abhingig von der Stromstérke, der
Kontaktflache, der Einwirkdauer, des Stromweges und der Stromart (22).

Es werden zwei Stromarten voneinander unterschieden:

- Wechselstrom — Elektronen kreisen im Stromkreis, der zu tetanischen
Muskelfibrillationen fiihren kann und somit den Menschen an der Stromquelle
,festhalt®.

- Gleichstrom — Elektronen flieBen in eine Richtung. Der erzeugte Stromschock kann
Betroffene ruckartig von der Stromquelle entfernen.

Diese Unterschiede gelten nur bei Niederspannungen, ab einer Spannung von iiber 1000 V

spielt die Art des Stromes keine wesentliche Rolle mehr (23).

Folgende Formel dient zur Einschidtzung des entstandenen Gewebeschadens, sie beschreibt

die generierte Hitze: 0,24xU’xR.

Der Widerstand (R) ist in jedem Gewebe des Korpers ein anderer. Nervengewebe,

Blutgefdfle, Schleimhdute und die Muskulatur haben einen eher geringen Widerstand.

Knochen dagegen einen Hohen.
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Die Hauptdeterminante fiir die Einschitzung des Gewebeschadens ist die Spannung, daher

werden diese Verletzungen nach Gréfe pro Hohe der Spannung eingeteilt (20).

Hochspannungsstrom — Dieser kann ‘echte Hochspannungsverletzungen’ oder ‘flash-
Verletzungen’ erzeugen. Die echte Hochspannungsverletzung ist jene, welche durch ein
Durchstromen des Korpers mit einer Ein- und Austrittsstelle des Stroms auf ihrem gesamten
Weg Gewebeschidden anrichten kann. Hierbei handelt es sich um Spannungen von ca. 1000V
oder hoher, wobei der Kontakt mit Spannungen iiber 70.000V letal ist.

Oft kommt es bei Spannungen von ca. 1000V zu grof3flichigen Weichteil- und
Knochennekrosen, die Amputationen zur Folge haben kdnnen. Die Muskelschadigung kann
zu einer Rhabdomyolyse fithren, welche die Nierenfunktion einschrinken und zu einer
Niereninsuffizienz fithren kann. Hier muss therapeutisch aggressiv eingegriffen werden. Ein
ausgedehntes Debridement sowie eine komplexe Wundbehandlung sind notwendig. Auch
sind Myokardischdmien mogliche Komplikationen von Stromunfillen. Eine haufige

Todesursache ist jedoch der Atemstillstand (23).

Blitzschlag — Der Blitz ist ein gerichteter Gleichstrom. Dieser kommt zustande, wenn die
elektrische Spannungsdifferenz zwischen einer Gewitterwolke und der Erde die Spannung
der umgebenden Luft iibersteigt. Die Stromspannung eines Blitzes kann 1 mio. V, die

Stromstérke 200.000 A und die Temperatur 25.000°C {ibersteigen (23).

Lichtbogen ,arc flash‘ — Hochspannungssysteme verursachen Lichtbogen, die, iiber den
tangentialen Kontakt mit der um den Strom entstehenden Hitze, Brandverletzungen
hervorrufen kénnen. Dies nennt sich auch Uberschlag. Bei dieser Art der elektrischen
Verbrennung flieBt kein Strom durch den Korper. Hier werden Korperoberfldachen verletzt,
die der entstehenden Hitze exponiert sind. Meist sind diese oberflachlichen Verbrennungen
im Gesicht oder auf Hénden. Es kommt allerdings auch vor, dass die Kleidung sich
entziindet, in diesem Fall sind die entstehenden Verbrennungen dritten Grades tief und

flachig durch die ldngere Expositionsdauer iiber Kleidungsstiicke (23).

Haushaltsstrom — Niedrigstromspannungsverletzungen neigen dazu kleinflachige tiefe
Kontaktverbrennungen zu erzeugen. Diese findet man an den Ein — und Austrittsstellen des
Stromes. Der Wechselstrom im Haushalt fiihrt nicht selten zu Nervenleitungsstorungen, die

den kardialen Rhythmus beeinflussen und Arrhythmien auslésen konnen (23).
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Bei durch elektrischen Strom verursachten Traumata, muss eine engmaschige Beobachtung
und Diagnostik der Herzleitungsbahnen (24h-EKG-Uberwachung) durchgefiihrt werden.
Arrhythmien sollten frithestmoglich erkannt und therapiert werden, da diese unentdeckt
unweigerlich zur Bildung von Emboli beitragen, welche oftmals Gefédl3e des Hirnkreislaufes

verlegen und somit zu erheblichen Schlaganfillen fithren kénnen (23).

1.1.3 Chemische Verletzung

Diese kommt hauptsichlich im Industriegebiet vor, kann allerdings auch im Haushalt durch
unterschiedliche chemische Substanzen verursacht werden. Die durch dtzende Chemikalien
verursachten Verbrennungen sind meist tiefe Koagulationsnekrosen, die zur Génze entfernt
werden miissen. Der korrosionsférdernde Anteil in aggressiven Chemikalien ist in seiner
Gewebsschidigung nicht selbstlimitierend. Dies bedeutet, dass die weitere Schidigung nur
durch die Entfernung der Noxe zu verhindern ist.

Laugen neigen dabei dazu tiefere Wunden zu verursachen als Sduren. Zement ist ein Beispiel
fiir eine Laugenverbrennung. Flusssdure wird im industriellen Setting oft fiir Glasitz-
Prozesse verwendet. Es verursacht eine kontinuierliche und tiefgreifende Verbrennung, die
mit Calciumgluconat neutralisiert werden muss.

Die Initialtherapie bei chemischen Verbrennungsverletzungen ist immer dieselbe. Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke miissen entfernt und die betroffene Stelle muss griindlich
gespiilt werden. Auch die Patientlnnen zu duschen, zeigt oft eine Reduktion der Tiefe der
Wunde. Lackmuspapier kann verwendet werden, um die Entfernung der Chemikalie zu
bestdtigen. Bei Augenbeteiligungen sollte reichlich gespiilt werden und entsprechend

behandelt werden (20,24).

Verschiedene Ursachen einer Verbrennung priagen das Outcome der Wundverhiltnisse,
welche wiederum das therapeutische Management beeinflussen. Daher ist es wichtig zu
verstehen, wie sich eine Person die Verbrennungsverletzung zugezogen hat und mit welcher
physiologischen Antwort der Korper reagiert, um angemessene Therapiema3nahmen

einleiten zu koénnen (20).
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1.2 Pathophysiologie einer Verbrennung

Der Grundbaustein fiir eine effektive therapeutische Intervention ist ein Verstindnis der
Pathophysiologie von Verbrennungen. Der Korper reagiert auf Verbrennungen sowohl lokal
als auch systemisch. Die lokale Reaktion ldsst sich durch die drei Zonen der Verbrennung

nach Jackson beschreiben (s. Abb. 2) (25).

1.21 Lokale Reaktionen

Ein grundlegendes Verstindnis flir den histologischen Aufbau und die Physiologie der Haut
ist essenziell fiir den addquaten Umgang mit Brandverletzungen. Die Haut setzt sich aus

unterschiedlichen Schichten zusammen (s. Abb. 1) (26).

Str. corneum

.H’; ™ o

o

Abb. 1 Zellschichten der Kutis

Das Integumentum commune, die Hautdecke, setzt sich aus drei Schichten zusammen:
Epidermis, Dermis und Subkutis.

Die Epidermis ist die oberfldchlichste Schicht der Haut und besteht aus einem verhornten
mehrschichtigen Plattenepithel (Stratum corneum bis Stratum basale). Darunter liegt der
Bindegewebsanteil der Haut, die Dermis (Stratum papillare und reticulare). Gemeinsam

bilden Epidermis und Dermis die Kutis, die obere Schicht der Hautdecke (s. Abb. 1).

Darunter liegt eine Schicht aus Binde- und Fettgewebe, die Subkutis oder Tela subcutanea.
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Zu den Hautanhangsgebilden zdhlen Verhornungsprodukte wie Haare und Négel, aber auch
Hautdriisen wie Talg- und Schweif3driisen.

Die Funktionen der Haut sind der Schutz vor dem Wasserverlust und vor dem Eindringen
korperfremder Substanzen, dazu befinden sich Langerhans-Zellen als ,first line defense® des
angeborenen Immunsystems in der Epidermis. Eine weitere Funktion ist die
Thermoregulation, welche iiber die GeféBarchitektur und Schweifldriisen erfolgt. Zusédtzlich
dazu schiitzen iiber der Basalmembran befindliche Melanozyten den Organismus vor den
kanzerogenen UV-Strahlen der Sonne, dieser Schutz erfolgt iiber die Produktion von
Melaninpigmenten (21,27). Die Haut ist auch metabolisch aktiv, da hier 7-Dehydro-
Cholesterol durch die UV- und Wiarmeeinwirkung der Sonnenstrahlen zu Cholecalciferol

(Vitamin D3) umgewandelt wird (28).

Eine Verbrennungsverletzung beschidigt die Haut in einer zwiebelschalenartigen Form,
welche von Jackson 1953 beschrieben wurde (25). Es wurden 3 Zonen der Verbrennungen

wie folgt festgelegt (s. Abb. 2):

Zone of
stasis

Zone of
coagulation

Zone of

Epidermis —— hyperaemia

hAASF

]

Adequate Inadequate
resuscitation Zone ol resuscitation
coagulation

Zone of stasis preserved Zone of stasis lost

Abb. 2 Verbrennungszonen nach Jackson (20)
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= Koagulationsnekrose-Zone:
Dies ist der zentrale irreversibel-zerstorte Nekrose-Bereich einer Verbrennung, dort werden

enthaltene Proteine denaturiert und sie koagulieren (20).

= Stase-Zone:

Diese Nekrose-Zone wird zirkulédr von der Stase-Zone umgeben.

Sie zeichnet sich aus durch eine verminderte Perfusion des betroffenen Gewebes und ist
potenziell regenerationsfahig. Allerdings bleibt die Regeneration bei fehlender Intervention

vollig aus und auch diese Zone nekrotisiert (20).

= Hyperdmie-Zone:

Die duBlerste Zone einer Verbrennungsverletzung wird vermehrt durchblutet, hier erfolgt in
den meisten Fillen eine Regeneration des Gewebes. Sollte der Patient eine schwere Sepsis
oder eine prolongierte Durchblutungsstérung erleiden, kann auch die Hyperdmie-Zone

zugrunde gehen (20).

Die Verbrennungsverletzung 16st nach der direkten Proteindenaturierung die Ausschiittung
von Entziindungsmediatoren aus, auch Sauerstoffradikale werden frei und schiadigen das

Endothel, wodurch sich die Nekrose ausweitet. Die Wunde ,brennt nach® (21).

1.2.2 Systemische Reaktionen

Erreicht die Verbrennung ein Ausmal} von iiber 20% der Korperoberfliche (KOF) reagiert
der gesamte Organismus auf die Gewebeschiddigung (20,21):

1.2.2.1 Kardiovaskularer Effekt

Die GefdBwandpermeabilitdt wird erhoht, sodass Proteine und Fliissigkeit in das Interstitium
gelangen. Es kann zum hypovoldmischen Schock kommen, dabei leiden Patientlnnen an
Hypotonie, Tachykardie, Tachypnoe, auch nephrologische Symptome kommen vor von

einer Oligurie bis zur Anurie (21).
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Weiteres erfolgt eine Vasokonstriktion sowohl in den peripheren Gefdafen als auch in den
GefiaBen des Splanchnikusgebietes, so wird die Darmperfusion erheblich beeintrachtigt (21).
Therapeutisch kann dem, mit einer angemessenen Fliissigkeitszufuhr, entgegengewirkt
werden (Parkland-Formel nach Baxter fiir Erwachsene: (4 ml z. B. Ringer-Laktat x % VKOF
x kg KG) / 24 h; siehe Kapitel 2.5) (20). So konnte in den letzten 80 Jahren die Inzidenz des

Nierenversagens nach einer Verbrennung erheblich gesenkt werden (21).

1.2.2.2 Respiratorischer Effekt

Die Inflammationsmediatoren verursachen eine Bronchokonstriktion, in schweren Fillen
kommt es zu einer akuten respiratorischen Insuffizienz auch ,Acute Respiratory Distress
Syndrome* (ARDS) genannt. Hierbei handelt es sich um eine akute Lungenschiddigung,
welche zu einer alveolaren Fliissigkeitsansammlung fiihrt, welche wiederum den
Gasaustausch stark einschrankt und die Compliance der Lunge herabsetzt. Die
Oxygenierung des Blutes wird erschwert. Therapeutisch ist die wichtigste Ma3nahme die
Behebung der Ursache. Zusitzlich dazu wird eine fiir die Lunge schonende Beatmung
empfohlen (20). Eine Sauerstoffbehandlung mittels O>-Maske mit Reservoirbeutel ist bereits
bei Verbrennungen von 10% der gesamten Korperoberfliche vorteilhaft. Indikationen fiir
eine priklinische Intubation wédren Kombinationstraumata mit hypovoldmischen Schock,

pulmonaler Insuffizienz und einer Vigilanzminderung (GCS<S8) (29).

1.2.2.3 Metabolischer Effekt

Wihrend eines Verbrennungsschocks, bei dem die Sympathikusaktivitit erhoht ist und
Volumenrezeptoren stimuliert werden, konnen Angiotensin II und Vasopressin im Blut in
hohen Konzentrationen gefunden werden. Diese Vasokonstriktoren, insbesondere
Angiotensin II, konnen z. B. fiir die selektive Darm- und Schleimhautischimie
verantwortlich sein, die eine Verschiebung von Endotoxinen und Bakterien aus dem
Gastrointestinaltrakt in die Blutbahn verursachen konnten. Somit wird die Entwicklung
einer Sepsis und eines Multiorganversagens begiinstigt (30).

Zusitzlich werden Hormone wie Katecholamine, Glukagon und insbesondere Kortison

vermehrt ausgeschiittet, welche einen Hypermetabolismus auslosen (21).
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Der Grundumsatz kann sich um bis zu 300% steigern, dies hingt nicht ausschlielich mit
der Hormonausschiittung zusammen, es wurde beispielsweise festgestellt, dass in den ersten
2-4 Wochen nach der Brandverletzung eine Umwandlung des weillen Fettgewebes zu
braunem Fettgewebe bei Brandverletzten stattfindet, was ebenso zu einem
Hypermetabolismus fiihren kann. Braunes Fettgewebe hat bekanntlich einen hohen Anteil
an Mitochondrien und somit auch einen erhohten Energieverbrauch als weilles
Fettgewebe (31).

Die Steigerung des Grundumsatzes ist auch verbunden mit der Hypoperfusion des Darmes,
welcher dadurch in seiner Funktion der Néahrstoffabsorption geschwicht ist. Es wird
empfohlen eine sofortige, zeitlich knapp begrenzte, parenterale Erndhrung zu beginnen. So
wird vorerst der Katabolismus reduziert und die Integritit des Darmes gewahrt (20).
Allerdings sollte so bald als moglich die enterale Erndhrung wieder eingeleitet werden, um
die Verschleppung von Bakterien und Toxinen aus der Darmflora ins Blut zu verhindern.
Bei einer Magenatonie sollte eine Duodenalsonde gelegt werden, da die parenterale

Erndhrung nur bei kompletter Dysfunktion des Gastrointestinaltraktes indiziert ist (32).

1.2.2.4 Immunologischer Effekt

Das Immunsystem wird unspezifisch gedrosselt. Diese Down-Regulation betrifft sowohl
das humorale als auch das zellulire Immunsystem (20). Vorerst ist die Immunantwort lokal
begrenzt, denn Makrophagen werden an die betroffene Stelle angelockt und schiitten durch
thre Degranulation Histamin aus. Histamin ist eines der Mediatoren, welche die
Hyperpermeabilitit der GefiBe in der Brandwunde steigern und zur Odembildung
beitragen. Weitere, nach einem thermischen Trauma, gesteigerte vasoaktive Substanzen

wiren Serotonin, Bradykinin, Prostaglandin und Leukotriene (s. Kapitel 2.2) (30,32).

1.2.2.5 Nozizeptiver Aspekt

Verbrennungen sind je nach Verbrennungsgrad unterschiedlich in ihrer Schmerzintensitét.
Eine Verbrennung dritten Grades ist weniger schmerzhaft als jene zweiten Grades, da eine
vollstdndige Destruktion der kutanen nozizeptiven Rezeptoren der Nervenzellen erfolgt.
Die Sedoanalgesie Brandverletzter ist ein wichtiger Therapiebestandteil, da nie der gesamte

Korper einen einzigen Verbrennungsgrad aufweist. Von besonderer Bedeutung ist dabei
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auch die Reduktion der schmerzbedingten Sympathikusaktivierung, welche bereits

genannte Kreislautkomplikationen mit sich bringen kann (29).

1.3 Diagnostik einer Verbrennung

Bei groBflachigen Verbrennungen erfolgt eine rasche Beurteilung der Vitalfunktionen nach
dem ATLS®-Protokoll (ABCDE-Schema). Untersucht werden Atemwege und Atmung,
Kreislauf und Blutungen.

Auch der neurologische Status unter Angabe des Glasgow-Coma-Scale-Wertes (GCS) der
Patientlnnen ist notwendig, wobei bei einem GCS-Wert von 8 oder darunter die
endotracheale Intubation durchgefiihrt wird. Patientlnnen sollten unter Kontrolle der
Hypothermie vollstindig entkleidet werden, um eine ganzheitliche Beurteilung der
Verbrennung und moglicher anderer oberfldchlicher oder tiefer Verletzungen

sicherzustellen (18,33).

Hinweise auf das Vorliegen eines Inhalationstraumas sollten bei der Erstbeurteilung
beriicksichtigt werden. Darunter fallen Gesichtsverbrennungen, versengte Augenbrauen-
und Nasenhaare, Husten mit rufigem Auswurf, Heiserkeit oder erhdhte Atemfrequenzen.
Bestitigen lésst sich ein Verdacht auf Inhalationstrauma durch eine Bronchoskopie, so kann

man die  Diagnose  sichern und den  Schweregrad  festlegen  (33).

Verbrennungen werden nach dem Ausmall der Ausdehnung der Hautschiddigung und ihrer
Tiefe in unterschiedliche Grade eingeteilt, beurteilt werden die Durchblutung, das
Hautcolorit und die Nozizeption, somit auch das Ausmal} der Nervenschddigung.

Bei Blitztraumata konnen typische ,farnkrautartige Tannenbaummuster auf den betroffenen
Hautarealen sichtbar sein, die Form der Wunde ist somit ebenso diagnostisch

aussagekriftig (34).

Die prognostische Abkldarung Brandverletzter erfolgt mittels zweier Scores, der Baux-Score
und der ABSI-Score (Abbreviated Burn Severity Index).

Baux-Score — errechnet sich aus der Summe des Patientlnnenalters und dem verbrannten
KOF-Anteil in Prozent. Die Differenz zwischen 100 bzw. 110 und Baux-Score ergeben die

Uberlebenswahrscheinlichkeit (35).
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ABSI-Sore — beriicksichtigt werden mehrere Faktoren: 3 Trauma-spezifische Parameter (die
verbrannte Korperoberfliche, das Vorliegen eines thermischen Inhalationstrauma, die
Verbrennungstiefe Grad > 3) und 2 Patientlnnen-individuelle Parameter (Lebensalter,
Geschlecht). Somit ist dieser Score wesentlich genauer als der Baux-Score, ldsst allerdings
doch noch einige Faktoren auBler Acht. Fehlende Parameter wéren beispielsweise das
Korpergewicht (Adipositas) oder Nikotin- und Alkoholabusus. Der ABSI-Score zeigt eine
10-20% bei

Verminderung der Uberlebenswahrscheinlichkeit um einem Score

von 6-7 (29,36).

1.3.1 Tiefe

Die Bezeichnungen sind im deutsch- und englischsprachigen Raum etwas verschieden und
werden in Tab. 2 angefiihrt. Die ausschlaggebenden Faktoren fiir die Tiefe einer

Verbrennung sind unter anderem die Temperatur und die Dauer der Hitzeexposition.

Verbrennungsgrade und Wundgrund Verbrennungstiefe
ihre englischsprachige

Bezeichnung

I (superficial thickness burn) Rotung, Schwellung, Oberflachliche

Schmerz

Epithelschadigung ohne
Zelltod

ITA (superficial partial

thickness burn)

Blasenbildung, roter
Untergrund, stark

schmerzhaft

Schidigung der Epidermis
und oberflachlicher Anteile
der Dermis mit

Sequestrierung

IIB (deep partial thickness burn)

Blasenbildung, heller

Untergrund, schmerzhaft

Weitgehende Schiadigung
der Dermis unter Erhalt der
Haarfollikel und

Driisenanhénge

IIT (full thickness burn)

Epidermis-Fetzen, Gewebe

welil}, keine Schmerzen

Vollstindige Zerstérung der

Epidermis und Dermis
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IV (fourth degree burn) Verkohlung, Lyse Zerstorung weitgehender
Schichten mit
Unterhautfettgewebe,
eventuell Muskeln, Sehnen,

Knochen und Gelenken

Tab. 2 Die Verbrennungsgrade des deutschsprachigen und des englischsprachigen
Raumes (37)

Weitere wichtige Aspekte sind die Leitfdhigkeit des Gewebes, die Hautdurchblutung und
vorhandene isolierende Schichten wie Haare oder Hornhautauflagerungen.

Zwischen 44°C bis 55°C steigt der Zellschaden exponentiell, er verdoppelt sich mit jedem
erhohten Grad an Temperatur. Verbrennungen ersten und zweiten Grades geschehen bei
einer Hauttemperatur von unter 45°C, wenn die Einwirkzeit im Bereich von Stunden ist. Im
Vergleich dazu ist bei Temperaturen iiber 45°C bis 55°C lediglich eine Einwirkzeit von
einigen Minuten ausreichend. Liegt die Temperatur in einem noch hoheren Bereich reduziert
sich die Einwirkzeit auf einige Sekunden (38).

Nach Davies et al. wurde ein Zusammenhang zwischen Temperatureinwirkung, subjektiver
Beschwerden, und dem Auftreten der verschiedenen Verbrennungsgrade aufgezeigt. Es
verursachen 8,4-13,4 J/cm? eine Rétung, bis 16 J/cm? eine Verbrennung zweiten Grades
(partial thickness burn) und bis 19,7 J/cm? eine Verbrennung dritten Grades (full thickness
burn) (39).

Subkutis

Abb. 3 Die Verbrennungsgrade (40)
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Papp et al. konnten klinisch das Fortschreiten der Verbrennungstiefe in einem
Verbrennungsmodell an Schweinen nachweisen. Je ldnger die Dauer der Hitzeeinwirkung,
desto tiefer der Hautschaden. Zusitzlich weitete sich der Schaden bis zu 48h post-
Brandverletzung in die Tiefe aus, der bereits oftmals erwdhnte Nachbrenneffekt

(s. Kapitel 2) findet statt (1).

1.3.2 Ausmaf

Der verbrannte Anteil der Korperoberfliche (KOF) wird als % der Gesamtkdrperoberflidche
angegeben. Um die Beurteilung zu objektivieren, werden unterschiedliche Hilfsmittel
verwendet, darunter die Handflachenregel, Neunerregel nach Wallace, Lund Browder-Chart

und die 3D-Computer assistierte Berechnung (40).

» Handflachenregel:
Die Handflache des Patienten wird als 1% seiner gesamten KOF gesehen, anhand derer das
Verbrennungsausmall geschitzt werden kann. Doch fiihrt diese Methode oft zur

Uberschiitzung des AusmaBes um ca. 10 —20% (41).

= Neunerregel nach Wallace:

Die Neunerregel auch ,Rule of nines‘ genannt, liefert gute Ergebnisse bei Patienten mit
einem Korpergewicht zwischen 10 — 80kg. Die Neunerregel fiihrt aber ebenso zu einer
Uberschitzung der Verbrennungsfliche bei iiber 80kg schweren Menschen und erhdhtem

Body Mass Index (41).

* Lund Browder Chart:

Verschiedenen Altersgruppen werden Korperproportionen zugewiesen. Die Lund Browder
Chart ist genauer als die Neunerregel, beachtet allerdings nicht die unterschiedlichen
Korperbautypen oder deren Fettgehilter, auch werden die verschiedenen Gewichtsklassen

auBBer Acht gelassen (41).
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1.4 Verbrennungskrankheit

Uberschreiten Verbrennungen eine Ausdehnung von 20% der gesamten KOF, fiihren sie zur
sogenannten Verbrennungskrankheit mit moglichem Kreislaufschock, Sepsis und
Organversagen. Die Symptomatik der Verbrennung ist nun nicht mehr lokal begrenzt, sie
betrifft den gesamten Organismus. Es erfolgt die Freisetzung von Entziindungsmediatoren,
die eine Kapillardilatation und eine erh6hte Permeabilitit der GefaBwéande (,capillary leak*)

verursachen. Dadurch bildet sich ein interstitielles Odem im gesamten K&rper aus (42).

1.4.1 Pathophysiologie der Verbrennungskrankheit

Den Verlauf der Verbrennungskrankheit kann man in 4 Phasen einteilen.
Durch den massiven Fliissigkeits- und Proteinverlust gerdt der Korper in der ersten Phase in

einen hypovoldmischen Schock mit Hypotension als Folge.

Diese Initialphase, auch Schockphase genannt, findet in den ersten 36-48h nach der
Verbrennung statt und ist vom Verbrennungsausmall abhédngig. Sie kann eine
lebensgefihrliche Kreislaufinstabilitit mit sich bringen, da sich durch das Kapillarleck und
den negativen interstitiellen Gewebsdruck die intravasale Fliissigkeit ins Interstitium
verlagert. Die hdmodynamischen Verdnderungen und die Entwicklung eines
hypovoldmischen Schocks fiihren zum Abfall des Herzzeitvolumens, doch ist bereits vor
einer messbaren Verminderung des intravasalen Volumens ein vermindertes
Herzzeitvolumen erkennbar. Dies ist dem Anstieg des Afterloads der anfanglichen
Kontraktion der GefiBe und dem dadurch erhohten systemischen GefaBBwiderstand
zuzuschreiben (43). Bei einem Verbrennungsausmall von iiber 30% KOF senken sich
Membranpotentiale der verbrannten und gesunden Zellen. Durch eine verminderte
Funktionsfahigkeit der Na"/K*-ATPase, steigt die intrazellulidre Natriumkonzentration, die
Zelle fiillt sich durch den osmotischen Effekt mit Fliissigkeit und es entstehen Zellddeme im
gesamten Organismus. Wird eine addquate Schocktherapie (s. Kapitel 1.5) eingeleitet,
konnen die Membranpotentiale innerhalb weniger Tage normalisiert und der erweiterte
Zelluntergang verhindert werden (43). Dieser Aspekt spielt auch in der Minimierung des
Nachbrennens eine bedeutende Rolle, die Fliissigkeitsgabe ist ein essenzieller

Therapiebestandteil.
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In der zweiten Phase, der Riickresorptionsphase, nimmt die Kapillarpermeabilitdt wieder ab.
Die Fliissigkeiten aus Gewebsddemen konnen wieder riickresorbiert werden, allerdings
entstehen iiber die verbrannte Hautoberflache evaporative Wasserverluste. Diese Verluste
erschweren die Einschidtzung der angemessenen Volumentherapie, da sie oft unterschitzt

werden (43).

Ab dem 7.Tag bis zum Wundverschluss sind die Wunden bakteriell besiedelt und die dritte
Phase, die Inflammationsphase, beginnt. Die lokale Aktivierung der Gewebsmakrophagen
in der thermisch geschidigten Haut flihrt zur gesteigerten Freisetzung von
Entziindungsmediatoren und proinflammatorischen Zytokinen, die Inflammation wird
systemisch.

Die systemisch-inflammatorische Antwort (SIRS, systemic inflammatory response), welche
durch die Verbrennung selbst ausgelost wird, kann durch infektiose Geschehnisse verstérkt
werden. Verursacht wird sie zumeist durch das hypersensible Immunsystem und geht mit
einem hypodynamen Kreislauf einher, bedingt durch einen niedrigen systemischen
GefaBwiderstand bei einem hohen Herzzeitvolumen. All diese Mechanismen machen den

Organismus suszeptibel fiir Wundinfektionen und Sepsis (43,44).

Die vierte und letzte Phase, die Erholungs- und Rehabilitationsphase, beginnt nach der
weitgehenden Abheilung der Wunden. Hier wird die verlorene Korpermasse durch den
Katabolismus, den die Verbrennungskrankheit mit sich bringt, wieder aufgebaut. Im
Vordergrund steht die Zunahme des Fettgewebes, da die Wiedergewinnung der

Muskelmasse Monate bis Jahre dauern kann (43,44).

1.4.2 Komplikationen der Verbrennungskrankheit

Als Folge des zuvor genannten intravasalen Fliissigkeitsmangel kann es zu einer Oligurie
oder Anurie kommen. Die Nierenfunktion kann auch durch das Auftreten einer Himolyse
so beeintrachtigt werden, dass durch die daraus resultierende Hdmoglobinurie eine
Niereninsuffizienz entstehen.

Zusétzlich dazu leidet der Korper, wegen der geschidigten Hautbarriere und durch die

verstdrkte Verdunstung, nicht nur an Fliissigkeits- sondern auch an Warmeverlust.
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580 kcal pro Gramm verdunstetes Wasser gehen an Wiarme verloren, zusétzlich dazu findet
im Postaggressionsstoffwechsel ohnehin bereits ein erhohter Energieverbrauch statt. Es

bedarf einer gesteigerten Kalorien- und Fliissigkeitszufuhr (44).

Der Postaggressionsstoffwechsel ist eine physiologische Reaktion auf grofle Traumata, dazu
zdhlen unter anderem auch grof3flachige Verbrennungen. Entwicklungsgeschichtlich ist das
Ziel dieser Stoffwechsellage die Bereitstellung von Nahrstoffen fiir die wichtigsten Organe
(z.B. das Gehirn) des geschwichten Organismus. Da der Korper im geschwichten Zustand
nicht in der Lage ist sich Nahrung zuzufilhren, kommt es zu einer
,Glucoseverwertungsstorung*. Alle peripheren Gewebe, die mit Aminosduren oder Fetten
versorgt werden konnen, werden insulinresistent und iiberlassen somit die geringen

Kohlenhydratreserven dem Gehirn, da dieses ausschlieBlich Glucose verwerten kann (45).

Es kommt zum Katabolismus mit erhfhten Katecholaminkonzentrationen, erhohtem
Kortisol und Glukagon. Der Katabolismus steigert den Proteinabbau und braucht vitale
Substanzen des Organismus auf, da der Korper iliber keine Proteinspeicher verfiigt.
Dieser Stress, dem der geschwichte Korper ausgesetzt ist, kann akute Ulzerationen im
Magen-Darm-Trakt verursachen. Diese konnen lebensbedrohlich sein und sind eine

gefiirchtete gastrointestinale Komplikation der Verbrennungskrankheit (45).

Die héufigste Todesursache nach grof3flachigen Verbrennungen ist die Sepsis. Dabei ist sie
meist vom Wundgrund oder der Lunge ausgehend. Die auslésenden Keime sind meist
gramnegativ. Da Brandverletzten die Hautbarriere fehlt und somit das Eindringen von
Mikroorganismen erleichtert ist, entsteht nahezu immer eine Bakteridmie. Diese kann wieder
abklingen und muss nicht obligat symptomatisch verlaufen. Die Septikdmie bezeichnet die
schwere Allgemeininfektion und ist eine stirkere Form der Bakteridmie. Sie ist schwer
festzustellen, da der Organismus durch die Freisetzung der vielen Entziindungsmediatoren
ohnedies bereits zahlreiche Kriterien der Sepsis erfiillt. So haben Brandverletzte Fieber (ca.
38,5 °C), sind monatelang tachykard und tachypnoeisch und haben durch die
Brandverletzung selbst oft verdnderte Leukozytenzahlen. Die Leukozytose ist daher nicht
zwingend ein Anzeichen fiir eine beginnende Sepsis, daher sind festgelegte Kriterien wie
der SOFA-Score in diesen Fillen weniger hilfreich (46).

Bei der American Burn Association Consensus Conference to Define Sepsis and Infection in

Burns wurde ein hier hilfreiches Ubereinkommen getroffen (47).
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Folgende Kriterien rechtfertigen die Dokumentation einer Sepsis:

» Brandwundenbiopsie mit iiber 10° Organismen/g Gewebe, histologische Hinweise auf
die Invasion vitalen Gewebes

= Positive Blutkultur

* Harnwegsinfekt mit iiber 10° Organismen/ml Urin

* Lungeninfektion

Zusitzlich sollten mindestens 5 oder mehr der folgenden Kriterien zutreffen:
» Tachypnoe

= Paralytischer Darmverschluss

* Hyper-, Hypothermie

» Verdnderung der Bewusstseinslage

* Thrombozytopenie

» Leukopenie, -zytose

* Azidose oder Hyperglykdmie

Eine weitere Komplikation der Verbrennungserkrankung ist die Ateminsuffizienz. Eine
Pneumonie im Verlauf der Erkrankung oder Inhalationstrauma (IHT) konnen Griinde fiir ein
ARDS oder eine globale respiratorische Insuffizienz sein.

Definiert wird das Inhalationstrauma als Schédigung des gesamten Atemtraktes durch
chemische Noxen oder durch das direkte thermische Trauma. Die Letalitit steigt um 20%
bei einem IHT, steigt um 40% bei einer Pneumonie und um 60% bei einer Pneumonie mit
vorangegangenem IHT. Die genaue klinische Untersuchung und das Ergriinden des
Unfallherganges sind aufschlussreiche diagnostische Mittel. Beispielsweise sind
Gesichtsverbrennungen, angesengte Nasenhaare, Husten oder ruliges Sputum Hinweise fiir
ein [HT. Die Diagnosesicherung erfolgt nur mittels Bronchoskopie. Man kann tracheale oder
bronchiale Ulzerationen erkennen, nekrotische Verinderungen und Odeme sowie eine

gesteigerte sekretorische Aktivitdt (48).

Eine Komplikation bei zirkuldren Extremitdtenverbrennungen ist die Gefahr der Entstehung
eines Kompartmentsyndroms. Hierbei handelt es sich um das Vorliegen eines erhdhten
Gewebedrucks in einem, durch den Hautmantel oder Muskelfaszien, begrenzten Raum.
Durch diese Druckerhohung wird die Perfusion des Gewebes beeintrachtigt und fiihrt zu

Muskel-, Organ-, Gewebeuntergang (49).
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1.5 Therapie einer Verbrennung

1.5.1 Volumentherapie

Die Volumentherapie erfolgt mittels groBlumiger Kaniilen. Nach dem Baxter-Parkland-
Schema werden in den ersten 24h beim Erwachsenen 4ml/kg Korpergewicht/% verbrannter
KOF einer kristalloiden Losung (z.B. Ringer-Laktat-Losung) verabreicht. Allerdings sollte
diese Formel nur als Faustregel gelten, denn der tatsdchliche Volumenbedarf muss an die
individuelle kardiorespiratorische Situation angepasst werden. Wichtig ist es einen
Zentralenvenenkatheter zu setzen, um die Messung des Zentralenvenendrucks zu
ermoglichen, anhand dessen erfolgt die Anpassung der Fliissigkeitszufuhr. Die Gabe
kolloidaler Losungen soll in den ersten 24 Stunden vermieden werden, da durch den
,capillary leak® die Proteine in das Interstitium gelangen und osmotisch Fliissigkeit mit sich
ziehen wiirden, was zur weiteren Erniedrigung des intravasalen Volumens fiihren
wiirde (44).

Ab dem zweiten posttraumatischen Tag kann die Gabe von Humanalbumin in Betracht
gezogen werden, da sich die Kapillarpermeabilitdt wieder normalisiert. Es sollen iiber 24h
wechselnd 5% Humanalbumin/kg/%verbrannter KOF und 50ml Ringer-Laktat-Losung/kg
verabreicht werden. Es kann trotz sorgféltiger Beobachtung der Brandverletzten zu einer
Volumeniiberladung kommen, dies kann, durch das entstehende Lungenddem, eine
respiratorische Insuffizienz zur Folge haben (44,50,51).

Bei kardiopulmonaler Instabilitdt muss vorsichtig mit der Gabe von gefdBlverengenden
Medikamenten umgegangen werden. Diese konnen durch die Vasokonstriktion das
Fortschreiten der Brandverletzung verursachen, der Nachbrenneffekt wird verstérkt.
Zusétzlich dazu kann die Perfusion der Niere in Mitleidenschaft gezogen werden, daher
versucht man in den ersten 24h auf die Gabe von Katecholaminen zu verzichten und die

Volumentherapiemoglichkeiten auszuschopfen (44,50).

1.5.2 Therapie des Warmeverlusts

Verletzte werden umgehend durch ErsthelferInnen von ihrer Kleidung im Bereich der
Brandverletzung befreit, um eine weitere Hitzeeinwirkung auf die beschidigte Haut zu
verhindern. Durch die beschiddigte Haut soll der Warmeverlust eingeddmmt werden, dies

erfolgt mittels einer Warmedecke aus wérmeisolierender Alufolie, mit der die Betroffenen
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vor Ort abgedeckt werden (51). Im Verbrennungszentrum wird die Zimmertemperatur auf

28-32°C angehoben, auch konnen warme Infusionen verabreicht werden (44).

1.5.3 Schmerztherapie

Eine suffiziente Sedoanalgesie ist von groBBer Bedeutung, da Brandverletzte meist unter
starken Schmerzen leiden (s. Tab. 3). Wie bereits beschrieben, mochte man die
Katecholamin-induzierte Vasokonstriktion verhindern, unter anderem, um die Wundheilung
nicht zu verzogern. Eine inaddquate Analgesierung nach einer flichigen Bandverletzung
begiinstigt demnach den Nachbrenn-Effekt. Aulerdem fiihren Schmerzen zu Katabolismus,
welcher zu einer verminderten Immunabwehr fiihrt, dies erhoht dann die
Infektionssuszeptibilitit. Daher ist das Ziel den Patientlnnen einen schmerzfreien,
stressabgeschirmten Behandlungsverlauf zu ermdglichen ohne eine Langzeitnarkose

einzuleiten (32).

Dauer der Analgosedierung Substanzen

Kurzzeitanalgosedierung (<24h) Propofol oder Midazolam-Boli

+ Remifentanil

Mittellange Analgosedierung (<3d) Stabiler Patient:
Propofol oder Midazolam
+ Remifentanil/Sufentanil

+ ggf. Clonidin

Instabiler Patient:

S-Ketaminn als Sedativum

Langzeitanalgosedierung (>3d) s. mittellange Analgosedierung

Tab. 3 Beispiel fiir eine Analgosedierung (32)

1.5.4 Ernahrungstherapie

Unter Beachtung des Hypermetabolismus, sollten in der Postaggressionsphase
3000-4000 kcal pro Tag zugefiihrt werden. Es ist im weiteren Verlauf auch eine erhohte
Proteinzufuhr notwendig (45). Der Kalorienangehalt der Erndhrung sollte bei 4,5kcal/g sein
und die EiweiBmengen sollten bei ca. 1-2g/kg Korpergewicht/Tag (32).
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1.5.5 Antibiotikatherapie

Brandverletzte sollten in einem Isolierzimmer untergebracht sein, bei allen Maflnahmen
sollte aseptisch vorgegangen werden. Eine nachgewiesene Wundinfektion, im Falle
Brandverletzter meist mit gramnegativen Bakterien (z.B. Pseudomonas aeruginosa), wird
nach erfolgtem Antibiogramm mit entsprechenden Antibiotika behandelt. Von einer
Antibiotika-Prophylaxe wird abgeraten, da Brandwunden initial durch das Trauma steril

sind (44).

1.5.6 Escharotomie

Die Behandlung eines drohenden Kompartmentsyndroms erfolgt anfangs meist konservativ.
Die jeweilige Extremitidt wird gekiihlt und angehoben, um eine Druckentlastung zu
erreichen. Eine antiphlogistische Therapie wird eingeleitet und regelmédfige Kontrollen
werden durchgefiihrt, um bei einer weiteren Verschlechterung rasch die chirurgische
Therapie im Sinne einer Escharotomie oder einer Dermatofasziotomie durchfiihren zu
konnen.

Bei der Escharotomie handelt es sich um die Durchtrennung der nekrotischen Haut bis ins
subkutane Fettgewebe, wihrend bei einer Dermatofasziotomie eine zusétzliche Spaltung der
Muskelfaszie erfolgt. Dabei wird die Wiederherstellung einer ungestorten Perfusion der
Extremitdt angestrebt. Die Haut und Muskelfaszien werden gespalten um eine

Druckentlastung zu erlagen, anschlieBend wird die Wunde offen behandelt (44).

1.5.7 Lokale Wundversorgung

Die avitalen Areale der Verbrennungswunde selbst werden vorerst debridiert und mit
antiseptischen Oberflichentherapeutika wie Fettgaze und Betaisodona-Tiicher versorgt. Oft
werden auch nekrotische Hautbezirke abgetragen und anschlieSend mit einer Kunsthaut oder
einem Spalthauttransplantat abgedeckt. Die Verzogerung einer Nekrosektomie steigert die
Infektionsgefahr, weshalb sie bereits am dritten posttraumatischen Tag durchgefiihrt werden

sollte (44).
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2 Das Nachbrennen und seine Therapiemoglichkeiten

Um die Diagnose und Therapie von Verbrennungen zu verbessern, ist es essenziell ein
besseres Verstdndnis fiir die Tiefe und Ausdehnung der Wunde zu entwickeln.

1953 hat Douglas Jackson, wie oben erwdhnt, die Zonen der Verbrennungswunde definiert
(s. Abb. 2). Die Nekrose-Zone im Zentrum der Verbrennung ist meist irreversibel, dagegen
ist der durch den Nachbrenn-Effekt verursachte Sekundirschaden in der Stase-Zone mit der

addquaten therapeutischen Intervention reversibel (52).

Wie DeCamara et al. (53) und Watts et al. (54), konnten Papp et al. (1) an einem neuen
Verbrennungsmodell das zeitlich abhéngige Fortschreiten einer Verbrennungswunde — den
Nachbrenn-Effekt — nachweisen. Bei diesem neuen Verbrennungsmodell wurden Schweine
ventral an 8 Quadraten mit einem Messingblock verbrannt. In friiheren Studien wurde die
dorsale Haut der Schweine verwendet, welche durch ihre Dicke nicht mit der menschlichen
Haut vergleichbar ist. Vielmehr eignet sich die Haut im abdominellen Bereich der Schweine,
um eventuelle Riickschliisse auf die menschliche Haut ziehen zu konnen.

Die oben genannten Verbrennungsareale unterscheiden sich in der Dauer der
Hitzeexposition und werden danach in unterschiedlichen Zeitabstinden histologisch
untersucht (1).

Es stellt sich heraus, die Verbrennungen bleiben bei geringer Dauer der Hitzeeinwirkung
oberflachlicher als bei ldngeren Einwirkzeiten. Alle Verbrennungsareale waren zusétzlich
im Vergleich zur unversehrten Kontrollfldche verdickt.

Daraus erschlie3t sich, dass die Evaluierung der Verbrennungstiefe im frithen Stadium nach
der Hitzeeinwirkung meist inkorrekt ist, da sich die Verbrennungstiefe bis zu 72h lang nach

Einwirkung der Noxe ausweiten kann (55).

Diese Progression der Verbrennungswunde kann sich in der regionalen und in der
systemischen Reaktion des Korpers widerspiegeln; auch die therapeutische Intervention, um
Funktion, Asthetik und Lebensqualitit wiederherzustellen, kann negativ beeinflusst werden.
Eine groBere und tiefere Verbrennungsverletzung erhoht Komplikationen und die

Morbiditit (56).
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2.1 Autophagie, Apoptose und deren Modulation

Die Autophagie und Apoptose in verbranntem Gewebe scheinen eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie als auch in der Therapie einer Verbrennungsverletzung zu spielen.

Durch den Prozess der Autophagie kann eine Zelle ihre Bestandteile abbauen und
wiederverwerten (57). In sogenannten Autophagosomen werden beschédigte Organellen,
defekte Proteine und zytosolisches Material abgebaut. Die Aktivierung erfolgt durch
Néhrstoffmangel, Wachstumsfaktoren und Hypoxie. Die mTOR-Kinase und ATG-Proteine
regulieren die Autophagie (7). Dieser Signalweg, auch PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
(s. Abb. 4) ist ein intrazelluldres System, welches fiir die Zellzyklus-Regulation von grof3er
Bedeutung ist. Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) werden iiber die Ligandenbindung
an, in der Plasmamembran befindlichen, Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert. Aktive PI3K
katalysieren die Bildung von Phosphatidyl-3,4,5-Triphosphat (PIP3), das im weiteren
Verlauf die Proteinkinase AKT aktiviert. AKT kann die Apoptose hemmen und hemmt auch
iiber die Aktivierung von mechanistic/mammalian Target of Rapamycin (mTOR) die
Autophagie (58). MTORCI, eine Untergruppe der mTOR-Kinasen, hemmt die Formation
von Phagophoren. Phagophoren sind initial eine Doppellipidmembranschicht, diese stellt
sich schalenformig konkav dar. Schlief3t sich diese Membran zu einer Kugel zusammen,
nennt man sie auch Autophagosom, dort findet die Autophagie statt; lysosomale Hydrolasen
bauen dort Zellbestandteile ab, sollten diese Fehler in ihrer Form oder Funktion haben (59);
diese Bestandteile der Zelle konnen recycelt und vom Organismus wiederverwendet
werden (60). Die Autophagie ist also zustidndig fiir die Renovierung und Homoostase der
Zellen, sie kann auch als Uberlebensmechanismus in Hungerperioden oder bei gestressten

Zellen dienen (7,61).

mTORC1 Bcl-1
¢ Hemmungder « Hemmung von PI3K - mTOR
Phagophorenformation

Abb. 4 PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
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2010 wurde erstmals vermutet, dass die Autophagie eine Rolle in der Entwicklung des
Nachbrenneffekts spielen konnte, doch es gab dafiir noch keine wissenschaftlichen

Nachweise (62).

Tan et al. fanden 2013 eine Zunahme der Autophagie im Vergleich zur Apoptose in den
Haarfollikel von Méusen 2 — 24h nach einer Comb-Modell-Verbrennung. Daraus schloss
man, dass beide Prozesse zu unterschiedlichen Zeitpunkten am Zelltod in der Stase-Zone
beteiligt sind. So sollte je nach Zeitpunkt auch die Therapie angepasst werden. Die
Autophagie findet frither als die Apoptose statt, daher sollte in frithen Stadien einer
Verbrennungsintervention die Einflussnahme auf den Vorgang der Autophagie im
Vordergrund stehen. Bereits 2h nach der Verbrennung konnte im Haarfollikelepithel mittels
immunhistochemischen Untersuchungen die Autophagie nachgewiesen werden. 12h post-
Verbrennung erreichte sie ihren Hohepunkt und klang danach wieder ab. Die Apoptose fand
bereits nach 6h in geringem Ausmaf} im Stratum epidermis statt und nahm langsam zu (52).
Die gemessenen Biomarker waren Beclin-1 fiir die Autophagie und Bax (Bcl-2-assoziiertes
X-Protein) fiir die Apoptose.

Beclin-1 ist das Sdugetierortholog zum ATG6/Vps30-Protein in Hefezellen; es ist ein Teil
eines der PI3K-Komplexe und dient somit in vivo als Autophagie-Biomarker. Hier wird die
mTOR-Kinase durch PI3K gehemmt, so kann die Produktion der Doppelmembranen fiir
Autophagosomen stattfinden.

Bcl-Proteine (B-cell-lymphoma-protein) sind eine Familie von Regulatorproteinen, die fiir
die Apoptose zustdndig sind (57,63).

Zu dieser Familie zdhlt das anti-apoptotische und protoonkogene Bcl-2. Es deaktiviert
Beclin-1 mit seiner Bindung daran und verhindert somit auch die Autophagie.
Ein proapoptotisches Protein der Bcl-Familie wére das Bax-Protein, dieses wirkt auch
Autophagie-fordernd (63).

Tan et al. haben hohe Mengen an Bcl-2 und niedrige Mengen an Bax nach der Verbrennung
festgestellt. Das sollte bedeuten, die Apoptose und Autophagie sind anfidnglich gehemmt
und werden erst mit der spéteren Steigerung von Bax-Proteinexpressionen aktiviert. Dieser
Widerspruch zwischen Theorie und Studienergebnis kann durch die unterschiedlichen
Schwellen der Aktivierung von Autophagie und Apoptose erkldart werden. Erhohte
Bcl-2-Mengen deuten darauf hin, dass Beclin-1 nicht daran gebunden ist und somit iiber die

Bindung an PI3K die Autophagie antreiben kann (7,64).
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Xiao et al. stellten fest, Autophagie-Prozesse sinken zu Beginn nach einer Verbrennung und
steigen erst nach 24h wieder an, waren allerdings trotzdem geringer ausgeprégt als in der
normalen Haut (8).

Die gemessenen Biomarker sind LC3 und Beclin-1 fiir die Autophagie, fiir die
Quantifizierung der Apoptose wurde ein ,,terminal-deoxynucleotidyl transferase mediated
nick end labeling (TUNEL) assay*“ verwendet. 1992 wurde diese Methode erstmals
beschrieben (65). Im TUNEL-Assay werden die, wihrend der Apoptose freiwerdende
Hydroxy-Gruppen der DNA durch Enzyme an markierten Nukleotiden gebunden und
fluoreszierend unter Mikroskopen sichtbar. Hier wurden nach 6h bereits TUNEL-positive
Zellen gefunden. Deren Zahl stieg um das 3,7-fache bis zu 48h nach der Verbrennung an
und ebbte danach wieder ab (66).

2006 haben Gravante et al. (67), basierend auf Erkenntnisse von Cassuto et al. (68) und
Jeschke et al. (69), die Apoptose in Zusammenhang mit Verbrennungswunden gebracht. Es
wurde vermutet, dass die Haut der Ratten mit tiefen Verbrennungen progrediente Ischimien
auf Grund von Vasokonstriktion und Thrombosen aufzeigen, dies ist suggestiv fiir laufende
apoptotische Prozesse. Gravante et al. fanden mittels TUNEL-Assay apoptotische Vorgénge
in 44% der dermalen Zellen in humanen Brandverletzungen (Grad IIB). 13 Tage lang
post-Verbrennungsverletzung waren Apoptose-Zellen nachzuweisen.

Diese Daten untermalen iltere Studien, welche den Fund von apoptotischen Vorgéngen in
Verbrennungen bereits aufzeigen (70,71).

Die Versuche von Xiao et al. zeigten mehr apoptotische Zellen in den tieferen
Verbrennungswunden als in der gesunden Haut oder bei leichten Verbrennungen ersten
Grades (8).

Giles et al. fanden eine Korrelation zwischen der direkten Applikation von c-Jun-Inhibitoren
bei Grad IIl — Verbrennungen (Méuse) und einer verbesserten Re-Epithelialisierung und
Reduktion der Apoptose-Aktivitit 24h post-thermischen Traumas (62,72).

Diese Funde konnten darauf hindeuten, dass die Inhibierung von apoptotischen Vorgéngen

in der Stase-Zone einer Brandverletzung die Wundheilung verbessert.

1996 — 2000 haben Godar et al. die durch Phototraumata ausgeloste Apoptose nach threm
zeitlichen Auftreten eingeteilt:
Die sofortige Apoptose, welche binnen 30min auftritt und keine posttraumatische

Proteinbiosynthese fiir den Heilungsprozess benétigt. Die intermedidre Apoptose, welche
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zwischen 30min und 4h auftreten kann und durch die Vernetzung der Todesrezeptoren
angeregt wird. Todesrezeptoren sind Proteine, welche die Apoptose intrazellulér,
transmembranos und extrazellulér triggern konnen.

Die verspdtete Apoptose tritt nach 4h auf und benétigt zur Regeneration eine post-

traumatisch stattfindende Proteinbiosynthese (73—75).

Nach Shupp et al. kann dieses Konzept auch auf Verbrennungen unterschiedlichster Genese
ebenso angewandt werden. Die verspétete Apoptosereaktion des Gewebes ist beitragend
zum Fortschreiten der Brandverletzung. Somit wire die logische Behandlungsstrategie
diesen Apoptose-Vorgidngen mit bestimmten Substanzen auf der Ebene ihrer

Signalkaskaden entgegenzuwirken oder sie gar zu verhindern (62).

H
211 Spermidin HZN/\/\/N\/\/NHz
Abb. 5 Strukturformel — Spermidin
Spermidin ist ein Polyamin und wurde erstmals
von Philipp Schreiner 1870 aus der ménnlichen Samenfliissigkeit isoliert (76). Mittlerweile

wurde nachgewiesen, dass Spermidin in und um Zellkerne aller Zellarten vorkommt (77).

Madeo et al. konnten feststellen, dass Spermidin das Leben verschiedenster Zellen und Tiere
verldngert. Spermidin, als ein ,,Caloric Restriction*“-Mimetikum (CRM), ahmt den positiven
Effekt einer beschrinkten Kalorienzufuhr nach (11). Fasten oder eine kalorische Restriktion
tiber 24-48h fordert eine Verbesserung der Autophagie, durch eine Stimulation von
Sirtuin-1 (Sirtl). Sirtl ist eine NAD"-abhingige Deacetylase, sie tauscht eine Acetylgruppe
mit H" an Autophagie-Genen (ATG5, ATG7) und LC3 aus und induziert so den Prozess der
Autophagie (78).

Weitere beobachtete Effekte sind Verminderung der Korpertemperatur, geringerer
oxidativer Stress oder auch eine Erniedrigung der Konzentration von Zytokinen wie

TNF-a (79).

Polyamine, wie Spermidin und Spermin, spielen eine wichtige Rolle bei zelluldren
Vorgéngen wie Zellwachstum, Zellproliferation und Gewebsregeneration. Sie binden und
stabilisieren die DNA und RNA, haben eine antioxidative Wirkung, modulieren
Enzymfunktionen und sind notwendig fiir die Regulation der Translation. Au3erdem wurden

Spermidin weitere Charakteristika nachgewiesen; dazu zdhlen anti-inflammatorische
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Eigenschaften, sowie eine positive Verdanderung der Proteostase und der Aktivitdt der
Chaperone. Die mitochondriale Funktion wird verbessert und geschiitzt und der
Stammzellalterung wird entgegengewirkt. Es konnte weiteres bestdtigt werden, dass eine
zusdtzliche Zufuhr von Spermidin altersassoziierten Erkrankungen (z.B. kardiovaskulire,

neurodegenerative Krankheiten, maligne Entartungen) ebenso entgegenwirken kann (11).

In vorangegangen Tierversuchen wurde in der Histologie gezeigt, dass es durch die
Spermidin Applikation (lokal und systemisch), zu einer verminderten Schadigung der Haut
(tiefe Dermis) und zu einer verminderten Odembildung im Bereich der angrenzenden
Muskulatur (im Vergleich zur Kontrollgruppe) kam (11). Ito et al. stellten in vitro eine

Beschleunigung der Wundheilung durch die Spermidinapplikation fest (81).

Tuca et al. konnten mit der intraperitonealen und topischen Anwendung von Spermidin bei
Ratten eine Abnahme der Odembildung feststellen, auch konnte die

Kollagenfaserschwellung reduziert werden (12).

21.2 Rapamycin

Rapamycin ist ein Makrolid Antibiotikum, produziert von
Streptomyces hygroscopicus. Primdr wurde es als
Antimykotikum, gegen Candida albicans, Cryptococcus

neoformans und Aspergillus fumigatus, entwickelt.

Es besitzt immunsuppressive und antiproliferative Abb. 6 Strukurformel —
Eigenschaften. Rapamycin bindet FKBP-12, dieser Komplex Rapamycin
kann mTOR inhibieren und auf diesen Weg die weitere Phosphorylierung von P70S6K, 4E-
BP1 und anderen translations- und transkriptionsrelevanten Proteinen verhindern. Es hemmt
die T-Zell-Proliferation, induziert von Antigenen, mitogenen Lektinen, Alloantigenen und
Crosslinking der T-Zell Oberflichenmarkern mit monoklonalen Antikdrpern. Zusétzlich
werden andere Proteine, die einen Einfluss auf die Transkription, die Translation und den

Zellzyklus haben, indirekt gehemmt (10).

Xiao et al. konnten zeigen, dass Rapamycin zu einer Verbesserung der Autophagie in
Verbrennungswunden fiihrt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Rapamycin die
Autophagie, iiber eine Hemmung der mTOR-Kinaseaktivitit, induziert. Weiteres konnte

beobachtet werden, dass es zu einer schnelleren Re-Epithelialisierung kommen kann (8).
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O
21.3 Hydroxycitrat (S-E O OH O

o o o OH
Hydroxycitrat ist, wie Spermidin, ein CRM; es wird wie HO OH

dieses durch Kurzzeitfasten vom Korper gebildet; ist ein  Abb. 7 Strukturformel —
kompetitiver Inhibitor der ATP-Citrat-Lyase, welche Hydroxycitrat

wiederum ein Enzym zur Bildung von zytosolischen Acetyl-CoA ist (15).

Durch die Konversion von LC3 I zu LC3 II, welches dann Autophagosomen rekrutiert, und

durch die Inhibition der Lipid- oder Steroidbiosynthese wird die Autophagie stimuliert (16).

214 Dimethylsulfoxid (”)

. . S . . . - S\
Dimethylsulfoxid (DMSO) ist ein organisches Losungsmittel und H3C CH3
wurde 1867 erstmals synthetisiert (82). Abb. 8 Strukturformel —

DMSO
In den spiten 1950er Jahren wurde die Anwendung des kleinen Molekiils rasch
vorangetrieben. Nun wird es in der Zellbiologie als Losungsmittel flir Arzneimittel
verwendet (83), fungiert als Kryoprotektor (84,85) und kann Biomembranen
durchdringen (86). DMSO ist auch ein Hydroxyl-Radikalfinger (87), fordert
Zellfusionsmechanismen (88-90), und ist ein Induktor von

Zelldifferenzierungsprozessen (91).

Guo et al. beschreiben in ihrer Studie die Vorteile der Gabe von niedrig konzentrierten
DMSO fiir die Wundheilung bei diabetischen und nicht-diabetischen Ratten nach einer
zirkuldren Hautexzision. Es stellt sich heraus, dass eine Wundauflage aus Filterpapier mit
NaCl-verdiinntem DMSO die Wundheilung und Fibroblastenproliferation unterstiitzt.
DMSO fordert den Wundverschluss, die Kollagensynthese und fordert auch indirekt die

Keratinozyten-Migration iiber die vermehrte TGF-B1-Sekretion von Fibroblasten. Erkannt
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wurde der indirekte Einfluss von DMSO auf die Keratinozytenmigration durch die

Langenzunahme der Epithelzunge und die erhdhte TGF-B1-Expression (92).

Die Aktivierung des AKT/mTOR-Signalweg in Fibroblasten konnte festgestellt werden.
DMSO steigert die Phosphorylierung von AKT und mTOR, fordert die Bildung von aktiven
elF4F-Komplexen und verstirkt die Protein-Translation (92). Die elF4F-Komplexe
erleichtern das Andocken der Ribosomen an das 5‘-Ende der mRNA {iber den elF4E-Anteil

des Komplexes, so kann die Translationsaktivitét in Zellen gesteigert werden.

Pielesz et al. konnten erhohte Biomarker fiir eine DMSO-bedingte Verstirkung des
Regenerationsprozesses in Brandwunden entdecken. Da DMSO leicht membrangéngig ist
und die Zellfusion fordert, wird vermutet, dass es den Wasserabtransport iiber
Membranproteinporen unterbinden konnte. DMSO okkludiert die Poren und verhindert
somit in Brandverletzungen den zusitzlichen Fliissigkeitsverlust. Die dafiir bendotigte

DMSO-Konzentration muss noch weiter erforscht werden (93).

2.1.5 Nicotinamid Q
o o . . = NH,

Nicotinamid, auch Vitamin B3, ist ein wesentlicher Bestandteil

des Nicotinamidadenindinukleotid (NAD"). NAD" ist ein N/

Coenzym, welches an zahlreichen Redoxreaktionen des
Abb. 9 Strukturformel —

Organismus beteiligt ist. Ein hohes Redoxpotential besteht, p . .. ...

wenn das Konzentrationsverhdltnis NAD'/NADH gro

ist (13,14). NAD" aktiviert auch Sirtuin-1, welches die zellulire Gesundheit und
Lebensdauer positiv beeinflusst. Ein Grund dafiir ist, dass NAD" und Sirtuin-1 als
Schliisselenzyme an der Autophagie und als Teil davon an der Mitophagie beteiligt sind.
Mitochondrien, die fehlerhaft sind oder ihre Aufgaben nicht mehr addquat erfiillen konnen,
wahrscheinlich durch ein niedriges Membranpotential und einen hohen Anteil an ROS,
werden iiber die Mitophagie abgebaut und wiederverwertet. Damit wird die hohe Qualitit
der Mitochondrien in den Zellen beibehalten.

Song et al. konnten zeigen, dass eine Behandlung mit Nicotinamid die Hohe an ROS senken

und das Membranpotential von Mitochondrien erh6hen konnte (14).
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Die Lebenszeit von Fibroblasten und Keratinozyten wird durch Nicotinamid erhoht.
Choi et al. konnten dazu auch zeigen, dass durch eine verminderte Apoptoserate die Anzahl
der CD8+ T-Zellen zunahm. Ein Grund dafiir ist die verminderte Menge an ROS in den
Zellen, das iiblicherweise zur Apoptose filihrt; den Sauerstoffradikalen wird antioxidativ

entgegengewirkt (13).

21.6 Weitere Substanzen

Vitamin D (VD) wurde als Autophagie-induzierende Substanz von Das et al. erkldrt. Bei
oberflachlichen UV-vermittelten Verbrennungen wie es bei einem Sonnenbrand der Fall ist,
sorgen bestimmte Makrophagen (M2) fiir eine Suppression der iiberschieenden
Inflammationsreaktion und fiir eine Epithelregeneration.

Die einmalige Gabe von VD stimuliert die Autophagie in Makrophagen (M2), reduziert die
Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen und NOS-Produktion und es erfolgte eine

Up-Regulation der LC3-Expression (94).

Erythropoietin (EPO) ist ein im juxtaglomédruldren Apparat der Niere produziertes Hormon.
Es stimuliert die Erythropoiese und wird bei Andmiepatientlnnen therapeutisch eingesetzt.
Zusitzlich zum hidmatopoietischen Effekt wurden anti-inflammatorische und anti-
apoptotische Wirkungen entdeckt.

Tobalem et al. konnten eine signifikante Reduktion des Nachbrenn-Effektes bei der
Anwendung von EPO beobachten (95). EPO induziert die Autophagie durch die Hemmung
der Akt/mTOR-Signalwege, stellten Wu et al. fest (96).

Orhan et al. haben eine signifikante Senkung der Apoptose und Steigerung der Autophagie
bei der Anwendung von Pléttchen-reichem Plasma auf Verbrennungswunden erkannt. Die
Entziindung und der oxidative Stress konnten gesenkt werden, ebenso die Nekrose der Stase-

Zone (97).
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2.2 Wundperfusion und ihre Modulation

Der Name der Ischdmie-Zone impliziert die fehlende Perfusion im Zentrum der
Verbrennungswunde, dem liegen einige Pathomechanismen zu Grunde, wie beispielsweise
eine Odembildung durch unterschiedliche Substanzen und vasoaktive Prozesse, eine
Hyperkoagulation durch Aggregation von Neutrophilen oder Erythrozyten, auch kénnen
Endothelschdden durch Sauerstoffradikale das Fortschreiten von Verbrennungswunden
verursachen (62,98).

Eine verminderte Durchblutung in der retikuldren Dermis vermindert die Lebens- und
Funktionsfdhigkeit der Reservoire von Keratinozyten und anderer Zellen der
Hautanhangsgebilde, folglich kommt es zu einer verzogerten Wundheilung und auch zur

Progression der Brandverletzung (99).

2.2.1 Odeme

Lokale und systemische = Odeme sind ernstzunehmende  Aspekte  der
Verbrennungspathophysiologie. Die Verschiebung der Fliissigkeitsverteilung vom
Blutkreislauf ins Interstitium geschieht bei Verdnderungen folgender Variablen (Tab. 4) der

Starling-Gleichung (62,100):
Jo = Ke[(Py, — Pis) — 0(Ttkq — 715)]

Variable Definition

Jy Netto-Kapillarfiltrationsrate (Volumen/Zeit)

Kt Filtrationskoeffizient (hydraulische Leitfdhigkeit x kapilldre
Filtrationsflache)

Pxa Hydrostatischer Druck in der Kapillare

Pis Hydrostatischer Druck im Interstitium

o Reflexionskoeffizient

TTKa Kolloidosmotischer Druck in der Kapillare

s Kolloidosmotischer Druck im Interstitium

Tab. 4 Starling-Gleichung — Definitionen (100)
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Eine positive Filtrationsrate (Jy) bedeutet eine Filtration aus dem BlutgefaB3system ins
Interstitium, eine negative das Gegenteil. In der Stase-Zone einer Verbrennung kommt es
durch ein positives Jy zur Odembildung im Interstitium, was wiederum einen erhdhten
hydrostatischen Druck auf Gefdfle ausiiben kann und diese so verschlieft. Es kommt zur
Ischdmie und in weiterer Folge zu einer Nekrose, das Nachbrennen findet statt und die

Verbrennungswunde weitet sich aus (101).

Eine Verinderung im Reflexionskoeffizienten (o) kann auch zur Odembildung beitragen, ist
o = 1 so spricht dies fiir eine vollige Undurchldssigkeit der Kapillarwand gegeniiber
Plasmaproteinen, gleicht der Koeffizient null so ist die Membran frei permeabel (100). Man
konnte nach einer Verbrennung eine allgemeine Verminderung des Reflexionskoeffizienten
feststellen (102) insbesondere zeigten Pitt et al. eine Reduktion von anndhernd 0,87 — dem
Wert bei gesunder Haut — auf 0,45 (103). Die Konsequenz eines verminderten o ist eine
indirekte Steigerung des intravasalen hydrostatischen Drucks durch die Senkung des
interstitiellen kolloidosmotischen Drucks, die Filtrationsrate (Jy) wird positiv und das Odem

grofer.

Eine erhohte Kapillarpermeabilitidt mit einem erniedrigten o kann bei Verbrennungen auch
durch die Kontraktion der nachgeschaltenen Venolen bedingt sein. Die Vasokonstriktion
wird durch Mediatoren wie Histamin, Bradykinin, Leukotriene, Substanz P und NO
verursacht (104,105). Verbrennungen iiben auch direkten Schaden am Endothel aus, so kann
die Permeabilitit der Kapillarwand auch herabgesetzt werden, Na‘-Ionen stromen in die
Zelle und ziehen Wasser osmotisch mit sich. Die Zelle schwillt an und l6st sich vom

Zellverband (62,98).

2.2.1.1 Histamin

Histamin ist ein Gewebshormon. Das biogene Amin dockt an 4 verschiedenen Histamin-
Rezeptoren an, alle gehdren den heterotrimeren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren an (106).
Die grundlegende Membrantopologie zeigt einen extrazelluldren N-Terminus, einen
intrazellularen C-Terminus, 7 transmembrandse Helices verbunden durch drei intrazellulére
Loops (107). Histamin-Rezeptoren weisen eine konstitutive Aktivitat auf und konnen damit

unabhingig von der Ligandenbindung in ihre aktive Konformation iibergehen und
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biologische Reaktionen hervorrufen (108). Die Rezeptoren unterscheiden sich allerdings in
ihrer Lokalisation und in den Signalkaskaden, dies fiihrt zu Rezeptor-spezifischen Effekten
in den unterschiedlichen Gewebs- und Zelltypen. Jeder der Rezeptoren hat zusétzlich eine
andere Histaminaffinitdt: Hi»-Rezeptoren haben eine niedrige Affinitdt im uM-Bereich und
H3/4-Rezeptoren eine hohere (5-10 nM) (107,108).

Ahnlich wie sich die Rezeptoren in ihren Affinititen unterscheiden, unterscheiden sie sich

auch in ihren Signalkaskaden (s. Abb. 10).

Hi-Rezeptoren (H1R), im Gehirn, in der glatten Muskulatur, in Endothel-, dendritischen, B-
und T-Zellen und in Monozyten (98,103), koppeln an Gag/11-Proteine. Sie aktivieren damit
die Phospholipase C-f (PLC-B), die die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP;) zu Diacylglycerin (DAG) wund Inositoltriphosphat (IP3)
katalysiert (107,109).

DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), welche die Vasodilatation steigert und den
,Mitogen-activated protein kinase‘ (MAPK)-Signalweg aktiviert, der den Zellzyklus und die
Zelldifferenzierung antreibt.

IP; mobilisiert {iber Rezeptoren im endoplasmatischen Retikulum Ca**-Ionen, die weitere
Effekte haben konnen, wie die weitere Stimulation der Histaminausschiittung, die
Transkription von Zytokinen (IL-6, IL-8) oder die Aktivierung von NF-«xB (109,110).

Ein weiteres Zielprotein von Ca**-Ionen ist Calmodulin (CaM), es aktiviert die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase; diese katalysiert die Bildung von NO aus der Aminosdure L-
Arginin. NO triigt zur Vasodilatation bei und steigert durch die Offnung interzellulirer

Endothelliicken die GefiBpermeabilitit; fordert also weiterhin die Odembildung (106,111).

H»-Rezeptoren (H2R) wirken an Gos-Proteinen und seltener an Goyy11-Proteinen, dies fiihrt
zu einer Aktivierung der Adenylylcyclase (AC) und Erhohung des zyklischen
Adenosinmonophosphates (cAMP). cAMP stimuliert die Proteinkinase A (PKA) und
induziert so einen Influx von Ca?'-Ionen in die Zelle (106). Die PKA-Aktivitit katalysiert
die Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK), welche somit inaktiv ist
und Kontraktionen der glatten Endothelmuskulatur verhindert. Wére die MLCK aktiv wiirde
sie das Myosin der Muskelzellen phosphorylieren und somit die Bindung an Aktinfilamente
ermoOglichen, was zur Steigerung des Muskeltonus und Vasokonstriktion fiihren
wiirde (112). H2R finden sich im Gehirn, in der glatten Muskulatur, in Endothel-, Epithel-,
neutrophile Granulozyten, B- und T-Zellen und in Monozyten (107,113).
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Hs-Rezeptoren (H3R) reagieren mit Gaio-Proteinen, sie inhibieren die AC-Aktivitdt und
vermindern somit die cAMP-Formation, in weiterer Folge wird die PKA-Aktivitit ebenso
herabgesetzt. Durch die PLC-Aktivierung wird die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
aktiv und steigert iiber Proteinkinase B (PKB) den MAPK-Signalweg, dhnlich wie HIR.
Weitere Gemeinsamkeiten mit HIR bestehen in der Aktivierung der DAG und IP3, mit den
darauffolgenden oben bereits beschriebenen Signalen. Im ZNS sorgen H3R fiir eine negative

Riickkoppelung der Histaminausschiittung.

Hs-Rezeptoren (H4R) reagieren ebenso mit Gaio-Proteinen sie sind beteiligt an der
Regulation von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen sowie an der Entstehung
von Juckreiz. Am héufigsten sind H4R im Knochenmark exprimiert, auf RNA-Ebene
konnten H4R auch in der Milz, dem Thymus, der Lunge, dem Herzen, der Niere, in
Epithelzellen und im peripheren Blut detektiert werden (114,115). Sie sind allerdings aktuell
noch Gegenstand der Forschung (108,111,116).
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Abb. 10 Histamin-Rezeptor-Signalkaskaden (106)

Histamin wird nach einer Verbrennung aus Mastzellen ausgeschiittet, es steigert unter
anderem auch die Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) durch die Induktion

der Xanthin-Oxidase (117).

Friedl et al. konnten mit einem Mastzellstabilisator, Natrium-Cromoglicat, eine Senkung der

Histaminausschiittung und der Xanthin-Oxidase-Expression erzielen, es zeigte sich eine
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Reduktion der Kapillarpermeabilitidt um 92,8%. Dies wurde mittels Messung der Leaks des
125[-.Bovinen Serumalbumins (BSA) quantifiziert (118). Auch der positive Effekt von Ha-
Antagonisten, wie Cimetidin, wurde beobachtet. Allerdings liegt dem nicht der
Histaminantagonismus zugrunde, sondern viel mehr die Fahigkeit Cimetidins freie

Sauerstoffradikale zu binden (109).

Réntfors et al. konnten ebenso keine Senkung der Kapillarpermeabilitit durch Hi-
Antagonisten erkennen. Der, in dieser Studie verwendete, H>-Rezeptorantagonist Ranitidin
senkte die Perfusion in Verbrennungen dritten Grades, vermutlich durch die Hemmung der
Vasodilatation. H3z-Rezeptoragonisten erhohten die Perfusion in Verbrennungswunden

durch die Steigerung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) (119).

Ob Histamin einen positiven oder negativen Einfluss auf die Verbrennungspathophysiologie
hat, ist noch nicht zur Génze geklért und erfordert noch weitere Forschung, feststehend ist
jedoch die vermehrte Histaminausschiittung in den ersten beiden Tagen nach einem

thermischen Trauma (120).

2.2.1.2 VEGF

Der Gefial3-endotheliale Wachstumsfaktor, VEGF, wird stimuliert durch Ischdmie und
Hypoxie und fiihrt zur Neovaskularisation im beschéddigten Gefa3bett (121). VEGF wird aus
Mastzellen, Makrophagen, Neutrophilen, Thrombozyten und Keratinozyten ausgeschiittet
und induziert eine Hyperpermeabilitiat des Endothels tliber die bereits erwdahnten PLC- und
PI3K-Signalwege. Durch diese Signalwege erfolgt die Verdnderung der intrazelluldren
Ca?*-lonenkonzentration, die Ausschiittung von NO, auch die Synthese des Plittchen-
aktivierenden Faktors (PAF) wird gesteigert und der Cyclooxygenase-Signalweg wird
aktiviert (121,122).

Infanger et al. stellten eine Erhchung der VEGF-Werte im Serum Brandverletzter fest. Diese
Erhohung konnte am 1.Tag nach der Verbrennung gemessen werden bis hin zum 35.Tag.
Die durch die VEGF-Erhéhung verursachten Odeme wurden per Gewichtsmessung
aufgezeigt, womoglich gibt es einen neuen Therapieansatz mittels VEGF-Inhibition.

So wiirde das Odem und somit das Nachbrennen verhindert werden (122).
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Andererseits zeigte VEGF auch eine Forderung der Neoangiogenese (121), was zur
Perfusionsverbesserung im Wundbett fiihren kann, vermutlich ist die Wirkung von VEGF

auf die Brandwunde ebenso von Dosis und Gabezeitpunkt abhéngig.

2.2.1.3 Bradykinin

Das vasoaktive Peptidhormon, welches durch Mastzellen und basophile Granulozyten
sezerniert wird, spielt eine Histamin-dhnliche Rolle in der Odembildung einer
Verbrennungsverletzung. Es stimuliert die Ausschiittung von NO {iber seinen endothelialen
Bx-Rezeptor, was eine Vasodilatation und Hyperpermeabilitdt des Endothels zu Folge
hat (123).

Nwariaku et al. stellten eine bedingte Besserung der Wunddurchblutung, bei Verwendung
eines B-Antagonisten (NPC 17731), fest (124). Jonkam et al. versuchten mittels eines
anderen By-Antagonisten (Icatibant) die Verbrennungsddeme zu vermindern und konnten
einen reduzierten Efflux von Fliissigkeit und Protein aus dem GefdB3system erzielen (123).
Diese Studien suggerieren eine Therapiemdglichkeit zur Verhinderung der Odembildung
und folglich zur Verminderung des Nachbrennens, durch die Stabilisierung der

GefiBwinde (62).

2.2.1.4 Arachidonsaure-Metaboliten

Aus Arachidonsdure werden die meisten Eikosanoide gebildet, dazu zdhlen Prostaglandin,
Prostazyklin, Thromboxan, Leukotriene und einige andere Mediatoren der

Zellkommunikation (125).

Prostaglandin H, Leukotrien A4-F4, Prostazyklin (PGI) und Thromboxan A»/B,, tragen zur
progressiven Schidigung der Stase-Zone iiber die Férderung der Odeme bei (62).

Alexander et al. konnten durch die Anwendung von LTAs-Rezeptorblocker (FPL 55712)
eine Verminderung der Extravasation von Evans Blue (Azofarbstoff mit hoher Affinitét fiir
Albumin (126)) feststellen. Es konnten eine Vasodilatation und einer Hyperpermeabilitét der

Kapillaren verhindert werden (127).
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Barrow et al. erhielten mit der Gabe von Ibuprofen vor der Verbrennung die lokale Perfusion
aufrecht und reduzierten das lokale Odem. Die klinische Relevanz dieser Studie ist allerdings

durch den Einnahmezeitpunkt nicht gegeben (128).

Robson et al. vermuteten bereits, dass die Vasokonstriktion im betroffenen Gewebe zum
Nachbrenneffekt beitragen konnte, als Grund dafiir sahen sie das Ungleichgewicht
prostanoider Derivate (62,98,129).

Eine fehlerhafte Vasokonstriktion wiirde hierbei, in den nur teilweise geschiddigten
Gewebsabschnitten der Stase-Zone, zu einer Minderperfusion fithren, welche wiederum die

Teilschadigung in eine Totalnekrose verwandeln wiirde (55,129).

2.2.1.5 Substanz P und NO

Substanz P ist ein von Nervenzellen und Leukozyten gebildetes Neuropeptid, es wirkt iiber
G-Protein-gekoppelte Tachykininrezeptoren (TACR1, NK1R). Gewebeschiden fiihren zur
Freisetzung von Bradykinin und Prostaglandinen, die eine Aktivierung und Sensibilisierung
von lokalen Nozizeptoren (C-Fasern) bewirken. Die C-Fasern schiitten Substanz P und
,Calcitonin gene-related peptide* (CGRP) aus. CGRP dilatiert periphere Blutgefidle und
fiihrt zur R6tung der Haut. Substanz P 16st die Degranulation von Mastzellen aus, das
dadurch sezernierte Histamin reizt lokale Nozizeptoren weiter und fithrt zu einer
Hyperalgesie. Substanz P sorgt auch fiir die Extravasation von Plasma und trdgt zur Bildung

vom Odem bei (130).

Stickstoffmonoxid (NO) ist das kleinste endogene Signalmolekiil und wird durch NO-
Synthasen (NOS) gebildet, die es aus der Aminosdure L-Arginin spaltet. NO bewirkt iiber
eine Aktivierung der Guanylylcyclase (GC) die Erhohung des zyklischen
Guanosinmonophosphates (cGMP) und somit eine Relaxation der glatten
GefalBmuskulatur (131).

Yonehara et al. wiesen eine Erhdhung der lokalen NO-Metaboliten nach einer Verbrennung
nach. Die Gabe von N"“-nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME, ein a-Aminoséureester)
verminderte die Kapillarpermeabilitidt der Stase-Zone. NK1R-Antagonisten verminderten
die NO-Konzentrationen und Evans Blue-Extravasation, woraus geschlossen wurde, dass in
der Wunde pathophysiologisch bereits gewisse Mengen an Substanz P iiber geschédigte

afferente Fasern ausgeschiittet wurde (132).
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Inoue et al. wiesen mit der Anwendung von L-NAME und Aminoguanidin (NOS-
Inhibitoren) ebenso eine Senkung der Evans Blue-Extravasation nach (133).

Somit besteht die Mdglichkeit einer Therapie des Nachbrennens mittels Modulation der NO-
Konzentration in der Wunde, sei es durch die Hemmung der NK1-Rezeptoren oder durch

die Hemmung der NO-Synthase.

2.2.1.6 Der hydrostatische interstitielle Druck

Einer der vielen Wege, um die Odembildung zu verhindern wire die Erhohung des
interstitiellen Drucks (Pis). Durch die Verbrennung wird Pis gesenkt, der Efflux aus dem
GefaBlumen wird erleichtert (134). Luna et al. konnten durch die Gabe von a-Trinositol
(Entzlindungshemmer) Pjs etwas anheben (135), mehrere Studien erzielten mit einer
hochdosierten Vitamin C-Gabe dhnliche Effekte (136,137). Man konnte zusétzlich mittels
der nicht-invasiven HBO-Therapie eine geringere Odembildung und eine Verbesserung des

Nachbrenneffektes beobachten (134,138,139).

222 Hyperkoagulabilitat

Ein weiterer Ischdmie-fordernder Pathomechanismus der Verbrennungswunde ist die
Thrombosierung in der Stase-Zone (140). Die prothrombotische und antifibrinolytische
Eigenschaft des Endothels nach einer Verbrennung werden teilweise der Schiadigung und

Down-Regulation des antikoagulatorischen Thrombomodulins zugeschrieben (62).

2.2.2.1 Thrombomodulin

Thrombomodulin ist ein Oberflichenglykoprotein des Endothels. Es bindet Thrombin,
woraus ein Antikoagulans aus Thrombin wird, welches Protein C und S aktiviert. Protein C
inaktiviert wiederum die Gerinnungsfaktoren Va und Vllla, reduziert auch die Produktion
inflammatorischer Zytokine und vermindert die Leukozytenadhision (62).

Uygur et al. wiesen eine Steigerung der Thrombomodulin-Expression in Ratten bei Gabe
von Simvasatin nach. Die Perfusion in der Stase-Zone konnte erhalten und Gewebeschdden

reduziert werden (141). Boyko et al. gaben Atorvastatin als Therapieoption fiir Menschen
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frei (142). Fiir HMG-CoA-Reduktase-Hemmer wurden einige Studien durchgefiihrt die ihre
anti-fibrotischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften nachweisen konnten. Die anti-
inflammatorische Wirkung zeigt sich in der Hemmung der Signalwege fir TGF-1, IL-6,
TNF-a, die anti-fibrotische in der Hemmung der Fibroblastenproliferation (143—145).

Akershoek et al. verglichen Atorvastatin mit Losartan und stellten die Uberlegenheit des
Statins fest. Atorvastatin forderte die Re-Epithelialisierung und das Anwachsen der
Hauttransplantate bei Schweinen nach Verbrennungen dritten Grades (146). Dies liegt
vermutlich daran, dass Atorvastatin die Angiogenese im Wundbett fordert (147). Es
reduzierte auch die Kontrakturen und Hypertrophie der Narbe, vermutlich durch das
frithzeitige Auflosen von Myofibroblasten (146).

Hosny et al. entwickelten ein neues Wirkstoffapplikationssystem fiir Simvastatin in einer
Kokosnuss6l-Nanoemulsion. Es wurde angenommen, dass ein Synergismus zwischen
Simvastatin und dem Ol der Cocos nucifera Linn (Arecaceae) bestehen wird, da
Kokosnussdl anti-inflammatorische und antibakterielle Wirkungen hat. Die Emulsion ergab
eine Grofenabnahme des Verbrennungsdurchmessers, eine Abnahme von IL-6 und eine

Zunahme der Inhibitionszone des Erregers Staphylococcus aureus (148).

2.2.2.2 Fibrin

Fibrin (Faktor Ia) ist ein hydrophobes hochmolekulares Proteinpolymer, das zahlreiche
Quervernetzungen besitzt. Seine Vorstufe, das Fibrinogen (Faktor I), wird in der Leber
produziert, sie wird durch Proteolyse zu Fibrin-Monomeren und weiter zu festen
Fibrinthromben (149,150).

Isik et al. erforschten die Reaktion von Verbrennungswunden auf die Gabe von ,recombinant
tissue plasminogen activator (r-tPA), einem Fibrinolytikum, das Plasmin aus Plasminogen
spaltet, welches Fibrin in wasserldsliche Fibrinpeptide zerlegt (151,152).

Ratten in der r-tPA-Gruppe wiesen vitale Stase-Zonen auf verglichen mit der
Kontrollgruppe, die Nekrosen in den Stase-Zonen entwickelte. Die Fibrinolyse hilft somit

bei der Rettung der Stase-Zone (152).
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2.2.2.3 Prostazyklin

Prostazyklin (PGI,) dilatiert Gefa3e und hemmt die Thrombozytenaggregation (153). Battal
et al. verabreichten Ratten ein PGL>-Analogon, Beraprost, in einer Tierversuchsstudie und
konnten so eine gesteigerte Perfusion der Stase-Zone feststellen. Beraprost verhinderte die
Akkumulation von Neutrophilen, senkte die Odembildung, Thrombozytenaggregation und
die Nekrose. Es wird auch vermutet, dass Beraprost die Entwicklung von reaktiven

Sauerstoffradikalen reduzieren konnte (154).

2.3 Reaktive Sauerstoffspezies

Ein freies Radikal ist ein Atom oder Molekiil mit einem ungepaarten Valenzelektron und
einer hohen Reaktivitit, es trdgt sowohl bei Oxidationen als auch bei Reduktionsreaktionen
im Organismus bei. Als Reaktive Sauerstoffspezies oder ,reactive oxygen species® (ROS)
bezeichnet man freie Radikale und andere Molekiile, die an der Produktion von freien
Radikalen beteiligt sind. Wichtige ROS wiren das Hyperoxid-Anion (O2),
Wasserstoffperoxid (H202) und das Hydroxyl-Radikal (OH") (155).

Im gesunden Zustand einer Zelle kommen ROS auch physiologisch vor. Die
Ribonukleotid-Reduktase verwendet ROS bei der Katalyse gewisser Reaktionen (156,157).
Aktivierte Phagozyten produzieren im Rahmen der Phagozytose das bakterizid
wirkende Oz . Diese Radikale konnen Zellmembranen passieren und geraten oft aus der
Zelle, beispielsweise bei Elektronentransportketten in Mitochondrien oder iiber das
endoplasmatischen Retikulum. Eine weitere Quelle fiir Hyperoxid-Anionen sind
Autooxidationen von Vitamin C, Thiolen (Glutathion, Cystein), Adrenalin oder Flavin-
Coenzymen. Die Xanthin-Oxidase und NADPH-Dehydrogenase sind ebenso bekannte
Radikalproduzenten (155).

Die meisten Biomolekiile sind bei Radikaliiberschiissen anfillig auf Schiden, vor allem
Zellmembranen mit mehrfach ungeséttigten Fettsduren werden oxidiert und zerstort. Dieser
,oxidative Stress‘, dem die Zelle ausgesetzt wird, lost eine sich wiederholende
Kettenreaktion der Lipid-Peroxidation aus. Zusétzlich losen entstandene Hyperoxid-
Anionen ecine Inflammationsreaktion im Gewebe aus (155). Endothelzellen werden
beschiadigt, was eine Hyperpermeabilitit der Gefde verursacht und die

Neutrophilenaggregation fordert (158). Weitere Schiden wéren beispielsweise der Zerfall
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von Hyaluronsédure und Kollagen, die Schidigung von Membranen gewisser Zellorganellen,
wie Lysosomen und Mitochondrien (159), auch werden wichtige Enzyme der Zelle, dazu
zihlen die Na'/K'-ATPase, Ca’’-ATPase, Glutamin-Synthetase und  der
a-1-Proteinase-Inhibitor, in ihrer Funktion beeintrachtigt (160,161).

Radikale werden im gesunden Organismus durch Radikalfinger, Antioxidantien,
unschidlich gemacht (162). Mit der Superoxid-Dismutase und der Glutathion-Peroxidase
werden enzymatisch aus zwei Hyperoxid-Anionen und zwei Wasserstoff-Kationen, Wasser
und Sauerstoff gebildet. Beispiele fiir nicht-enzymatische Antioxidantien sind a-Tocopherol
(bioaktive Form von Vitamin E), Vitamin C, Harnséure, Glutathion, 3-Carotin und DMSO
(155).

Bei thermischen Traumata kann das Gleichgewicht zwischen Radikalen und Radikalfangern
nicht mehr gehalten werden, es kommt zum oxidativen Stress (155).

Singer et al. setzten Curcumin als Antioxidans bei Ratten ein und stellten eine Reduktion der
Nekrose in der Stase-Zone fest (163). Bei der Anwendung von Hydrogen-reicher
Kochsalzlsung an einem Rattenmodel mit Verbrennungen dritten Grades, stellten Guo et al.
erhohte Aktivititen von endogenen enzymatischen Antioxidantien fest. Eine Reduktion der
Expression mehrerer inflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-B1, IL-6) und apoptotischer
Zellen in der Stase-Zone konnte beobachtet werden. Sie konnten auch eine Senkung des
Malondialdehyds (MDA) messen (164). MDA ist ein Abbauprodukt der Oxidation von
mehrfach ungesittigten Fettsduren, wie sie in den Zellmembranen vorkommen, dieses
Molekiil reichert sich bei oxidativem Stress an und wird daher als Mal} dafiir
verwendet (165).

Fang et al. stellten eine Reduktion der Apoptose-Zellen und MDA-Konzentrationen in der
Stase-Zone fest, dabei wurde das Antioxidans Astaxanthin (ATX, frither Himatochrom) bei
Ratten in hohen Dosen verwendet. ATX (3,3’ -Dihydroxy-b,b’-carotin-4,4" -dion) ist ein
natiirlich vorkommendes rotliches Carotinoid, weit verbreitet unter Meeresorganismen,
kommt es vor in Algen, Krustentieren, auch in Lachsen. Es verleiht ihnen ihre
charakteristische Farbung (166).

Rosique et al. verabreichten den Ratten intraperitonal das Antioxidans, Methylenblau, sie
konnten die Reduktion der Nekrose der Stase-Zone feststellen, MDA wurde dabei nicht
gesenkt (167).
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N-Acetylcystein (NAC) kann den oxidativen Stress ebenso senken. Ocal et al. konnten
mittels NAC, nach einer Verbrennung, die bakterielle Translokation aus dem Intestinum bei

Ratten verhindern. Ebenso konnten sie eine Senkung von MDA nachweisen (168).

Ein weiteres Antioxidans, das eine breitgefacherte Anwendung in der Medizin findet, ist
Ascorbinsdure (Vitamin C, VC). Mehrere Studien konnten den positiven Effekt von VC auf
Verbrennungswunden belegen. Tanaka et al. vermuteten durch VC eine geringere
Odembildung in Verbrennungen. Hohe Dosen an VC konnten Pi erhdhen und die
Odembildung  vermindern, hatten allerdings keine  Auswirkung auf die
Albuminextravasation (137). Nakajima et al. konnten eine geringere Mortalitdt der
Verbrennungspatientlnnen feststellen, aber keinen signifikanten Effekt auf den

Fliissigkeitsbedarf der Patientlnnen (136).

2.4 Andere Therapien des Nachbrenn-Effekts

In der Rezension von Francis et al. wird der Einsatz von Stammzell-Therapien bei
Verbrennungsverletzungen beurteilt. Sie kamen zu folgendem Schluss: Stammzellen
beschleunigen die Wundheilung iiber unterschiedliche Signalwege, die die Neoangiogenese,
die Kollagendeposition und die Formation von Granulationsgewebe unterstiitzen.
Stammzellen modulieren die  Immunantwort und hemmen iiberschieBende
Entziindungsreaktionen, sie fordern die Regeneration von Haarfollikeln und anderen
Hautanhangsgebilden. Die meisten der inkludierten Studien wurden im préklinischen
Bereich durchgefiihrt und sind nur begrenzt aussagekriftig fiir die klinische
Anwendung (169).

Hill et al. applizierten einen wasserloslichen Surfactant Wundverband auf Verbrennungen
zweiten Grades. Es wurden 32 Patientlnnen in die retrospektive monozentrische Studie
inkludiert, alle Brandwunden unterschritten 20% KOF in ihrer Ausdehnung. Bei 59% der
Patientlnnen bestand noch die Nebendiagnose einer Substanzabhiangigkeit. Die
Verbrennungen zeigten keine Progression zu drittgradigen Verbrennungen. Auf Surfactant
basierte =~ Wundverbdnde  werden  bereits bei  chronischen = Wunden  mit
Heilungskomplikationen und kleinen Verbrennungswunden angewandt, hier konnten bei

Verbrennungsverletzungen positive Effekte gezeigt werden. 91% der Patientlnnen zeigten
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eine teilweise oder vollstindige Regeneration der betroffenen Hautareale, bei 69% der

PatientInnen kam es zu keiner Ausweitung der Verbrennungen (170).

Dolgachev et al. untersuchten dermale Nanoemulsionen mit Benzalkoniumchlorid
(NB-201, NB-402), das iiblicherweise ein Bestandteil von Hautdesinfektionsmitteln,
Augentropfen und Nasensprays ist. NB-201 reduzierte den Nachbrenn-Effekt, keine der
Verbrennungen sind fortgeschritten (171). Durch die antibakteriellen Eigenschaften
reduzierte NB-201 das Vorkommen von Wundinfektionen, es wirkte auch anti-
inflammatorisch durch eine Reduktion der Zytokin-Ausschiittung

(IL-B1, IL-6, TNF-a) (172).

Rosiglitazon wurde von Taira et al. verwendet. Es ist ein orales Antidiabetikum, welches
den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor-y (PPAR-y) aktiviert. PPAR-y erhoht die
Insulinsensitivitit der Zellen und hat auch anti-inflammatorische und antioxidative
Wirkungen auf das Gewebe. Makroskopisch und histologisch konnte keine signifikante
Ausbreitung der Ischdmie-Zone festgestellt werden. Eine geringere Anzahl thrombosierter

Gefalle konnte nachgewiesen werden sowie eine schnellere Re-Epithelialisierung (173,174).

Choi et al. erforschten die Auswirkung von Nicorandil auf die Stase-Zone mittels ,,comb
burn model* bei Ratten. Nicorandil ist ein Nicotinamid-Derivat, es bindet an ATP-abhéngige
Kaliumkanéle und 6ffnet diese. Es erfolgte eine Nicorandil-induzierte Vasodilatation (NO-
dhnliche Wirkung). Somit nahmen die Ischdmie und Hypoxie in der Stase-Zone ab. In dieser
Studie konnte eine verminderte Expression des Hypoxie-induzierten Faktor-1 a (HIF-1a)
gemessen werden (175). HIF-la ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, mit einer
Sauerstoff-regulierten a-Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten -Untereinheit.
Dieser unterstiitzt die VEGF-Expression und somit die Angiogenese. VEGF wird bei
Hypoxie hochreguliert und wurde durch die aufrechterhaltene Perfusion in der Stase-Zone

nicht vermehrt produziert (176).

Ein weiterer therapeutischer Ansatz wire die Applikation von kaltem Wasser auf
Verbrennungswunden als erste HilfemaBBnahme, allerdings kann die Kaélte-bedingte
Vasokonstriktion zur Ischdmie-Ausweitung fiihren. Tobalem et al. untersuchten den Effekt
der Applikation von kaltem Wasser (17°C) im Vergleich zu warmem Wasser (37°C). Sie

konnten nach 4 Tagen eine Verminderung des Nachbrennens in der Stase-Zone feststellen,
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bei Applikation von warmem Wasser fiir 20 min. Der Grund soll die wérmebedingte

Vasodilatation sein, welche die Durchblutung der Stase-Zone gefordert haben sollte (177).

3 Material und Methoden

3.1 Literaturrecherche

Eine Ubersicht der aktuellen Literatur wurde erstellt, um die Suche nach Studien iiber den
Nachbrenneffekt und seine Therapiemdglichkeiten zu erleichtern. Die Literaturrecherche
wurde mit Hilfe einer MESH-Suche von "Burns/physiopathology"[MAJR] und
(,,Burns/metabolism"[Mesh] OR "Burns/physiopathology"[Mesh] OR
"Burns/therapy"[Mesh]), PUBMED-Suche von ,burn wound AND (conversion OR
progression OR expansion)“ und ,,burn wound AND (pathophysiology)“ durchgefiihrt. Auch
wurde mittels PUBMED wund ResearchGate nach ,,(burn) AND (wound) AND
(conversion)*“, sowie nach ,,zone of stasis* gesucht. Referenzen der dabei gefundenen Artikel
wurden auch mit einbezogen. Artikel in den Sprachen Deutsch und Englisch wurden
verwendet.

Abstracts wurden so ausgewihlt, dass der Fokus speziell auf der Pathophysiologie und
experimentellen medikamentdsen Therapie des Nachbrennens bei Verbrennungen liegt.
Artikel zur Inflammation wurden exkludiert, da sie den Rahmen sprengen wiirden.
Einbezogene Studien wurden nach dem jeweiligen Pathomechanismen kategorisiert. Vier
Kategorien wurden ausgewihlt: Autophagie, Perfusion, Oxidativer Stress und ,,Andere®. In
allen Studien sollten die Verbrennungsprogression und Wundheilungsprozesse anhand der
histopathologischen Auswertung und der jeweiligen Biomarker beurteilt werden.
Epidemiologische Daten aus der Datenbank der Statistik Austria und der Deutschen
Gesellschaft fiir Verbrennungen wurden verwendet.

Biicher zum Thema Verbrennungen wurden hinzugezogen, insbesondere:

= Kamolz L-P, Herndon DN, Jeschke MG (Hrsg.). Verbrennungen - Diagnose,
Therapie  und  Rehabilitation  des  thermischen = Traumas.  Wien:
SpringerWienNew Y ork; 2009.

= Cardell M, Calcagni M. Checkliste Chirurgie [Internet]. 11th ed. Largiader FA,
Saeger H, Keel M, editors. Checkliste Chirurgie. Stuttgart: Georg Thieme Verlag;
2016.
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» Lemke H, Toomes L. Referenz Notfallmedizin. Referenz Notfallmedizin. Thieme;
2019.

»  Marx G, Muhl E, Zacharowski K, Zeuzem S, editors. Die Intensivmedizin [Internet].
Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg; 2015.

3.2 Tierversuch

In einem Ratten-Verbrithungsmodell soll untersucht werden, ob die Substanzen Spermidin,
Rapamycin, Hydroxycitrat, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Nicotinamid einen positiven
Einfluss auf den Nachbrenn-Effekt nach einer Verbrithung haben. Alle Substanzen kdnnen
eine Rolle im Bereich Autophagie spielen und somit den beschriebenen Effekt positiv

beeinflussen.

3.21 Die Versuchsreihe

Im Rahmen dieses Tierversuches soll die Ausdehnung der Verbrennungstiefe und der Effekt
der oben genannten, applizierten Substanzen auf die Stase-Zone bei Ratten evaluiert werden.
Der Tierversuchsantrag (GZ: BWMFW-66.010/0184-V/3b/2018 NR) und die
Antragsinderung  (GZ: BMWFW-66.010/0039-V/3b/2019 NR) wurden vom

Bundesministerium fiir Wissenschaft, Forschung und Wirtschaft genehmigt.

Fiir diese Studie wurden 60 méannliche Sprague Dawley Ratten, mit einem Gewicht von etwa
500g bis 600g, herangezogen. Das Alter der Ratten zu Beginn des Experimentes lag bei 10
Wochen. Die Ratten wurden von der Fa. Harlan Laboratories B.V., Zona Industriale

Azzida, 57, 33049 San Piero al Natisone (DU), Italien bezogen.

Es werden pro Durchgang 6 Gruppen mit jeweils 10 Ratten pro Gruppe (40
Interventionsratten + 20 Kontrollraten) gebildet. Bei den Ratten werden an 20% der

Korperoberfliche jeweils eine Verbriihung zweiten bis dritten Grades erzeugt.

Anasthesie

Die Einleitung der Narkose erfolgt in einer Induktionskammer fiir Ratten (Rothacher
Medical GmbH). Die Kammer besitzt auf einer Seite einen Normanschluss fiir die

Narkoseeinspeisung, iiber ein Combi-vet-Andsthesiegerdt inklusive elektronischem
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Durchflussmesser und Verdampfer; die andere Seite besitzt den Anschluss fiir die passive
Narkosegasabsaugung. Die Durchflussrate betrdgt fiir Isofluran 4 Vol.% und

2,5 1 Sauerstoff/min.

Unter Narkose werden die Ratten aus der Induktionskammer entnommen und auf dem Bauch
liegend auf einer Kleintier-Heizmatte positioniert, die iiber eine Rektalsonde reguliert wird.
Sofort werden sie auch an eine Narkosemaske angeschlossen, welche einen stabilen

Durchfluss von Sauerstoff (1,5-2,5 I/min) und Isofluran sicherstellt.

Die Andésthesie erfolgt durch eine intraperitoneale Injektion einer Mischung aus
Fentanyl (0,005 mg/kg), Midazolam (2 mg/kg) und Medetomidin (0,15 mg/kg). Um ein
Austrocknen der Hornhaut der gedffneten Augen zu vermeiden, wird zusétzlich

Oleovit® Augengel verwendet.

Den Ratten werden prioperativ subkutan Carprofen/Rimadyl® (4 mg/kg) und
Enrofloxacin (5 mg/kg) als antibiotische Prophylaxe verabreicht. Die Uberwachung des

Kreislaufs erfolgt mittels Pulsoxymetrie an einer der Pfoten.

Nach erfolgter Operation wird Medetomidin durch die subkutane Gabe von Atipamezol/
Andisedan® (0,2mg/kg) antagonisiert; die Ratten erhalten unmittelbar postoperativ eine
standardisierte Analgesie durch die Gabe von Buprenorphin/Temgesic® (0,1mg/kg s.c.).
Piritramid (30m1/250ml Trinkwasser) und Ibuprofen/Nureflex® (10ml/250ml Trinkwasser)

werden oral iiber das Trinkwasser fiir sieben Tage verabreicht.

Tag 1 — Verbriihung

In Allgemeinanidsthesie wird dem Tier der Riicken mit einem Elektrorasierer rasiert; es
erfolgt die erste Gewichtsmessung und die Laser-Speckle-Messung.

Auf einer weichen Schaumstoffrolle wird die Ratte (in Allgemeinanésthesie) in Bauchlage
iiber ein Becken gelegt, es wird eine 10x4x5cm flexible Kunststoffschablone auf den Riicken
der Ratte gepresst.

Die Schablone wird mit 100 ml kochendes Wasser (100°C) angefiillt; die Einwirkzeit betragt
10 Sekunden. Nach 10 s wird die Schablone und die Ratte um 90° gedreht, so kann das

Wasser abfliefen und andere Hautareale werden verschont. Folgend wird die verbriihte
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Stelle abgetrocknet. Es erfolgt die zweite Analyse mittels des Laser-Speckle-Contrast

Imaging.

Abb. 11 Ratte (27 — DMSO) nach Verbriihung

Anschlielend wird der Wundverband mit Klammern fixiert und ein ,,Schutz-Panzer* aus
hartem Kunststoff an den Riicken der Ratte angeniht (Abb. 12). Damit soll sichergestellt

werden, dass es zu keiner zusétzlichen Manipulation an der Wunde kommt.

Abb. 12 Ratte (27 — DMSO) mit Schutz-Panzer

Nach Anlegen eines Schutzverbandes wird die jeweilige Testsubstanz intraperitoneal (i.p.)

verabreicht. In Tab. 5 werden die Substanzen und ihre Dosierungen angefiihrt.
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Die Substanzen Spermidin, Nicotinamid und Hydroxycitrat werden mit NaCl als
Tragersubstanz verdiinnt und so den Ratten appliziert. Die NaCl-Losung gilt hier als
Kontrollgruppe. Rapamycin bendtigt DMSO als Losungsmittel. Um einen moglichen Effekt
von DMSO isoliert messen zu konnen und eine Verfalschung der Interpretation der
Rapamycin-Ergebnisse zu umgehen, werden weitere 10 Ratten (+20% Dropout = 12 Ratten)
mit DMSO behandelt. So gelten DMSO und NaCl als Kontrollsubstanzen, jedoch auch
DMSO als eigene Testsubstanz, die eigenstindige Effekte auf die Wundheilung haben
konnte (92).

Substanz Konzentrationen
Spermidin 50 mg/kg Korpergewicht
Rapamycin 1 mg/kg Korpergewicht
Hydroxycitrat 5,5 mg/kg Korpergewicht
Nicotinamid 200 mg/kg Korpergewicht
DMSO 85 ul/kg Korpergewicht
NaCl 9 mg/Tier

Tab. 5 Dosis der angewandten Substanzen

Fotodokumentationen im Bereich der Wunde wurden pri-, intra- oder postoperativ
durchgefiihrt. Die Schmerzmittel werden subkutan injiziert, bzw. anschlieend auch oral

iiber das Trinkwasser verabreicht (Piritramid und Ibuprofen).

Tag 8 — Messung und Euthanasie7

Am 8. Tag postoperativ erfolgt eine erneute Narkoseeinleitung der Ratte. Die letzte
Gewichtsmessung erfolgt und die Laser-Speckle-Messung wird durchgefiihrt.
Anschlieend wurden die Tiere unter Narkose entblutet (10ml aus VCI) und das Herz der
Ratten entfernt.

Nach der Euthanasie werden Gewebeproben aus dem verbriihten Hautareal entnommen und

histologisch analysiert.
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Messmethoden der Studie

= Gewicht

Das Gewicht der Ratten wurde zu Beginn (T1 vor der Verbriihung), sowie vor der Euthanasie

(T8) gemessen.

=  Fotodokumentation

Es werden Fotodokumentationen nach der Verbrennung und nach der Verbandsanlage

durchgefiihrt (T1, T8).

= [aser-Speckle-Contrast Imaging

Bei Verbrennungsverletzungen ist die Durchblutung je nach AusmaBl der Wunde
eingeschrankt. Durch das Laser-Speckle-Verfahren ist diese Minderdurchblutung
beriihrungslos messbar, so wird die bereits geschwichte Hautbarriere vor einer weiteren
Schiadigung durch andere Messmethoden gewahrt. Es muss beispielsweise bei einer
Doppler-Messung die Sonde auf die verbrannte Haut aufgelegt werden, dies kann bei der

Laser-Speckle-Messung vermieden werden.

Das Laserlicht (A=632,8nm) wird an der
Rauheit einer Objektoberfliche gestreut

Lichtleiter )
Laser / und bildet sogenannte ,,Speckles, da es
I zu zufilligen Phasenverschiebungen
Elektronik - kommt (178).

I(t)

Fotomultiplier—

/ Der Laser (s. Abb. 13) bildet, nach

2C # durchlaufen des Lichtleiters und der

30um Blende— % i
\ ..':-' Linse, einen Punkt auf  der
T Hautoberfliche (<£=1,3 mm). Dort

Hautoberflache
entsteht das Speckle-Muster durch

Streuung  des  Lasers an  der

Hautoberfliche. Uber die 30pm-Blende

Abb. 13 Aufbau der Laser-Speckle-Apparatur

und den Fotomultiplier (eng. photomultiplier tube, kurz PMT) wird das Speckle-Muster
detektiert und amplifiziert (178). Photonen, die auf eine Elektrode im Fotomultiplier treffen,
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l6sen Elektronen aus der Elektrode heraus (auch photoelektrischer Effekt). Diese werden
beschleunigt und treffen wiederum auf eine Elektrodenreihe (auch Dynoden). Bei jeder
Dynode werden mehrere Sekundérelektronen frei, die gemessen werden konnen. Somit wird
das schwache Ursprungssignal messbar (179). Das verstiarkte Signal I(t) wird in der
Elektronik (s. Abb. 14) differenziert. Danach wird die mittlere Amplitude im ,Root-to-
Square to Direct Current-Converter’ (RMS-DC-Converter) gebildet, welche proportional
zur mittleren Frequenz ist. Die Intensitdten (I) des Streulichts werden im Dividierer so
kompensiert, dass Anderungen im Reflexionsverhalten an der Haut keine groBen

Auswirkungen auf das Messergebnis haben sollten (178).

Die Streuung des Lasers am Blut ist jedoch sehr gering verglichen mit der Streuung an der

nicht-durchbluteten Epidermis, die

'O _1erstarkter b Differentiator ] [RMSTDC-]  sich oft unwillkiirlich bewegt. Es
Bandpass Converter . .
kommt zu einer kohirenten
| - Uberlagerung von zwei
0— Verstarker Dividierer
dynamischen Speckle-Mustern.
T Durch den Bandbreitenfilter (auch
Recorder

Bandpass) werden Storungen durch

Abb. 14 Elektronik der Laser-Speckle-Apparatur die Epidermis deutlich reduziert.

Es ergibt sich ein quantitatives MaB fiir die Blutgeschwindigkeit und den Blutfluss, es wird
Blutflussparameter genannt. Der Blutflussparameter wird in relativen Einheiten angegeben

und steigt mit dem Heilungsprozess und der Durchblutungskapazitdt der Haut (178).

In dieser Studie wurden insgesamt drei Analysen mittels Laser-Speckle-Verfahren
durchgefiihrt. Die erste erfolgte nach der Rasur des Rattenfells und vor der Verbriithung, (T1-
vor). Die ndchste Analyse erfolgte direkt nach der Verbrithung (T1-nach); und die dritte und

letzte Analyse (T8) kurz vor der Euthanasie.
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= Histologie
Es wurde nach der Euthanasie aus dem verbriihten Hautareal bzw. aus dem umliegenden

gesunden Areal Biopsien entnommen. Jedes der Biopsate wurden deskriptiv analysiert, dies

erfolgte in 6 Kategorien (Tab. 6) mit den zugehdrigen Scores angefiihrt in Tab. 7 - Tab. 12.

A Epithelregeneration (Re-epithelialisierung)

B Degeneration, Nekrose

C Dermale Reparatur

D Entziindung, akut zu chronisch

E Heilungskomplikation: Bakterienkolonien, Suppuration (Eiterung)
F Einblutungen

Tab. 6 Histologische Auswertungskategorien

Fiir die Re-Epithelialisierung (RE) wurde folgender Score verwendet:

Score — A Definition
0 — keine RE Kein Hinweis auf Epithelregeneration
1 — minimale RE Minimale Regeneration in Hautanhangsgebilden (Haarfollikel,

SchweiB-, Talgdriisen)

2 —gering RE Lokale Regeneration der Hautanhangsgebilde bis zur

Hautoberfldche, ohne Ausbreitung

3 — moderate RE < 50% der Oberfldche regeneriert

4 — ausgeprigte RE | > 50% der Oberfldche regeneriert

5 —vollstandige RE | Vollstindige Regeneration mit/ohne Hyperplasie

Tab. 7 A - Epithelregeneration — Scoringdefinition

Die Nekrose (D/N) wurde definiert iiber den Mangel an Erythrozyten im GefaB3system und
die durch Haferzellen (degenerierte Leukozyten (180)) bedingte Degeneration und
Nekrotisierung der Rete Malpighi oder Retezellen. Diese Bezeichnung beschreibt Zellen aus

dem Stratum basale und dem Stratum spinosum der Haut (s. Abb. 1) (181).
In dieser Untersuchung wurde die Grenze zwischen vitalem und avitalem Gewebe wie folgt

definiert: Prdsenz von erweiterten Blutgefilen und Kapillaren, die durch hyaline

Mikrothrombi oder gestaute Erythrozyten aufgebliht sind.
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Score — B Anteil der Schadigung
0 - keine D/N 0%

1 - minimale D/N 1-15%

2 - geringe D/N 16-30%

3- moderate D/N 31-60%

4 - ausgeprigte D/N | 61-100%

D/N

5 - schwerwiegende | Schidden der kutanen Muskulatur bis in die Subkutis

Tab. 8 B - Degeneration/Nekrose - Scoredefinitionen

Die dermale Reparatur (DR) besteht aus neuem dermalem Gewebe und neuen Gefil3en,

keine Regeneration der Muskulatur oder der Subkutis. Die Regeneration ist charakterisiert

durch die entstandenen neuen intakten Fibroblasten und neue Gefal8knospen.

Score - C

Anteil der Reparatur

0 - keine DR

Kein neues Gewebe oder Revaskularisation: 0%

1 - minimale

DR

minimale Menge an neuem Gewebe oder Revaskularisation: ~ 1-15%

2 - geringe DR

geringe Menge an neuem Gewebe oder Revaskularisation:  ~ 16-

30%

3 - moderate DR

mittelméiBige Menge an neuem Gewebe oder Revaskularisation: ~31-

60%

4 - nahezu fast vollstindige, fortgeschrittene Reparatur der Haut: ~ 61-100%
vollstdndig DR
5 - floride DR florides neues dermales Gewebe, Granulationsgewebe bis hin zum

exzessiven Wachstum/Keloid > 100%

Tab. 9 C - Dermale Reparatur — Scoredefinitionen
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Das Entziindungsausmal (I) in der jeweiligen Gewebsprobe wurde anhand der Anzahl und

Dichte der Entziindungszellen im Biopsat ermittelt.

Score — D

Entziindungsausmal}

0 - keine [

keine Entziindungszeichen 0%

1 - minimale I

wenige disseminierte Entziindungszellen, wie Granulozyten und

Makrophagen um Gefille, ~ 1-4% der Probe betroffen

2 - geringe |

milde Entziindungszeichen mit wenigen Entziindungszellen, wie
kleine Lymphozyten, Monozyten und wenige Makrophagen, ~ 5-
29% der Probe betroffen

3 - moderate 1

viele diffus verteilte Entzlindungszellen, ~ 30-59% der Probe
betroffen

4 - ausgeprigte [

ausgeprigte Entziindung mit Zell-Einschmelzungen ~ 60-85%

I

5 - schwerwiegende | schwerwiegende diffuse Entziindung, keine Abgrenzung zum

umliegenden Gewebe moglich

Tab. 10 D - Entziindung — Scoredefinitionen

Als Heilungskomplikation (K) gilt der Keimbefall der Gewebeprobe und sein Ausmal.

Score — E

Komplikation

0 - keine K

keine Komplikation

1 - minimale K

fokale perifollikuldre Eiterung ohne Bakterien

2 - geringe K

sichtbare multifokale Bakterienkolonien im nekrotischen Gewebe

3 - moderate K

bakterielle Uberwucherung in allen Hautschichten

Tab. 11 E - Heilungskomplikation — Scoredefinitionen

Der Score fiir Einblutungen (H) beschreibt die Himorrhagie in gewissen Hautschichten der

Proben. Sie gehen einher mit der Reperfusion der Wunde nach der Verbrithung. In einer

Verbrennungswunde folgt auf die initiale Ischdmiephase eine Reperfusionsphase, die

Wiederholung beider aufeinanderfolgender Prozesse trigt zum Nachbrennen bei (182).
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Score — F Hamorrhagie

0 - keine H keine Himorrhagie

e : . . 1
1 - minimale H | djskrete Extravasation von vereinzelten Erythrozyten, oberes 3 der

Dermis

2-geringe H | mehrere perivaskulire Einblutungen, obere % der Haut (reicht in

Subkutis)

3 - moderate H | konsistente und groBflachige Erythrozyten-Extravasation um dilatierte

und thrombosierte Gefid3e, gesamte Dermis und Subkutis betroffen

Tab. 12 F - Einblutungen - Scoredefinitionen

= Analyse

Die unterschiedlichen Ergebnisse (Gewichtsmessung, Flux-Werte der Laser-Speckle-
Messungen, histologische Scores) der Gruppen wurden miteinander anhand der Berechnung
der Mittelwerte und Standardabweichungen verglichen. Dafiir wurden die Daten gesammelt

und mittels Excel analysiert und als Graphiken dargestellt.
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4 Ergebnisse — Resultate

4.1 Literaturrecherche

Es wurden 34 Studien und 1 Review einbezogen und in 4 Kategorien eingeteilt (s. Abb. 15).
Bei 46% der Studien stand die Anpassung der Perfusion in der Brandwunde im Vordergrund,
18% der Studien modulierten die TherapiemaBnahmen mehrere Mechanismen des
Organismus, 21% ddmmten den oxidativen Stress nach einer Verbrennung ein und bei 15%
wurde die Autophagie und Apoptose der Zellen moduliert. In den Studien wurden

hauptsédchlich Tierversuchsmodelle verwendet.

m Perfusion
46% m Autophagie

Oxidativer Stress
21%

m Andere
15%
Abb. 15 Einbezogene Studienanzahlen
411 Autophagie

Die in Tab. 13 angefiihrten Studien zeigten durch unterschiedliche Autophagie-induzierende
Substanzen eine protektive Wirkung auf die Stase-Zone. Der Nachbrenn-Effekt konnte

somit minimiert werden.

Substanz Autor Publikationsjahr
DMSO Pielesz et al. 2018

Guo et al. 2020
Rapamycin Xiao et al. 2013
EPO Tobalem et al. 2013
Vit D Das et al. 2019
PRP Orhan et al. 2019

Tab. 13 Substanzen der Studien zur Autophagieinduktion
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4.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies
Die angefiihrten Substanzen (Tab. 14) fiihrten zur Senkung des oxidativen Stresses, zur

Verbesserung der Perfusion und zur Verminderung der {iberschieBenden

Inflammationsreaktion nach einer Verbrennung.

Substanz Autor Publikationsjahr
Astaxanthin Fang et al. 2017
Methylenblau Rosique et al. 2017
H-reiche NaCl-Lsg. Guo et al. 2015
Curcumin Singer et al. 2011
N-Acetylcystein Ocal et al. 2004
Vitamin C Nakajima et al. 2019

Tanaka et al. 1999

Tab. 14 Substanzen der Studien zum oxidativen Stress

41.3 Perfusion

Die in Tab. 15 unter Odeme gelisteten Substanzen sorgten fiir eine Hemmung der
Hyperpermeabilitit und somit zur Verhinderung von Odemen und in weiterer Folge zur
Forderung der Perfusion in der Stase-Zone einer Verbrennungswunde. Unter
Hyperkoagulabilitit — angegebene  Substanzen  filhren zur  Unterbindung  der
Mikrothrombosierungen in Verbrennungswunden und somit wieder zur Verbesserung der

Wunddurchblutung und zur Unterbindung des Nachbrennens.
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Symptom
Substanz Autor Publikationsjahr
Odeme
Spermidin Tuca et al. 2015
Icatibant Jonkam et al. 2007
Ranitidin, Clemastine,
Thioperamid Réntfors et al. 2003
L-NAME, Aminoguanidin Inoue et al. 2001
Ibuprofen Barrow et al. 2000
L-NAME Yonehara et al. 2000
NPC 1773 Nwariaku et al. 1996
Na-Cromoglinat, Cimetidin Friedl et al. 1989
FPL 55712 Alexander et al. 1984
Hyperkoagulabilitit
Atorvastatin Boyko et al. 2020
Simvastatin-Kokosol-Emulsion Hosny et al. 2020
Losartan, Atorvastatin Akershoek et al. 2017
Simvastatin Uygur et al. 2009
r-TPA Isik et al. 1998
Beraprost Battal et al. 1996

Tab. 15 Studien zur Perfusion

414 Andere
Hier wurden mehrere unterschiedliche Substanzen betrachtet, sie beeinflussen mehrere der

obengenannten Aspekte der Verbrennungsphysiologie gleichzeitig (Tab. 16). Stammzell-
Therapien haben positive Wirkungen auf die Neoangiogenese und somit auf die Perfusion,
Inflammation und Regeneration der Stase-Zone gezeigt. Surfactant verhindert die
Extravasation von Erythrozyten, verbessert den Blutfluss zur Wunde und verringert die
Koagulation in der Stase-Zone. Benzalkoniumchlorid wirkt anti-inflammatorisch und senkt
durch seine bakterizide Wirkung die Anfilligkeit von Verbrennungswunden auf bakterielle
Infektionen und fordert somit den Heilungsprozess. Rosiglitazon wirkte anti-

inflammatorisch, antithrombotisch und antioxidativ.
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Substanz Autor Publikationsjahr
Stammzellen Francis et al 2019
Surfactant Hill et al. 2021
Baskaran et al. 2001
Benzalkoniumchlorid Dolgacheyv et al. 2020
Dolgacheyv et al. 2016
Rosiglitazon Taira et al. 2009
Nicorandil Choi et al. 2018
Warmes Wasser Tobalem et al. 2012

Tab. 17 Substanzen der Studien zu mehreren Pathomechanismen

4.2 Tierversuch

421 Gewichtsmessung

Hier zeigen sich Gewichtsverluste wie im nachfolgenden Graphen (s. Abb. 16) und in Tab.
18 dargestellt, in jeder Gruppe fand ein merklicher Gewichtsverlust statt. Tab. 18 wurde hier
mit Standardabweichungen (SD) eingefiigt, da die SD nicht ausreichend iibersichtlich in der
Grafik darstellbar ist.

In den Substanzgruppen Rapamycin, Nicotinamid und Hydroxycitrat verloren die Ratten bis
zum 8.Tag der Studie im Durchschnitt 7,2% ihres Gewichts. Verglichen mit 8,3%
Gewichtsverlust in der NaCl-Kontrollgruppe, konnten diese Substanzen eine minimale
Besserung der metabolischen Lage der Ratten verursacht haben.

In der DMSO-Substanzgruppe behielten die Ratten 93,19% ihres urspriinglichen Gewichts,
somit hatte diese Ratten-Gruppe den geringsten Gewichtsverlust. Der einzig signifikant
reduzierte Gewichtswert wurde bei der Spermidin-Gruppe gemessen, beide iiberlebenden
Ratten hatten einen mittleren Gewichtsverlust von 20,4%. Hier wurde nach dem 6.
Durchgang die Gabe von Spermidin eingestellt. Von 6 Ratten tiberlebten 2 bis zur zweiten

Gewichtsmessung am 8.Tag der Versuchsreihe.
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Mittleres Gewichtin g
iy
(0]
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--Spermidin
--Rapamycin

Nicotinamid

Hydroxycitrat

430 --DMSO
--NacCl
380
T1 T8
Messzeitpunkte
Abb. 16 Mittleres Gewicht in [g] an Tag I und Tag 8
Substanz T1 SD T8 SD
Rapamycin 513,7 59,4 475.,4 54,9
Hydroxycitrat | 510,3 57,6 474.,6 60,5
Nicotinamid | 492,3 53,1 4573 57,8
DMSO 505,1 44,5 470,7 47,6
NaCl 534,2 51,7 489,8 444
Spermidin 535,2 44 .4 426 15
Tab. 18 Mittleres Gewicht und SD in [g] an T1 und T8
4.2.2 Laser-Speckle-Contrast Imaging

Die Blutflussparameter der Ratten sanken ausnahmslos nach der Verbrithung, da jede

Verbrennung die Durchblutung der Haut beeintréchtigt (s. Abb. 20). Man erkannte durch die

Verminderung des Speckle-Musters (hellblaue Lichtstreuung) im markierten Messbereich

von Abb. 17 verglichen mit Abb. 18 eine sofortige Verdnderung der Mikrozirkulation. An

Tag 8 nach der Verbrithung zeigte sich eine weitere Reduktion der messbaren Speckles

(s. Abb. 19).
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Abb. 17 Tag I vor der Verbriihung — (DMSO-Rattennr.27)
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Abb. 18 Tag I nach der Verbriihung — (DMSO-Rattennr.27)
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Abb. 19 Tag 8§ — (DMSO-Rattennr.27)

Hydroxycitrat, Nicotinamid und DMSO zeigten verglichen mit der NaCl-Kontrollgruppe
eine geringere Senkung des Blutflusses in der Haut der Ratten.

Rapamycin und Spermidin zeigten keine Besserungen gegeniiber den beiden Kontroll-
Gruppen (DMSO, NaCl) (s. Abb. 20). Allerdings ist die Spermidin-Kurve in der
untenstehenden Graphik mit Vorsicht zu betrachten, da nur 6 Ratten diese Substanz erhielten
(vgl. alle anderen Gruppen bestanden aus 10 Ratten), von diesen 6 Ratten iiberlebten nur 2.

Die Werte sind daher stark verzerrt im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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Abb. 20 Uberblick iiber Flux-Mean-Werte + SD aller Substanzgruppen

423 Histologie

Die Biopsie-Auswertung zeigte keine schliissigen Werte. Nach einer 6-monatigen
Verweildauer der Gewebeproben in einer Formalin-Losung, wurden die fixierten Proben
von Firma TPL aufgearbeitet, gefirbt und von Histopathologen bewertet. Ratten der
Spermidingruppe, wurden aufgrund der kleinen Kohorte nicht histologisch beurteilt.

In Abb. 21 werden die Mittelwerte der Scores (s. Tab. 19) und ihre Standardabweichungen
graphisch dargestellt.

Scores in Tab. 19 stellen die Mittelwerte der histologischen Beurteilungen der Biopsate jeder
Ratte der jeweiligen Substanzgruppen dar, wobei jede der Farben der Sdulen einer
verabreichten Substanz entspricht. Der Graph und die Tabelle werden in den néchsten 6

Unterpunkten erldutert.
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Histologische Bewertungskategorien

Abb. 21 Score-Durchschnitt = SD der histologischen Auswertungen

Substanz A - Score | B-Score | C-Score | D-Score | E-Score |F - Score
Rapamycin 0,42 3,25 1,55 1,25 0,425 0
+0,4 +0,2 +0,5 +0,5 +0,4
Hydroxycitrat | 1,25 3,3 2,35 1,23 0,56 0,45
+0,8 +0,4 +0,6 +0,3 +0,4 +0,4
Nicotinamid 0,78 3,43 2,06 1,38 0,68 0,37
+ 0,64 +0,24 + 0,34 +0,15 + 0,36 + 0,36
DMSO 0,8 3,43 2,35 1,58 0,56 0,18
+0,8 + 0,49 +0,26 +0,26 + 0,54 + 0,32
NaCl 0,68 3,39 2,3 1,18 0,33 0,27
+0,8 +0,53 + 0,49 +0,32 +0,5 + 0,29

Tab. 19 Absolutwerte der Scoredurchschnitte £ SD der histologischen Auswertungen

4.2.3.1 A - Score — Epithelregeneration (RE)

Mit einem durchschnittlichen Score von 1,25 von 5 zeigten die Ratten der Hydroxycitrat-
Gruppe den hochsten Score dieser Kategorie, trotzdem deutet dieser Score lediglich auf eine
gering-gradige Epithelregeneration hin. Verglichen mit den mittleren Scores der
Kontrollgruppen mit den Substanzen NaCl und DMSO, welche respektive Scores von 0,63
und 0,8 haben, liegt der Score der Hydroxycitrat-Gruppe deutlich dartiber.

Nicotinamid, mit einem Score von 0,77, zeigte verglichen mit NaCl keine erwdhnenswerte

Besserung. Rapamycin  lag mit 04 unter beiden  Kontrollgruppen.
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Da die meisten Ratten der Spermidin-Gruppe vor der Gewebsentnahme starben, wurde auf

die Auswertung der beiden lebenden verzichtet.

4.2.3.2 B - Score — Degeneration, Nekrose (D/N)

Unabhéngig von der Substanzgruppe sind alle Werte von 5 und >3 bis <4, sie beschreiben
somit eine ,moderate‘ bis ,ausgepriagte‘ Schadigung der Haut mit einem Ausmall um 60%
der Gewebsprobe. Die Rapamycin-Gruppe hatte den niedrigsten Score von 3,25, der
geringer ist verglichen mit den Kontrollgruppen, welche beide bei 3,4 waren. Mit 3,42 hat

die Nicotinamid-Gruppe den hochsten Score.

4.2.3.3 C - Score — Dermale Reparatur (DR)

Die Substanzgruppe Rapamycin hatte den niedrigsten Score (1,55) verglichen mit der NaCl-
und DMSO-Kontrollgruppe (2,3;2,35). Rapamycin bewirkte somit in seiner Gruppe eine
dermale Reparatur von < 16%, NaCl und DMSO hingegen < 31%. Hydroxycitrat erzielte
die gleiche Wirkung wie beide Kontrollgruppen. Nicotinamid hatte einen Score von 2,06,

und erbrachte somit eine dermale Reparatur von ~ 30%.

4.2.3.4 D - Score — Entziindung/Inflammation (l)

Entziindungsscores der Substanzgruppen halten sich unter 1,6, wobei die NaCl-
Kontrollgruppe den niedrigsten Wert und die DMSO-Kontrollgruppe den hochsten
aufwiesen. Alle Proben zeigten somit eine milde Entziindung, bis zu 5% der Haut waren

betroffen.

4.2.3.5 E - Score — Heilungskomplikationen (K)

Der Score der Nicotinamid-Gruppe ist mit 0,68 von 3 am hochsten verglichen mit den
anderen Substanzgruppen. Dies deutet daraufhin, dass keine der Substanzen eine

ausgeprigte Heilungskomplikation mit einer bakteriellen Uberwucherung aufzeigte.

4.2.3.6 F - Score — Einblutungen (H)

Hier fielen alle mittleren Scores unter 0,5 von 3 aus, keine nennenswerte Extravasation von

Erythrozyten fand statt.
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5 Diskussion und Conclusio

Die Recherche zu konservativen Therapiemoglichkeiten des Nachbrennens in den Bereichen
der Autophagie, Perfusion und des oxidativen Stresses einer thermischen Verletzung zeigte
in den vergangenen 40 Jahren einige Fortschritte auf.

Die meisten der hier untersuchten Studien zielen auf eine Durchblutungsverbesserung der
Wunde ab, sei es durch die Inflammationssenkung oder die Verhinderung der Odembildung,
durch eine Antikoagulation oder die Forderung der Neoangiogenese. Das Hauptaugenmerk
liegt in  der  derzeitigen  Forschung auf der  Perfusionsoptimierung.
Zurzeit kommen in Studien zur Rettung der Stase-Zone noch deutlich wenige Autophagie-
induzierende Substanzen zur Anwendung, wie in Abb. 15 ersichtlich. Womdglich gibt es
einen bestehenden Zusammenhang zwischen der Perfusionseinschrinkung durch
Odembildung und der Autophagie-Hemmung in Verbrennungswunden, durch erfolgende
Onkosis der Zellen konnten Autophagie-induzierende Prozesse moglicherweise gehemmt

werden.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Tierversuchsstudie wurden mit Ergebnissen aus der
Literaturrecherche verglichen. Im Gegenteil zu den Ergebnissen, der hier erfolgten
Tierversuchsstudie zeigten die Substanzen Rapamycin und DMSO, in zuvor durchgefiihrten
Studien, vielversprechende Ergebnisse in der Autophagieinduktion. Es ist allerdings noch
nicht eindeutig geklirt, ob die Autophagie tatsdchlich eine protektive Funktion vor dem
Zelltod einnimmt oder diesen fordert. Mdoglichweise werden beide Effekte in einer
Verbrennungswunde ausgeldst, abhéngig vom Zeitpunkt und vom Grad der Verbrennung.
Dies wird bei der Gegeniiberstellung der Studien von Xiao et al. und Tan et al. deutlich (7,8).
Beide genannten Studien deuten auf eine Verbesserung der Wundheilung mit Rapamycin
hin, welche iiber den Signalweg der mTOR-Kinase die Autophagie unterstiitzt und die
Verbrennungsprogression vermindert. Es wurde festgestellt, dass Autophagieprozesse
unmittelbar nach Verbrennungen herabgesetzt sind und erst nach 24h erneut ansteigen.
Uberdies ist auch nach 24h die Autophagie-Intensitit weiterhin deutlich unter der Norm
einer gesunden Haut. (3,4).

In beiden Studien war auch die Anwendung unterschiedlicher Verbrennungsmodelle
ausschlaggebend. Ebenso wiesen Xiao et al. eine geringe Kohortenanzahl und eine kurze
Studiendauer auf, wodurch die Beurteilung und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse

erschwert wurden.
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Fiir Hydroxycitrat wurden in der Recherche keine mit dem hier durchgefiihrten Tierversuch
vergleichbare Studien gefunden. Hydroxycitrat wurde noch nicht im Zusammenhang mit
Autophagie-Induktion bei Verbrennungswunden erforscht. Um die Aussagekraft der hier
beschriebenen Studie untersuchen zu kdnnen, sollten daher weitere Untersuchungen mit

diesen Substanzen durchgefiihrt werden.

Die topische und intraperitoneale Applikation von Spermidin bei Brandverletzungen wurde
von Tuca et al. (12) bereits angewandt. Ratten wurden am Riicken mit kochendem Wasser
verbritht (selbes Verbrennungsmodell, wie im hier durchgefiihrten Tierversuch).
Histologisch konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die Odembildung als auch die
Kollagenschidigung durch beide Formen der Spermidingabe in den tiefen dermalen
Schichten und in Muskelfasern senkten. Dies konnte in weiterer Folge eine Einddmmung

des Nachbrennens bedeuten.

Choi et al. erreichten mit Nicorandil, einem Nicotinamid-Derivat, eine Verbesserung der
Perfusion in der Stase-Zone. Es wurde in der hier durchgefiihrten Tierversuchsstudie in der
Nicotinamid-Gruppe der hochste Degenerations- und Nekrosescore gemessen, auch der
hochste Entziindungsscore wurde in dieser Gruppe festgestellt. Diesen widerspriichlichen
Ergebnissen konnen mehrere Aspekte zugrunde liegen, wie die unterschiedlichen Dosen, die

GroBen der Kohortengruppen oder auch unterschiedliche Wirkungen der beiden Substanzen.

5.1 Tierversuch

511 Gewichtsmessung

Die Gewichtsmessung zeigte einen signifikanten Masseverlust in der Spermidin-
Substanzgruppe. Diese Ergebnisse scheinen widerspriichlich zu Tuca et al. (12) zu sein. Dies
hingt vermutlich mit der CRM-Wirkung des Spermidins zusammen. FEine
Dosisverminderung, eine alternative Applikationsmethode oder eine erhohte Kalorienzufuhr
wiirde diesem Effekt womdglich entgegenwirken.

Die iibrigen Gruppen unterschieden sich in der Gewichtsabnahme nur marginal und haben

somit eine eingeschrinkte Aussagekraft.
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Zusétzlich dazu haben Verbrennungen im Ausmal} von 20% der KOF einen gravierenden
katabolischen Effekt auf den Organismus. Dieser trdgt unabhingig von der applizierten
Substanz zu einem merklichen Gewichtsverlust bei, da die intesinale Mukosa durch
grof3flichige Verbrennungen in Mitleidenschaft gezogen wird und somit keine addquate
Absorption der Niahrstoffe aus dem Intestinum stattfinden kann. Chung et al. konnten 1993
zudem beweisen, dass Spermidin keinen positiven Effekt auf die Regeneration der

Darmmukosa hat (183).

5.1.2 Laser-Speckle-Messung

Eine Senkung der Blutflussparameter in allen Gruppen war vorherzusehen, da die
Verbrithung eine Koagulation, Inflammation und eine Vasodestruktion mit sich bringt. Es
fand somit eine unmittelbare Schidigung der Mikrozirkulation nach der Verbriihung der
Tiere statt. Geringe Besserungen der Blutflussparameter zeigten sich in den
Substanzgruppen: DMSO, Hydroxycitrat und Nicotinamid. Dies konnte auf eine minimale
Verbesserung der Perfusion in der Wunde hindeuten. Die auffallende Reduktion der
Perfusion in der Spermidin-Substanzgruppe ist das Resultat der kleinen Kohorte, welche die
errechneten Mittelwerte und Standardabweichungen maligeblich verzerrte.

Eine weitere Fehlerquelle kann das Fell der Tiere sein, da die Laser-Speckle-Messung auf
der Analyse der Streuung des Lasers beruht, welcher bereits durch die Oberflache der
Epidermis messbare Streuungen anzeigen kann. Die Streuung wird durch die Kontraktion
der Musculi arrectores pilorum der Haare im Fell der Ratten am Rand der Verbriihungsflache
falschlich  verstirkt. Dazu  trdgt auch die Atmung der Tiere bei.
Die totale Entfernung des Fells beeintriachtigt allerdings die Thermoregulation der Tiere.
Eine vergleichende Studie konnte hierzu durchgefiihrt werden, um Messunterschiede
aufzuzeigen. Es wiirden die Ratten mit vollem Fell, nach einer teilweisen Rasur und

anschliefend mit freiem Riicken vermessen werden.

51.3 Histologie

Die Biopsate wurden 6 Monate in einer Konservierungslosung mit Formaldehyd aufbewahrt,
bevor sie mikroskopisch untersucht wurden. Formaldehyd kann Gewebsstiicke verhérten
und schrumpfen lassen, da sie entwissert werden. Womdglich werden dadurch die Zellen

im Gewebsverband nach dem Mikrotomschnitt deformiert und verfalscht wahrgenommen.
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Eine andere Konservierungsmethode konnte sich moglicherweise bei langen
Konservierungsdauern als vorteilhafter erweisen.

Durch die Verbriihung verursachte Schaden spiegeln sich im Degenerationsscore wider, dort
wurden die hochsten Scores aller histologischen Kategorien gemessen.

AuBerdem sind bei allen Substanzgruppen die Werte der Standardabweichung zumindest
gleichgrof3 oder als gréfer im Verhéltnis zu den Durchschnittswerten der Scores einzustufen,
was fiir eine hohe Streuung der Werte spricht und ihre Aussagekraft begrenzt.
Die Unterschiede der Scores in den Substanzgruppen waren sehr gering, eine liangere
Studiendauer, eine quantitativ groflere Tierversuchsgruppe oder eine mehrmalige Gabe der
Substanzen in verschiedenen Dosen konnte die Unterschiede zwischen den Gruppen
hervorheben.

Zusitzlich konnten einheitlich lokalisierte Bereiche am Riicken der Ratte in Abhéngigkeit
von ihrer Korpergrofle vermessen werden und dafiir eine Hautgewebsstanze verwendet
werden, um eine einheitliche Probeentnahme zu ermdglichen.

Es wiirden beispielsweise 14% der Korpergrofle berechnet werden, dieser Wert gibt den
Abstand des ersten Punktes am Riicken, ab der Schwanzwurzel der Ratte, an. Senkrecht dazu
werden jeweils nach links und rechts Punkte mit Abstdnden von jeweils 2% der Korpergrof3e
markiert. Dort soll die einheitliche Gewebsentnahme mittels einer Hautstanze erfolgen. So
wird eine uniforme Gewebsentnahmemoglichkeit geschaffen. Auf diese Weise kommt es
auch zur Kongruenz des subkutanen Fettanteils an den Entnahmestellen. Dieser hat auf die
Wundheilung der Haut einen positiven Effekt (184-186). Das subkutane Fett kann eine
Regeneration begiinstigen und somit eine Rolle spielen in der histologischen Beurteilung der
Stase-Zone.

Mehrere Ansétze zur Erforschung des Nachbrenneffektes und seiner Beeinflussbarkeit durch
unterschiedliche korpereigene und korperfremde Substanzen bestehen bereits. Einige der
hier verwendeten Substanzen zeigten in der Literaturrecherche vielversprechende
Ergebnisse. Allerdings konnte mit der hier durchgefiihrten Tierversuchsstudie keine
definitive Aussage zu den Wirkungen der verwendeten Substanzen getroffen werden. Hierzu
sind weitere Forschungsschritte mit anderen Studienmodellen notwendig, beispielsweise
konnten wie oben erwidhnt eine Dosisanpassung bzw. andere Applikationsmethoden in
Erwégung gezogen werden, auch eine groere Kohorte konnte aussichtsreiche Ergebnisse

liefern.
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