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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Radiodermatitis

Der GroBteil aller Krebspatienten, die eine Strahlentherapie erhalten, entwickeln
innerhalb von ca. 90 Tagen nach der Bestrahlung eine durch Strahlen induzierte
Entziindung der Haut.'™3

Diese Entziindung als eine Nebenwirkung von ionisierender Strahlung ist schon sehr
lange bekannt, fast so lange wie die Rontgenstrahlung selbst, welche 1895 von
Wilhelm Roentgen entdeckt wurde. Bereits 1896 wurden erstmals Nebenwirkungen in
Form von schweren Haut-Reaktionen bei der Verwendung von Rdéntgenstrahlen
beobachtet.*®

Die Haut ist als sich standig erneuerndes Organ besonders anféllig flr
strahlenbedingte Schaden.®

Eine Entziindung derselben resultiert in Gewebeschaden, welche sich in Form von
Erythemen, Odemen, Erosion und in schweren Fallen auch Ulzerationen duBern

(Abbildung 1) und wird als Radiodermatitis oder Strahlendermatitis bezeichnet.

Abbildung 1

Radiodermatitis. a) akute Inflammation (Breast Cancer: Targets and Therapy 2017 9 551-557’ Originally
published by and used with permission from Dove Medical Press Ltd)®; b): feuchte Abschuppung (original
veréffentlicht in Annals of oncology, official journal of the European Society for Medical Oncology).”

Unter einer Radiodermatitis versteht man alle reversiblen und permanenten
Anderungen der Haut, die auf Grund von ionisierender Strahlung auftreten.58

Sie wird begleitet von starkem Juckreiz und Schmerzen und kann entweder kurzzeitig
wahrend der Strahlentherapie, bis zu drei Monate danach oder sogar langfristig fir
mehr als drei Monate nach der Strahlentherapie bestehen, sodass es durch das
Auftreten der Radiodermatitis zu einer Unterbrechung oder, in schweren Féllen, sogar
zum Abbruch der Krebstherapie kommen kann.8°
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Zu den reversiblen Effekten z&hlt die, bereits vor der klinischen Manifestation einer
Radiodermatitis, auftretende Stérung der epidermalen Barrierefunktion, wodurch es zu
einem erhohten transepidermalen Wasserverlust kommt.'® Dar{iber hinaus bildet sich,
auf Grund von Vasodilatation, als erste sichtbare Hautreaktion ein Erythem, welches
zunachst in Form eines Friherythems fir zwei bis drei Tage auftritt. Nach ca. sieben
Tagen tritt dann auf Grund der Freisetzung von proteolytischen Enzymen das
verzdgerte Erythem auf, gefolgt von dem Spéaterythem, welches ca. sechs bis sieben
Wochen nach der Bestrahlung entsteht und wahrscheinlich auf die Freisetzung von
Zytokinen zurlickzuflihren ist.!

Um eine mdglichst geringe Belastung fur die Haut zu erreichen, empfiehlt es sich die
Bestrahlung fraktioniert zu verabreichen.

Eine besondere Sensitivitat gegenlber ionisierender Strahlung zeigen Haarfollikel in
der anagenen Wachstumsphase. Bereits nach Einzeldosen von drei bis vier Gray (Gy)
wird die Telogenphase induziert und somit ein temporéarer Haarausfall ausgel6st. Nach
Einzelbestrahlungen von tber 12 Gy kommt es dartber hinaus zu einem permanenten
Haarausfall. Eine ebenfalls erhéhte Strahlenempfindlichkeit konnte bei Talgdriisen
beobachtet werden, wodurch es in der Regel zu einer vermehrten Desquamation der
Epidermis kommt.

Durch sequentielle Applikation von verschiedenen Chemotherapeutika, oder auch
durch Hochdosis-Interferon-alpha kann ein Wiederaufflammen der
Hauterscheinungen (Recall-Dermatitis) auftreten, welches sich jedoch durch eine
zeitgleiche Applikation der Medikamente und der Strahlentherapie verhindern lasst. 2
Im Gegensatz zu der akuten Radiodermatitis, welche sowohl nach Einzeldosen als
auch nach Mehrfachexpositionen in Form einer lokalen Entzindung entsteht (engl.:
radiation burn), welche wiederum sehr haufig bei kurativer Tumorbestrahlung mit
Dosen ab 60 Gy (bei einer Einzeldosis von 2 Gy) auftritt, entsteht die chronische
Radiodermatitis durch Uberschreitung der Toleranzgrenze der Haut. Diese kann durch
tagliche, fraktionierte Strahlung Uber einen begrenzten Zeitraum oder durch geringe
wiederholte Dosen Uber lange Expositionszeiten mit hoher Gesamtdosis ausgeldst
werden. Die chronische Radiodermatitis manifestiert sich in Teleangiektasien,
Pigmentverschiebungen, Atrophie, Fibrose, Alopezie und Ulzeration und &uBert sich

auBerdem in trockener und vulnerabler Haut.®
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Eine einheitliche und standardisierte Therapie ist derzeit nicht vorhanden, jedoch gibt
es verschiedene therapeutische und praventive MaBnahmen bei einer
Strahlendermatitis (Tabelle 1).

Sowohl die Behandlung, als auch die Pravention einer Radiodermatitis stellen auch
aktuell immer noch eine Herausforderung dar, da Untersuchungen von Wundauflagen
und topischen Wirkstoffen sehr unterschiedliche und teilweise widersprichliche
Ergebnisse zeigten.'3 Die Behandlung mit Dexpanthenol zeigt einige Vorteile im
Vergleich zu anderen Behandlungen. Dexpanthenol erlaubt z.B. eine verbesserte
Strahlentoleranz der Patienten im Vergleich zu der hdufig verwendeten Puderung.
Weiterhin zeigte sich eine Reduktion von allergischen Reaktionen, Superinfektionen,
Epidermolysen und der Xerosis cutis (trockene Haut), welche ein Leitsymptom der

Radiodermatitis ist.™#

Tabelle 1 Therapeutische und préventive MaBnahmen bei einer Strahlendermatitis.®

Grad Therapie
0 Hautreinigung mit Wasser, Pflege mit Feuchtigkeitscreme, UV-
Schutz

Siehe Grad 0, dexpanthenolhaltige Creme
Siehe Grad 1, evil. zusatzlich topisches Steroid

Schwarzteeumschlage, Eosinlésung, Steroidhaltiger Schaum

A W N =

Operative Therapie und Schmerzbehandlung erforderlich, ggfs.
auch Antibiotikaprophylaxe
Strahlenfibrose  Vitamin E plus Pentoxyfillin oral, bei ausgepragtem Befund initial

Interferon-gamma subkutan

Die Verwendung von Wundauflagen spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Behandlung einer Radiodermatitis. Wundauflagen sollen durch ein feuchtes Milieu der
Wunde dazu beitragen, eine optimale Heilung und Reepithelialisierung zu
gewahrleisten. Dies ermdglichen z.B. Hydrogelverbande oder hydrokolloide
Wundauflagen. Letztere eignen sich z.B. gut fir die Behandlung einer im Zuge der
Radiodermatitis auftretenden feuchten Desquamation.'3

Folien- und Schaumverbande eignen sich gut fir die Pravention und Behandlung einer
akuten Radiodermatitis, wahrend Hydrogelverbande eher ineffektiv fir die Behandlung
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einer Radiodermatitis zu sein scheinen. Bislang gibt es dartber hinaus wenig Berichte

und Daten zu Wundauflagen bei einer chronischen Radiodermatitis.®

1.2. Kaltes Atmospharendruckplasma (KAP)

Physikalisches Plasma ist natirlicher Weise ein hei3es, ionisiertes Gasgemisch und
besteht aus verschiedenen aktiven Komponenten wie geladenen Teilchen,
elektrischen Feldern, UV-Strahlung und reaktiven Gasspezies. Mehr als 99 % des
sichtbaren Universums besteht aus Plasma, so z.B. auch die Sonne, Sterne oder auch
Blitze.'®

Kaltes Atmosphéarendruckplasma (KAP) ist ein nur teilweise ionisiertes, kaltes Plasma
(maximal 40 °C) und kann daher auch auf humanen und tierischen Geweben appliziert
werden, ohne diese zu beschéadigen.'®

Plasma emittiert UV-Strahlung, elektromagnetische Felder und Warme und entsteht
durch die Zufuhr von Energie (Warme oder elekiromagnetische Felder) zu einem
neutralen Gas.!” Auf Grund der unterschiedlichen Charakteristika im Vergleich zu nicht
ionisierten Gasen, wird es auch als der vierte Aggregatzustand angesehen. Flihrt man
Warme zu einem Stoff hinzu, so geht dieser Stoff fir gewdhnlich von dem festen in
den flissigen und weiter in den gasférmigen Zustand Gber. Bei weiterer Erhéhung der
Temperatur entsteht dann Plasma, wobei die Atome des Gases Elektronen abspalten,
welche dann als geladene Teilchen frei vorliegen
(https://www.mpg.de/plasmaphysik#:~:text=Ein%20Plasma%20nennt%20man%20de
shalb,alle%20Sterne%20bestehen%20aus%20Plasma, 26.07.2024).

In diversen In-vivo- und In-vitro-Studien konnte bereits gezeigt werden, dass KAP
positiv gegen Juckreiz und Entzindungen, sowie antimikrobiell und férdernd auf die
Geweberegeneration und Durchblutung wirkt und sich daher generell positiv auf die
Wundheilung auswirkt.'8-22

Far die medizinische Applikation von KAP gibt es verschiedene Méglichkeiten, die sich
v.a. in indirekte und direkte Plasmaquellen unterteilen lassen. Zu den indirekten
Quellen gehért z.B. der Plasmajet (Abbildung 2) und zu den direkten Quellen gehdren
Quellen basierend auf dielektrisch behinderter Entladung (DBE, oder auch DBD [engl.:

dielectric barrier dischargel).
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Effluent
<%

Quarz-Kapillare

HF Elektrode

b/’ < — Arbeitsgas

Abbildung 2
Grundlegender Aufbau eines Plasmajets.

Auch wenn die genauen Wirkmechanismen von KAP noch nicht vollstdndig bekannt
sind, so konnte z.B. durch Einsatz von Radikalfangern gezeigt werden, dass reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) maBgeblich an der
Wirkung beteiligt sind.?® Zu den dadurch am h&ufigsten gebildeten reaktiven Spezies
zédhlen z.B. Wasserstoffperoxid, Ozon, Superoxid, Singulett-Sauerstoff,
Hydroxylradikale, Stickstoffradikale, Stickstoffmonoxid- und Stickstoffdioxidradikale
und Peroxinitrationen. Diese entstehen durch die KAP-bedingte Energetisierung der
Umgebungsluft.>* Wasserstoffperoxid gilt als einer der Haupteffektoren fir die
Auslésung einer stressbedingten Immunantwort, aber grundlegend fihren all diese
reaktiven Spezies auf Grund ihrer hohen Reaktivitdt zu Redoxstress von Zellen.?®

1.3. Klinische Anwendungen von KAP

Kaltes Atmosphéarendruckplasma stand im Mittelpunkt vieler Untersuchungen und
zeigte vielversprechende Eigenschaften die schlussendlich auch zu dem klinischen
Gebrauch fuhrten. So zeigten einige Studien positive Effekte von KAP bei Anwendung
auf atopische Ekzeme, Juckreiz und Schmerz.26-28 Des Weiteren konnte in diversen
Studien eine antimikrobielle Wirkung auf klinisch relevante Bakterien, Pilze und Viren
nachgewiesen werden, sodass KAP z.B. zur Desinfektion von klinischen Materialien,

5
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als auch zur Desinfektion der Haut Verwendung findet.2%-3% Auch in Bereichen der
Narbenbehandlung, Krebstherapie und Behandlung von aktinischen Keratosen
konnten teilweise positive Effekie festgestellt werden, welche es jedoch weiter zu
untersuchen gilt."™83%44 V.a. zur Behandlung von (Haut-)krebs ist KAP ein
vielversprechender und innovativer Therapieansatz der intensiv beforscht wird.!8.36.37
Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt jedoch in dem Potenzial von KAP bei der
Wundbehandlung. In vielen verschiedenen klinischen Studien und Fallberichten zeigte
sich vermehrt eine positive Wirkung von KAP auf die Wundheilung.*®

So wurden z.B. in einer Studie von Chuangsuwanich et al. 2016 50 Patienten mit
Druckulcera behandelt. Dazu wurden die Patienten in Gruppen eingeteilt, eine
Kontrollgruppe, welche eine Standard-Wunderversorgung erhielt und eine
Plasmagruppe, welche Uber die Standardtherapie hinaus mit einem Plasmajet mit
kaltem Plasma behandelt wurde. Die Behandlungen erfolgten einmal wochentlich fur
acht Wochen. Dabei zeigten sich fir die Plasmagruppe bereits nach einer Woche
signifikant bessere PUSH (Pressure Ulcer Scale for Healing) Scores und
Exudatgehalte. Auffallig war unter anderem ein 73 jahriger Patient in dieser Studie, bei
welchem sich eine sehr deutliche Verkleinerungen des Ulcus innerhalb von 8 Wochen

zeigte. 46

In einer randomisiert, kontrollierten Studie von Stratmann et al. 2020 wurden
diabetische FuBulzera mit KAP bzw. mit einem Placebo behandelt. Dabei zeigte sich
eine signifikant erhdhte Wundheilung bei den Patienten mit KAP-Behandlung im
Vergleich zu der Placebo-Behandlung, in Form von einer stéarkeren Reduktion des
Wundbereiches, sowie auch einer schnelleren Reduktion des Wundbereiches.*

In einer weiteren randomisiert, kontrollierten Studie von Mirpour et al. 2020 konnten
ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Auch in dieser Studie wurden Patienten mit
diabetischen FuBulzera behandelt. Die Behandlung erfolgte mit einer
Standardtherapie und vergleichend dazu mit einer Standardtherapie gepaart mit einer
KAP-Behandlung. In dieser Studie zeigte sich ebenfalls ein stéarker reduzierter
Wundbereich, sowie eine schnellere Reduktion des Wundbereichs in der KAP-
behandelten Gruppe im Vergleich zu der Standardtherapie-Gruppe. Darlber hinaus
konnte in dieser Studie auch eine geringere Belastung durch Mikroorgansimen in der
KAP-behandelten Gruppe festgestellt werden.*2

Weitere Studien konnten ebenfalls signifikante Reduktionen von Mikroorganismen in
chronischen Wunden durch die Behandlung mit KAP nachweisen.49-%0
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Auch in akuten Wunden wurden, wenn auch weniger als bei chronischen Wunden,
Studien durchgefuhrt. Auch hier scheint KAP zuné&chst insofern positiv auf die
Wundheilung zu wirken, dass diese schneller von Statten geht und auch die
Narbenbildung geringer ist.5'-53

Eine durch KAP Dbeschleunigte Wundheilung konnte auch in Mausen bereits
nachgewiesen werden und darlber hinaus zeigte sich auch bei einer Studie mit
Keratinozyten und Fibroblasten eine erhdhte Beweglichkeit der Zellen unter KAP-
Einfluss.5* Diese Ergebnisse deuten ebenfalls auf eine durch KAP beschleunigte
Wundheilung in chronischen und langsam heilenden Wunden hin.

Fdr die Behandlung einer Radiodermatitis wurde KAP ebenfalls getestet. Dabei stellte
sich heraus, dass KAP eine sichere Behandlung fir die Pateinten darstellt, da keine
dosislimitierenden toxischen Effekie oder sonstige Nebenwirkungen aufgetreten sind.
Obwohl sich in dieser Studie eine mildere Auspragung der Radiodermatitis bei KAP-
behandelten Patienten im Vergleich zu Patienten mit Standardtherapie zeigte, bleibt
dennoch abzuwarten ob diese Effekte tatsachlich durch KAP hervorgerufen werden.
Eine weitere Studie mit einer gréBeren Patientenkohorte ist daher bereits in Planung
und soll dazu beitragen die Wirksamkeit von KAP bei einer Radiodermatitis genauer
zu bestimmen.%®

Der Effekt von KAP in der Wundheilung wurde zudem bereits in verschiedenen
Tiermodellen mit unterschiedlichen Plasmatechnologien untersucht und es zeigte sich
auch in vielen dieser Studien ein wundheilungsférdernder Effekt von KAP. Es gibt eine
Vielzahl verschiedener Aspekte von KAP, die zu einer Férderung der Wundheilung
beitragen kénnen. Dazu gehdren UV-Strahlung und reaktive Gasspezies zur
Wunddesinfektion, reaktive Stickstoffspezies zur Anregung der Geweberegeneration,
elektrischer Strom zur Anregung der Angiogenese und auch eine Verminderung des
pH-Wertes der Wunde.'9.29.56-60

Studien weisen darauf hin, dass dieser wundheilungsférdernde Effekt von KAP
unabhangig von der antimikrobiellen Wirkung ist. KAP scheint die einzelnen Phasen
der Wundheilung zu beschleunigen, wodurch die Vermutung nahe liegt, dass es sich
bei den wundheilungsférdernden Effekten um einen Redoxprozess handelt, in welchen
durch die in dem Plasma gebildeten reaktiven Stickstoff- und Sauerstoffspezies
eingegriffen werden kann.®!

Zudem zeigte sich, dass KAP die Angiogenese anregt, was zu einer verbesserten
Wundheilung fhrt.®2
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Die Haut besteht aus drei verschiedenen Schichten, der Epidermis (Oberhaut), der
Dermis (Corium/Lederhaut) und der Subkutis (Unterhaut).6® Da die Epidermis die
auBerste Schicht der Haut bildet, ist diese auch primar bei einer Wunde der Haut
betroffen. Sie lasst sich unterteilen in die Basalzellschicht (Stratum basale), die
Stachelzellschicht (Stratum spinosum), die Kérnerschicht (Stratum granuslosum), die
Glanzschicht (Stratum lucidum) und in die Hornschicht (Stratum corneum). Die
Basalzellschicht ist dabei die unterste (tiefste) Schicht der Epidermis in welcher die
Zellteilung fur die Regeneration der Haut stattfindet.6® In dieser Schicht befinden sich
zudem Melanozyten, also pigmentbildende Zellen welche die Haut vor UV-Strahlung
von z.B. der Sonne schiitzen.53%* Diese Zellschicht wird innerhalb von 30 Tagen
erneuert, wahrend die alteren Zellen in die oberen Schichten transportiert und
abgestoBen werden. In der Stachelzellschicht beginnt die Verhornung
(Keratinisierung) der Haut, in welcher Epithelzellen in hornbildende Zellen
(Keratinozyten) und weiter in Hornzellen (Korneozyten) umgewandelt werden.63.65 |n
der darUber liegenden Kornerschicht werden die Keratinozyten in kernlose
Korneozyten umgewandelt und wandern weiter bis in die Hornschicht. Die
dazwischenliegende Glanzschicht ist v.a. fur die Warmeregulation verantwortlich und
enthalt entsprechend vermehrt Fettzellen. Die Hornschicht bildet dann die duBerste
Schicht der Epidermis und dient mit Hilfe der Korneozyten als Schutzschicht gegen
auBere Einfliusse. Sie ist zudem von einem Hydrolipidfilm (berzogen, welcher
gréBtenteils aus Schweil3, Talg und Wasser besteht und somit ebenfalls eine
Barrierefunktion erfiillt und wird ca. alle 30 Tage erneuert.63:66

Die Dermis ist deutlich elastischer als die Epidermis, da sie v.a. aus bindegewebigen
Fasern besteht. AuBerdem sind in dieser Schicht auch BlutgeféaBe und Tastkdrperchen
angesiedelt und die Dermis ist zudem der Ausgangspunkt flr Schwei3- und
Talgdrisen.

Die Subkutis wiederum besteht v.a. aus Fettgewebe, Bindegewebe, gréBeren
BlutgefaBen und Nerven und ist fir die Wahrnehmung von Reizen zustandig, sowie
auch fiir die Speicherung von Warme.

Die Wundheilung lasst sich generell in drei Phasen unterteilen, der Exsudationsphase,
der Granulationsphase (proliferative Phase) und der Epithelisierungsphase
(Raparationsphase).

Die Exsudationsphase erfolgt direkt nach Auftreten einer Wunde und dient der
Reinigung der Wunde. Durch Blutung der Wunde werden Bakterien und Viren aus der
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Wunde entfernt und die Blutung wird anschlieBend gestillt. Des Weiteren wird eine
Entzindungsreaktion ausgelést, durch welche Blutplasma (Exsudat) austritt, um die
Wunde durch Ausspilen von toten Zellen, Mikroorganismen oder Fremdkdrpern weiter
zu reinigen. AnschlieBend setzt mit der Granulationsphase der Wundverschluss ein,
wobei sich zunachst neue Zellen an den Wundrand anlagern und in die Wunde hinein
wachsen, sodass diese letztlich in der Epithelisierungsphase vollstandig verschlossen
wird. Der vollstandige Verschluss der Wunde erfolgt durch Ausbilden von
Kollagenfasern, welche sich vernetzen und so flur Stabilitat in der Haut sorgen. 5768
Studien mit einer Plasmajetquelle in einem Mausmodell zeigten erhdhte
Gewebeoxygenierung und Mikrozirkulation. Weiterhin zeigten sich veranderte
Lipidzusammensetzungen in der Stratum corneum. Eine weitere Studie zeigte dartber
hinaus einen erhéhten Gehalt von Nrf2 (englisch nuclear factor erythroid-derived 2-like
2), welches den Gehalt von antioxidativen Proteinen regelt, welche vor oxidativem
Schaden schitzen. Auch der Gehalt an Katalase in der Haut, einem Enzym das fur die
Spaltung von zellgiftigem H202 (Wasserstoffperoxid) in Wasser und Sauerstoff
verantwortlich ist, war nachweislich erh6éht nach einer Behandlung mit einem
Plasmajet.®!

Neben den unter 1.2 aufgefihrten reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS),
welche sich positiv auf die Wundheilung auswirken, konnte weiterhin gezeigt werden,
dass auch die Proliferation von Keratinozyten durch KAP angeregt wird, was sich
wiederum positiv auf die Wundheilung auswirkt.®®

Fdr die wundheilungsférdernden Effekte von KAP ist die Dosis essentiell wichtig.
Geringe Dosen kdnnen fur die Wundheilung durch Anregung der Proliferation und
Migration von Zellen zutraglich sein, wahrend gro3e Dosen zu Zellschadigungen bis

hin zur Apoptose flihren kdnnen.'®

1.4. Radiodermatitis im Modellorganismus Maus

Der Modellorganismus Maus wird schon seit mehr als 100 Jahren untersucht und
verwendet. Im Laufe dieser Forschungen hat sich unter anderem auch herausgestellt,
dass Mause zu 95 % die gleichen Gene wie Menschen besitzen. Neben anderen
Vorteilen wie einer schnellen Reproduktion der Tiere und einer kostenglnstigen
Haltung, ist diese Ahnlichkeit zu dem Menschen ausschlaggebend fiir die verbreitete

Nutzung von Mausen als Modellorganismus in der Forschung (https:/www.leibniz-
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fli.de/de/forschung/tierversuche/tierhaltung-maus/die-maus-als-modellorganismus-1;
24.07.2024). In der hier vorliegenden Arbeit wurden flr die Untersuchung einer
Radiodermatitis nackte SKH1-Hr"" Mause (strain code: 477) verwendet. Diese sind
immunkompetent und bilden durch das Fehlen der Kérperbehaarung einen idealen
Modellorganismus fir die Untersuchung von Veradnderungen an der Haut. Die
Radiodermatitis ist bei diesen Tieren leichter identifizierbar als bei behaarten
Vertretern dieser Art, ohne dass die Tiere zunachst rasiert werden missen. Da das
Fell ein Erkennen der Radiodermatitis erschweren wirde, ware eine Rasur
unerlasslich, allerdings stellt eben diese auch einen Stressfaktor fir die Tiere dar.
Durch die Verwendung eines Nacktmausmodells konnte dieser Stressfaktor
umgangen werden.

In diversen Studien wurden unterschiedliche Gerate fir die Induktion einer
Radiodermatitis in einem Mausmodell verwendet. Ein GroBteil dieser Studien
beschreibt die Verwendung von Rdntgenstrahlen, welche die lokale Induktion einer
Radiodermatitis ohne Beeintrachtigung der inneren Organe der Tiere ermdglicht.
Wenige Studien beschreiben aber auch die Induktion einer Radiodermatitis durch
Gammastrahlung. Diese Studien unterscheiden sich in dem verwendeten
Modellorganismus und der eingesetzten Strahlendosis.”® Moriyasu et al. 2007
verwendeten z.B. 7 Wochen alte C57BL/6, WBB6F1-W/Wv, und WBB6F1-+/+ Mause,
welche mit einer Einzeldosis von 40 Gy einer Kobalt-60 Strahlenquelle bestrahlt
wurden. Dies resultierte in Erythemen, Odemen und trockenen Desquamationen in 9-
15 Tagen nach der Bestrahlung.”" Ertekin et al. haben Ratten mit einer Kobalt-60
Strahlenquelle und einer Einzeldosis von 30 Gy bestrahlt und haben trotz geringerer
Strahlendosis eine schnellere Entwicklung der Radiodermatitis als bei Moriyasu et al.
2007 beobachtet.”? Die Entwicklung einer Radiodermatitis ist also nicht nur abhéngig
von dem Modellorganismus, sondern auch von dem verwendeten Strahlengerat.

In dieser Arbeit wurde ein Gammastrahler IBL 637 verwendet, welcher nach dem
derzeitigen Stand in dieser Arbeit erstmalig fir die Induktion einer Radiodermatitis in
einem Nacktmausmodell (SKH1-HrH") verwendet wurde.
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1.5. Ziel dieser Arbeit

Auf Grund der antiinflammatorischen und antiseptischen Wirkung von kaltem
Atmosphéarendruckplasma (KAP), sowie der Férderung der Geweberegeneration, soll
in dieser Arbeit der Einsatz von KAP zur Linderung einer Radiodermatitis untersucht
werden. Da fir KAP in verschiedenen Studien bereits wundheilungsférdernde Effekte
beobachtet werden konnten, sollte untersucht werden, ob KAP auch bei einer
Radiodermatitis zu einer schnelleren Wundheilung fihrt. Dies kbnnte v.a.
Krebspatienten, die eine Strahlentherapie erhalten, Linderung verschaffen und das
Risiko einer méglichen Unterbrechung der Strahlentherapie reduzieren.

Zu diesem Zweck soll zunachst ein Mausmodell etabliert werden, in dem eine
mittelschwere Radiodermatitis induziert werden kann. Mit Hilfe dieses Mausmodells
soll anschlieBend die Wirkung von KAP auf die Heilung der Radiodermatitis untersucht
werden. Ein weiteres Ziel ist es nichtinvasive innovative bildgebende Verfahren far die
objektive Verlaufsdokumentation einer Radiodermatitis zu testen und zu evaluieren.
Als bildgebende Verfahren sollen die hyperspektrale Bildgebung, die optische
Koharenztomographie und die Laserscanmikroskopie mit einem Scoring-System zur
Bestimmung des Schweregrads der Radiodermatitis verglichen werden. Fir potentiell
kinftige  histologische und  molekularbiologische  Untersuchungen  zum
Pathomechanismus der Radiodermatitis, sowie dessen mégliche Modulation durch
eine KAP-Behandlung, sollen Hautgewebeproben zu verschiedenen Zeitpunkien

gesammelt und asserviert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verwendete Tiere

Verwendet wurde der SKH1-Hr"™ Mausestamm strain code: 477 — Core Facility
Zentrale Versuchstierhaltung des Rudolf Zenker-Instituts fur Experimentelle Chirurgie
(IEC) der Universitatsmedizin Rostock. Es handelt sich bei diesen Tieren um
immunkompetente  Nackim&use. Nackimduse haben flir dermatologische
Untersuchungen den Vorteil, dass sie nicht rasiert werden missen und somit keinem
Stress ausgesetzt werden, um Hauterkrankungen visuell besser wahrnehmen zu
kénnen. Die Mause wurden bei einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus und einer
Umgebungstemperatur von 21 + 2 °C mit 60 + 20 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten.
Futter in Form von Standardfutter und Wasser wurden den Tieren ad libitum zur
Verfigung gestellt. Insgesamt wurden 49 weibliche und 55 ménnliche Tiere verwendet,
von denen je 16 Tiere (32 Tiere mit Radiodermatitis) in insgesamt zwei
Dosisfindungsstudien verwendet wurden (Tabelle 2). Alle Mause wurden in der
Zentralen Versuchstierhaltung gehalten und fir die Versuche in einem Alter von 10 —
12 Wochen zur Verflgung gestellt.

Die Tierversuche wurden von dem Landesamt fir Lebensmittelsicherheit und Fischerei
in Mecklenburg-Vorpommern genehmigt (Aktenzeichen: 7221.3-1.1-047/18) und in
Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG) und der EU-
Richtlinie 2010/63/EU durchgeflhrt.

Tabelle 2 Geschlechtsverteilung verwendetet Tiere

Gruppe Anzahl weiblicher Tiere =~ Anzahl mannlicher Tiere
Kontrolle 9 12
Kontrolle + KAP 8 7
Radiodermatitis 22 31
Radiodermatitis + KAP 10 5
Gesamt 49 55

Die Tiere wurden taglich auf inr Befinden anhand einer Scoring-Tabelle untersucht und
bewertet. Da Mause unter Stress und Schmerzen dazu neigen keine Flissigkeit und
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demnach Nahrung aufzunehmen, konnte so anhand von Ausschlusskriterien

sichergestellt werden, dass die Tiere nicht unnétig leiden.

2.1.2. Gerate und Chemikalien

Tabelle 3 Geréte und Chemikalien

Gerat/Chemikalien Herkunft

Argongas Air Liquide Deutschland GmbH, Dlsseldorf,
Deutschland

Augengel Vidisic Augengel, Dr. Gerhard Mann chem.-pharm.
Fabrik GmbH, Berlin, Deutschland

Cs'37-y-Strahlengerat Gamma Service Medical GmbH, Deutschland

IBL-637

Heizplatten Klaus Effenberger Med.-Techn. Geratebau, Pfaffing,

Deutschland
Hyperspektralkamera Tivita, Diaspective Vision GmbH, Am Salzhaff,
Deutschland

Isoflurananlage (+ CPPharma, Burgdorf, Deutschland (1,5-2,5 % Isofluran

Sauerstoffflasche) in Sauerstoff)

Kantlen Insulinkantlen, B. Braun, Melsungen, Deutschland

Ketamin (Ketaminhydrochlorid (PHARMANAOVO GmbH,
Hannover, Deutschland) 98 mg/kg

kINPen MED Neoplas GmbH, Greifswald, Deutschland

Konfokales Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg,

Laserscanmikroskop Deutschland (bereitgestellt von der Klinik und Poliklinik

fir Augenheilkunde der Universitdtsmedizin Rostock
unter Prof. Stachs

Kryoréhrchen CryoPure Roéhre, Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Novaminsulfon Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Optische Bereitgestellt von der Klinik und Poliklinik fir

Koharenztomographie Augenheilkunde der Universitdtsmedizin Rostock unter
Prof. Stachs
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Plastiktisch fir Mause Eigenbau in Zusammenarbeit mit der
Forschungswerkstatt der Universitatsmedizin Rostock

Skalpelle Aesculap Einwegskalpelle, B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Stickstoff Air Liquide Deutschland GmbH, Dlsseldorf,
Deutschland

Strahlenschutzkammer  Eigenbau in Zusammenarbeit mit der Klinik und
Poliklinik fir Strahlentherapie der Universitatsmedizin
Rostock unter Prof. Hildebrandt

Xylazin Xylazinhydrochlorid (Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) 6,5 mg/kg)

2.2. Methoden

2.2.1. Gammabestrahlung

Die y-Bestrahlung wurde mit einem Cs'3-y-Strahlengerat IBL-637 (Gamma Service
Medical GmbH, Deutschland) durchgeftihrt. Auf Grund des exponentiellen Caesium-
Zerfalls (Halbwertszeit Cs'3” von 30 Jahren)”® verringert sich die Strahlendosis des
Gerétes Uber die Zeit. Daher wurde vor jeder Testreihe die bendtigte Bestrahlungszeit,
um eine definierte Strahlendosis zu gewéahrleisten, berechnet und durch Veranderung
der Bestrahlungszeit variiert. Darlber hinaus gibt es innerhalo der
Bestrahlungskammer, welche sich oberhalb des Caesiumkerns befindet, vier
verschiedene Ebenen und zudem auf jeder Ebene unterschiedliche Positionen
(Abbildung 3) auf denen die Tiere bestrahlt werden kdnnen. Dabei ist zu beachten,
dass die Strahlendosis zwischen den Positionen variiert. Je weiter eine Position von
dem Caesiumkern entfernt ist, desto geringer wird die Strahlendosis. Somit ist die
Strahlendosis auf der untersten Ebene am hdchsten und nimmt auf den héheren
Ebenen ab. Weiterhin nimmt die Strahlendosis auf jeder Ebene ab, je randstandiger
die Position ist. Demnach ist die Position mit der héchsten Strahlendosis unten mittig
(Position 5).
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Abbildung 3

Cs'37-y-Strahlengeréat IBL-637. a) y-Strahlengerdt mit offener Bestrahlungskammer; b) Darstellung der
verschiedenen Ebenen und Bestrahlungspunkte innerhalb der Bestrahlungskammer. Abbildung 3b (ibernommen
aus Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons Attribution 4.0 International License.”®

2.2.2. Bau einer Strahlenschutzkammer

Der Bau der Strahlenschutzkammer erfolgte in Zusammenarbeit mit der Klinik fr
Strahlentherapie unter Prof. Hildebrandt (Abbildung 4). Sie diente der gezielten
Induktion einer mittelschweren Radiodermatitis am hinteren rechten Bein der Tiere,
ohne den gesamten Korper der Tiere zu bestrahlen. Die Kammer und der Deckel
wurden jeweils aus MCP96 (Roses Metall) hergestellt, welches eine Legierung aus
50 % Bismut, 25 % Blei und 25 % Zinn ist. Diese Legierung findet in der
Strahlentherapie u.a. Anwendung in der Herstellung von individuellen
Abschirmblécken. Die fir die Herstellung der Strahlenschutzkammer notwendige
Gussform, besteht aus Holz und Polystyrol. Nach dem Prozess der Abkihlung konnte
durch das Schleifen der Oberflachen eine gleichmafBige Dicke der einzelnen Wénde
erzielt werden.”®

Der Boden der Strahlenschutzkammer hat eine Dicke von 4 cm und schiitzt die Tiere
vor Gammastrahlung, die von einem unterhalb der Strahlenschutzkammer
befindlichem Caesiumkern ('¥’Cs) ausgeht. Die linke, die vordere und die hintere
Wand der Strahlenschutzkammer hingegen weisen eine Dicke von 1 cm auf, da diese
Seiten lediglich ausreichend Schutz vor der Streustrahlung bieten missen. Die rechte
Seite der Strahlenschutzkammer ist mit 0,5 cm wiederum diinner um zu ermdglichen,
dass sich das gesamte hintere rechte Bein der Maus auBerhalb der
Strahlenschutzkammer befindet und somit auch die gesamte Flache des Beins
bestrahlt wird.
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Far die y-Bestrahlung wurde das hintere rechte Bein in eine PlexiglasrOhre geflhrt,
welche durch ein Loch an der AuBenwand der Strahlenschutzkammer befestigt wurde.
Das Loch wurde ca. 3,5 cm von der Rickwand in die rechte Seitenwand gebohrt. In
diesem Loch (Durchmesser von 1,2 cm) wurde die Plexiglasréhre (auBerer
Durchmesser: 1,2 cm, innerer Durchmesser: 0,8 cm, Lange 5,4 cm) durch ein,
Schraubgewinde befestigt. Um das Bein der Tiere durch die Plexiglasréhre zu flhren,
wurde an diesem ein Band befestigt, welches anschlieBend mit Pflasterband an der
AuBenseite der Plexiglasréhre fixiert wurde. Zusatzlich wurde der Deckel (Lange: 13,8
cm, Breite: 5,1 cm, Héhe 1,1 cm) auf den Korpus der Strahlenschutzkammer gesetzt
und durch drei Stifte mit dem Korpus fest verbunden, um die Tiere wahrend der
Bestrahlung auch vor Streustrahlung von oben zu schitzen (Abbildung 4). Bei langerer
Bestrahlungszeit (> 5 min) wurde der Deckel wahrend der y-Bestrahlung leicht offen
gelassen, in dem ein Stick Zellstoff zwischen Deckel und Korpus der
Strahlenschutzkammer geklemmt wurde, sodass die M&use wahrend der Bestrahlung
mit ausreichend Sauerstoff versorgt wurden. Der Schutz der Mause vor eingehender
Strahlung bestand trotz dieser Offnung weiterhin.

4ecm

13,8cm

Abbildung 4
Schematische Darstellung der Strahlenschutzkammer. Abbildung dbernommen aus Bernhardt et al. 2022 nach
Creative Commons Attribution 4.0 International License.”
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2.2.3. Dosimetrie

Bevor die Mause tatsachlich in der Strahlenschutzkammer mit y-Strahlen bestrahlt
werden, sollte Uberprift werden, ob die Tiere in der Strahlenschutzkammer wirklich
gegen die y-Strahlen geschitzt sind. Daflir wurden insgesamt drei voneinander
unabhangige Dosimetrien mit Thermolumineszenzdosimetern durchgefliihrt. Bei den
ersten beiden Dosimetrien wurden drei Thermolumineszenzdosimeter verwendet, um
die tatsachliche Strahlung an und in der Strahlenschutzkammer zu messen,
wohingegen bei der dritten Dosimetrie vier Thermolumineszenzdosimeter und dariber
hinaus ein Schlauchdosimeter, welches 12 Thermolumineszenzdosimeter (H1-H12)
enthielt, verwendet wurden.

Anfangs wurde ein Thermolumineszenzdosimeter (D1 in Abbildung 5 a) an Position 5
des Strahlengerates befestigt und ohne die Strahlenschutzkammer bestrahlt. Position
5 entspricht dabei der Position an der sich auch die Strahlenschutzkammer wahrend
der Bestrahlung der Tiere befinden sollte und ist darlber hinaus die Position die sich
am dichtesten zu der Strahlenquelle befindet und daher die héchste Strahlendosis
aufweisen sollte. AnschlieBend wurde die Strahlenschutzkammer so auf Position 5 des
Gammastrahlers IBL-637 positioniert, dass sich die Plexiglasréhre genau mittig Gber
Position 5 befand (Abbildung 5 b). Das in der dritten Dosimetrie verwendete
Schlauchdosimeter wurde durch die Strahlenschutzkammer und die Plexiglasréhre
gefihrt (Abbildung 5 b), wahrend die Gbrigen Thermolumineszenzdosimeter in jeder
Dosimetrie an Position 5 (D2 in Abbildung 5 b), an der Seite der Plexiglasréhre direkt
Uber Position 5 (D3 in Abbildung 5 b) und an der Strahlenschutzkammer neben der
Plexiglasrohre (D4 in Abbildung 5 b) angebracht wurden. Die Bestrahlungszeit wurde
so gewabhlt, dass auf Position 5 eine Strahlendosis von 8 Gy zu erwarten war. Die daftr
bendtigte Bestrahlungsdauer wurde Uber eine Tabelle ermittelt, welche den Zerfall des
Caesiumkerns (Halbwertszeit 30 Jahre) berlcksichtigt und so stets aktuelle
Bestrahlungszeiten fir das Erreichen einer bestimmten Strahlendosis an einer

bestimmten Position in dem Gammastrahler errechnet.
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Abbildung 5

Darstellung  der Dosimetrien mit der Strahlenschutzkammer im  Gammastrahler IBL-637. a)
Thermolumineszenzdosimeter an Position 5 des Gammastrahlers. b) verschiedene Dosimeter und deren
Positionen: D2: an Position 5, D3: an der Plexiglasréhre (iber Position 5, D4: auBerhalb der Strahlenschutzkammer
neben der Plexiglasréhre. Innerhalb der Plexiglasréhre ist das Schlauchdosimeter (blau) erkennbar. Abbildung
tbernommen aus Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons Attribution 4.0 International License.”

2.2.4. Anasthesie

Die Anasthesie der Tiere erfolgte je nach gewtlinschter Dauer der Narkose entweder
mit Ketamin/Xylazin oder Isofluran.

FOr langere Narkosen oder auch finale Untersuchungen, wurde den Tieren
Ketamin/Xylazin (98 mg/kg Ketamin und 6,5 mg/kg Xylazin) intraperitoneal (in die
Bauchhohle) gespritzt. Da Mause unter Narkose keinen Lidschlussreflex besitzen,
wurden die Augen der Tiere mit einer Salbe (Vidisic Augengel, Dr. Gerhard Mann
chem.-pharm. Fabrik GmbH, Berlin, Deutschland) benetzt, um diese vor dem
Austrocknen zu schitzen.

Die Applikation des Anasthetikums erfolgte auf der rechten Bauchseite der Tiere nahe
der Kérpermitte, da der gréBte Teil des Ceacums der Maus auf der linken Seite liegt
und die Gefahr diesen zu treffen so minimiert wird.

Bei klrzerer Betadubungsdauer wurden die Tiere mit Isofluran in einer daflr
vorgesehen Isoflurankammer (CPPharma, Burgdorf, Deutschland) narkotisiert. Auf
Grund der kurzen Betaubungsdauer von Isofluran (wenige Minuten) wurde dieses den
Tieren wahrend der Plasmabehandlung Uber eine Maske weiter zugefihrt. Dabei war
eine stetige Kontrolle der Atmung der Tiere und gegebenenfalls eine Anpassung der
Durchflussrate (z.B. geringere Durchflussrate bei Auftreten von Schnappatmung)
unerlasslich. Die Isoflurananlage bestand aus mehreren Komponenten. Zunachst
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musste der Aktivkohlefilter eingeschaltet und die Sauerstoffzufuhr (durch Aufdrehen
der Sauerstoffgasflasche) gewahrleistet sein. Uber einen Schalter konnte festgelegt
werden, ob das Isofluran in die Kammer, in welcher die Tiere initial betdubt wurden,
oder in die Maske (zur fortlaufenden Betdubung wéhrend der Behandlung mit kaltem
Atmosphérendruckplasma (KAP)) gefihrt wird. Wéahrend der Betdubung Uber die

Maske, wurden die Tiere stets auf einer Heizplatte bei 37 °C warm gehalten.

2.2.5. Radiodermatitis-Scoring

Das Scoring der Tiere zur Bewertung der Schwere der Radiodermatitis erfolgte nach
einer modifizierten Tabelle nach Holler et al. 2009 (Tabelle 4).7* Die Tabelle
ermdglichte ein einheitliches Scoring der Tiere, da sich dieses nach der Symptomatik
der Tiere richtet. Sobald Hautirritationen sichtbar waren, konnte kein Score von 0 mehr
vorliegen. Das Ziel war es durch die Gammabestrahlung eine mittelschwere
Radiodermatitis bei den Mausen auszuldésen, welche sich in einem Score von 2,5
widerspiegelt und in einem maBigen Erythem und feuchten Desquamationen von bis

zu 50 % der bestrahlten Haut aufert.

Tabelle 4
Score fiir die Schwere einer Radiodermatitis, modifiziert nach Holler et al. 2009.7*
Grad Symptom
0 Keine Hautirritation sichtbar
1 Leichtes Erythem oder trockene Desquamation
1,25 Deutliches Erythem
2 MaBiges Erythem oder fleckige feuchte Desquamation (25 % der

bestrahlten Haut)
2,5 Feuchte Desquamation in gréBeren Arealen (50 % der bestrahlten Haut)
3 Konfluierende feuchte Desquamation
4 Hautnekrose oder Ulzeration aller Hautschichten

2.2.6. Durchfihrung der Dosisfindungsstudie
Die Dosisfindungsstudie diente dem Zweck die optimale Dosis fir die Induktion einer
mittelschweren Radiodermatitis zu bestimmen. Fir die erfolgreiche Bestimmung der
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optimalen Dosis zur Induktion einer mittelschweren Radiodermatitis, waren zwei
Dosisfindungsstudien erforderlich, welche unter den gleichen Rahmenbedingungen,
aber mit verschiedenen Strahlendosen, durchgefihrt wurden.

Die Tiere wurden zu diesem Zweck in vier Gruppen eingeteilt. Die einzelnen Gruppen
beinhalteten je vier Tiere die jeweils mit insgesamt 25, 30, 35 oder 40 Gy in der ersten
und 50, 60, 70 oder 80 Gy in der zweiten Dosisfindungsstudie, fraktioniert Gber finf

aufeinanderfolgende Tage mit y-Strahlen bestrahlt wurden (Abbildung 6).

4 Tiere 50 Gy . .
- Frak:clomert

16 Tiere P——" uber Tagliches Scoring
4 Tiere 80 Gy 5d

Abbildung 6
Schema zum Ablauf der zweiten Dosisfindung. Die Tiere wurden in 4 Gruppen eingeteilt und mit 50, 60, 70 bzw.
80 Gy y-Strahlung fraktioniert tiber 5 Tage bestrahlt und anschlie3end taglich auf ihren Zustand und die Entwicklung

der Radiodermatitis untersucht. d = Tage.

Die Tiere wurden zuvor mit Ketamin/Xylazin (98 mg/kg Ketamin  und
6,5 mg/kg Xylazin), durch intraperitoneale Injektion, narkotisiert. AnschlieBend wurden
die Tiere dann in die Strahlenschutzkammer gelegt und das rechte hintere Bein in der
Plexiglasréhre mit einem Faden und Pflasterband an der Rdhre fixiert.

Der Deckel der Strahlenschutzkammer wurde geschlossen und die
Strahlenschutzkammer in den Gammastrahler (Position 5) gestellt. AnschlieBend
wurde der Bestrahlungsvorgang nach Einstellen der benétigten Bestrahlungszeit
(Tabelle 5) gestartet. Nach der Bestrahlung wurden die Tiere bis zu deren Aufwachen
unter einer Rotlichtlampe gewéarmt.

Mit Beginn des ersten Bestrahlungstages wurden die Tiere taglich entsprechend eines
Datenblattes fiir die gesundheitliche Bewertung der Tiere und einer Scoring-Tabelle
zum Bewerten der Radiodermatitis begutachtet, um deren Gesundheitszustand wie
auch die Entwicklung und das Fortschreiten der Radiodermatitis zu Gberprufen.

Den Tieren wurde Uber das Trinkwasser Novaminsulfon (5 Tropfen auf 100 ml Wasser)
verabreicht, um auftretende Schmerzen zu lindern. Des Weiteren wurde den Tieren

leicht zugangliches, feuchtes Futter bereitgestellt, um eine unnétige Belastung der
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bestrahlten Beine zu vermeiden, da sich die Tiere normalerweise aufrichten missen,
um das in einer Einlassung des Kafiggitters befindliche Futter zu erreichen.

Nach Erreichen der maximalen Ausprédgung der Radiodermatitis, wurden die Tiere
tierschutzgerecht unter Narkose (98 mg/kg Ketamin und 6,5 mg/kg Xylazin) mittels
zervikaler Dislokation getdtet und entsprechend den Vorgaben des Rudolf-Zenker-

Instituts flr experimentelle Chirurgie bis zur fachgerechten Entsorgung aufbewahrt.

Tabelle 5 Bestrahlungszeiten fir die Gammabestrahlung mit 50-80 Gy.

Dosis [Gy] Zeit [s]
50 435
60 523
70 609
80 697

2.2.7.Durchfihrung der KAP-Behandlungsstudie

Nachdem die notwendige Dosis fur die Induktion einer mittelschweren Radiodermatitis
(Score 2,5) erfolgreich ermittelt wurde, konnte darauffolgend die Plasma-
Behandlungsstudie beginnen. Daflir wurden 72 Tiere verwendet, die in zwei
verschiedene Gruppen eingeteilt wurden. Eine Gruppe wurde wie unter 2.2.4 und 2.2.6
beschrieben narkotisiert und mit 65 Gy y-Strahlen bestrahlt, um eine mittelschwere
Radiodermatitis zu induzieren, wahrend die andere Gruppe als unbestrahlte
Kontrollgruppe diente. AnschlieBend wurden die Tiere taglich auf ihr Wohlbefinden
(nach einer Scoring-Tabelle) wie auch ihren Radiodermatitis-Score (nach Holler et al.
2009) untersucht. Aus diesen beiden Gruppen wiederum, wurde jeweils eine Halfte mit
KAP behandelt und die andere Halfte diente abermals als unbehandelte

Kontrollgruppe (Abbildung 7).
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Bestrahlung Entwicklung einer Heilungsphase
Radiodermatitis
5 Tage ~8 Tage ~8 Tage

* Hyperspektrale Bildgebung (HSI)

* Optische Koh3renztomographie (OCT)
Laserscanmikroskopie (LSM)

* Immunhistochemie (IHC)

t:l t2 t3
Max. Score ¥ max. Score Score 0

| l

Taglich Kontrolle

Taglich Kontrolle

Taglich KAP

Abbildung 7

Schema zum Ablauf der KAP-Behandlungsstudie. 72 Tiere wurden in vier Gruppen unterteilt, 2 Radiodermatitis-
und 2 Kontrollgruppen von denen jeweils eine Gruppe téglich mit KAP behandelt wurde. Die
Radiodermatitisgruppen wurden unter Narkose mit 65 Gy y-Strahlung bestrahlt und daraufhin taglich auf ihren
Zustand und die Ausprdgung der Radiodermatitis hin untersucht. Zu den Zeitpunkten t1 (maximale Ausprédgung der
Radiodermatitis), t2 (Heilungsphase mit halbiertem Radiodermatitis-Score) und t3 (vollstdndige Genesung) wurden
Unterschungen mit nichtinvasiven bildgebenen Verfahren getétigt, sowie Hautproben von einer definierten Anzahl
von Tieren aus jeder Gruppe entnommen.

Die maximale Auspragung der Radiodermatitis der bestrahlten Tiere markierte dabei
den Start der Plasmabehandlung unter Verwendung des kINPen Med (Neoplas GmbH,
Greifswald, Deutschland) und wurde als Zeitpunkt t1 definiert. Von diesem Zeitpunkt
an, wurden die Tiere der KAP-Gruppe taglich mit Plasma behandelt, bis sie wieder
vollstandig genesen waren. Das Erreichen des halben Scores der Radiodermatitis
wurde als Zeitpunkt t2 und der Zeitpunkt der vollstandigen Genesung der Tiere als t3
bezeichnet. Mit dem Zeitpunkt t3 endete auBerdem die KAP-Behandlungsstudie. Die
Plasmabehandlung erfolgte unter Narkose mit Isofluran (CPPharma, Burgdorf,
Deutschland), wahrend die Tiere zu den drei benannten Zeitpunkten, wie unter 2.2.4
beschrieben, durch intraperitoneale Verabreichung von Ketamin/Xylazin
(98 mg/kg Ketamin und 6,5 mg/kg Xylazin) narkotisiert wurden.

Flr die eigentliche Plasmabehandlung wurden die Tiere auf eine Heizplatte (Klaus
Effenberger Med.-Techn. Geratebau, Pfaffing, Deutschland) bei 37 °C gelegt, damit
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die Mause nicht auskuhlen. Die Verwendung von der Augensalbe war, au3er bei den
drei Zeitpunkten t1, t2 und t3, nicht nétig, da die reine Plasmabehandlung lediglich
zwei Minuten dauerte.

Die Generierung von Plasma erfolgte unter Verwendung des Arbeitsgases Argon,
welches sich in einer externen Gasflasche befand, die vor Verwendung aufgedreht
werden musste. Bevor das Plasmagerat kINPen Med flur die Behandlung der Tiere
verwendet wurde, wurde es fir mindestens 10 min angestellt, um jegliche Flissigkeit
aus dem Schlauch, durch welches das Argongas flieBt, zu entfernen. AnschlieBend
wurden die Tiere bei einer Durchflussrate von 4 sim in kreisférmigen Bewegungen
behandelt. Die Behandlungszeit wurde auf 2 min (eine Minute pro Seite) festgelegt
(1 min pro cm?) und die Behandlung erfolgte in einem Abstand des Plasmastifts zu der
Hautoberflache von etwa 10 mm, sodass der Effluent direkt auf die Hautoberflache
trifft (Abbildung 8). Nach der Behandlung wurden die Tiere wieder in deren Kafig
gelegt, wo sie kurze Zeit spater (maximal 1 min) wieder wach wurden.

Zu den Zeitpunkten t1 - t3 erfolgten nichtinvasive bildgebende Verfahren, um den
Heilungsverlauf und die Wirkung von KAP objektiv beurteilen zu kénnen. Daftr war
eine Narkose unter Ketamin/Xylazin erforderlich, da wahrend dieser Verfahren eine
kontinuierliche Betdubung mit Isofluran nicht praktikabel war. Zusétzlich wurden zu
jedem Zeitpunkt eine definierte Anzahl an Tieren aus jeder Gruppe geopfert, um
Hautproben entnehmen zu kénnen, welche fur die Untersuchung des Einflusses von
KAP sowie des Pathomechanismus einer Radiodermatitis unter Verwendung von
immunhistochemischen Analysen und spéateren Transkriptomanalysen asserviert
wurden. Die zu opfernden Tiere wurden unter Narkose (Ketamin/Xylazin)
tierschutzgerecht mittels zervikaler Dislokation getdtet. Uber die Zeit der KAP-
Behandlungsstudie wurden die Tiere wie zuvor in der Dosisfindungsstudie taglich auf
ihren gesundheitlichen Zustand (nach einer Scoring-Tabelle und auf ihren
Radiodermatitis Score (nach Holler et al. 2009)) untersucht. Mit Beginn des ersten
Tages der Bestrahlung wurde den Tieren leicht zugangliches, nasses Futter
bereitgestellt, sowie Novaminsulfon tber das Trinkwasser (5 Tropfen Novaminsulfon
auf 100 ml Wasser) zur Schmerzreduktion verabreicht.
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Abbildung 8
Behandlung der rechten Hinterbeine der Mduse mit KAP. Verwendetet wurde der kINPen Med (neoplas GmbH) mit

dem Arbeitsgas Argon und 4 sim.

2.2.7.1. Hyperspektrale Bildgebung (HSI)

Die hyperspektrale Bildgebung (engl.: hyperspectral imaging, HSI) ist das erste von
drei bildgebenden Verfahren, das fir die Untersuchungen des Schweregrades der
Radiodermatitis und der Wirkung von KAP verwendet wurde. Die
Hyperspektralkamera (Tivita, Diaspective Vision GmbH) war ein Leihgerat von
Diaspective Vision. Die HSI dient der Aufnahme und Visualisierung von chemischen
Eigenschaften mit einer hohen spektralen Auflésung und ermdéglicht die Darstellung
von vier verschiedenen Parametern der Haut. Dazu zahlen der Hamoglobingehalt
(engl.: tissue haemoglobin index, THI), der Gewebewassergehalt (engl.: tissue water
index, TWI), die Perfusion in tieferen Gewebeschichten (engl.: near-infrared, NIR) und
die Sauerstoffsattigung in oberflachlichen Gewebeschichten (engl.: skeletal muscle
oxygen saturation, StOz). Mdglich ist dies, da Hyperspektralkameras Wellenlangen
erfassen, die Uber den normalen Sichtbereich eines Auges (lange Wellenlangen Rot,
mittellange Wellenldngen Grin und kurzwellige Wellenlangen Blau) hinaus gehen und
Wellenlangen im ultravioletten Bereich bis hin zu dem Infrarot Bereich messen kénnen.
Die Tivita nutzt 100 Wellenlangen in einem Bereich von 500 bis 1000 nm durch
Verwendung einer breitbandigen Lichtquelle.”® Eine unterschiedliche Farbung auBert
sich dabei in héheren bzw. niedrigeren Werten des jeweiligen Parameters (Abbildung
9).
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THI histogram

Tissue Hemoglobin Index - THI

Abbildung 9

Beispiel fir Darstellung von Unterschieden der hyperspektralen Bildgebung anhand des Hadmoglobingehalts (THI).
Bei allen Tieren wurde sowohl an den Beinen als auch an den FiiBen Punkte markiert. Die Fdrbungen an den
entsprechenden Positionen der Markierungen werden in Zahlenwerte umgewandelt um so einen Vergleich

zwischen den Markierungen und zwischen verschiedenen Tieren zu ermdglichen.

Die Aufnahmen erfolgten zu den drei beschriebenen Zeitpunkten t1, 2 und t3 unter
Narkose (Ketamin/Xylazin) der Tiere. Die Tiere wurden in einen zuvor markierten
Bereich auf den Bauch gelegt und die Hinterlaufe dabei méglichst lang ausgestreckt.
Der Raum wurde verdunkelt, um die Kameraaufnahmen nicht durch &uBere
Lichteinflisse zu beeinflussen. AnschlieBend wurde die Aufnahme Uber die
dazugehérige Software gestartet. Die Bilder wurden flir eine spater folgende
Auswertung gespeichert und die Tiere anschlieBend mit den Gbrigen bildgebenden
Verfahren weiter untersucht. Die Auswertung erfolgte, indem verschiedene Punkte
markiert wurden, um somit Werte der Falschfarbendarstellung zu erhalten, welche
anschlieBend verglichen werden konnten. Daflr wurden jeweils am linken und am
rechten Bein, wie auch am linken und rechten Ful3 Marker gesetzt (Abbildung 9).

Die statistische Auswertung erfolge mit einer Einweg-ANOVA flr den Vergleich von
jeweils zwei Parametern. So konnten die Mittelwerte aller gesunden/kranken und KAP-
behandelten/-unbehandelten Tiere innerhalb jedes Parameters untereinander
verglichen und auf Signifikanzen geprift werden.

2.2.7.2. Optische Koharenztomographie

Die optische Koharenztomographie (engl.: optical coherence tomography, OCT) ist ein
nichtinvasives bildgebendes Verfahren, welches Querschnitte einer Probe mit einer
Tiefenscharfe von 1-10 um ermdglicht. Abhéngig von der Beschaffenheit der
Probenoberflache verandert sich die Messung mittels OCT. Das Gerat wurde von Prof.
Stachs aus der Klinik fir Augenheilkunde der Universitatsmedizin Rostock
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bereitgestellt. Die OCT nutz Infrarotlicht, welches aus einer Lichtquelle durch einen
Strahlenteiler geteilt und zum Teil auf die Probe und zum Teil auf eine Referenzstrecke
gelenkt wird. Die Referenzstrecke endet in einem Spiegel, welcher die Lichtstrahlen
zurlick zu einem Detektor leitet. Das auf die Probe gelenkte Infrarotlicht wandert durch
eine Linse und dringt in unterschiedliche Tiefen des Gewebes der Tiere ein, wird durch
Streukérper (z.B. die Epidermis) gestreut/reflektiert und die auf den Detektor
treffenden Lichtstrahlen werden anschlieBend mit den Infrarotlichtwellen der
Referenzstrecke zur Interferenz gebracht. Dadurch entsteht ein Signal, welches
Aufschluss Uber z.B. die Tiefenposition der Streukdrper gibt und durch die
Aneinanderreihung verschieden tiefer Scans, kann ein Querschnittsbild der Probe
erstellt werden (Abbildung 10).76

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe eines t-Tests, sodass die Mittelwerte von
kranken und gesunden bzw. von KAP-behandelten und —unbehandelten Tieren

verglichen und auf Signifikanzen gepraft werden konnten.

< _>Referenzspiegel
_ Strahlenteiler
P
Lichtquelle 3 Probe
// Linse
//
Detektor

Abbildung 10

Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktion einer Optischen Kohdrenztomographie. Ein Lichstrahl
wird durch einen Strahlenteiler sowohl durch eine Linse auf eine Probe, als auch Uber eine Referenzstrecke zu
einem Spiegel geleitet. AnschlieBend werden die Strahlen jeweils reflektiert und zu einem Detektor gefihrt und zur
Interferenz gebracht, um Aufschluss (ber die Tiefenposition von Streukérper in der Probe zu geben.

Die Aufnahmen erfolgten im Rahmen der drei Zeitpunkte, sodass die Tiere bereits

narkotisiert  (Ketamin/Xylazin) auf einem, aus Plexiglas angefertigten,
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Behandlungstisch positioniert wurden. Dann wurden Uber eine dazugehdrige Software
Aufnahmen von beiden hinteren FiBen und Beinen getatigt, wobei zuvor Uber den
Zoom des Gerates ein gut erkennbares Signal der Probe auf dem Bildschirm des

Gerats gesucht wurde.

2.2.7.3. Konfokale Laserscanmikroskopie

Die konfokale Laserscanmikroskopie (KLSM) erfolgte ebenfalls in Zusammenarbeit mit
Prof. Stachs aus der Klinik fir Augenheilkunde. Sie wird vorrangig in der
Augenheilkunde, fir z.B. die Untersuchung der Cornea genutzt, findet aber auch in der
Dermatologie Anwendung. Bei der KLSM wird das zu scannende Material, in diesem
Fall die Haut, von oben fokussiert und mit einem Punkistrahllaser beleuchtet. Das
erzeugte Licht wird anschlieBend von Chromophoren (z.B. Melanin, Keratin und
Zellorganellen) reflektiert und zu einem Detektor geleitet.”” Der Brechungsindex
beschreibt dabei die Menge an, von einem Kérper, reflektiertem Licht. Strukturen die
einen hohen Brechungsindex besitzen, wie z.B. Keratinozyten, leuchten auf den
mikroskopischen Aufnahmen heller als Strukturen mit einem niedrigen
Brechungsindex.”® Die KLSM weist eine hohe Auflésung auf, was jedoch die
Eindringtiefe auf ca. 250 um beschrankt. Dies resultiert aus der Verwendung einer
Lochblende, um sicherzustellen das nur Signale aus einer definierten horizontalen
Ebene auf dem Detektor abgebildet werden und fir die Bildgebung weiter verwendet
werden.”” Eine Software sorgt dann fir die Visualisierung in Form von helleren und
dunkleren, klar definierten, Strukturen.

Abbildung 11 zeigt vereinfacht den Aufbau eines Laserscanmikroskops.
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Abbildung 11

Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktion eines Laserscanmikroskops. Eine Lichtquelle strahlt Licht
durch eine Lochblende weiter auf einen Strahlenteiler und schlieBlich durch das Objektiv auf das zu untersuchende
Gewebe. Von dort aus wird das Licht reflektiert und durch eine weitere Lochblende zu einem Detektor geleitet,
welcher nur das vom Gewebe reflektierte Licht aus der Fokusebene (rote Linie) auffédngt, wadhrend das Licht aus

Ebenen oberhalb oder unterhalb der Fokusebene blockiert wird (gelbe Linie).”®

Far die KLSM wurden die Tiere, welche bereits unter Narkose (Ketamin/Xylazin) lagen,
zu den drei Zeitpunkten t1, t2 und t3 auf einen kleinen Behandlungstisch gelegt und
unter dem Obijektiv des Laserscanmikroskops positioniert. AnschlieBend wurde eine
Schutzkappe, welche aus Hygienegriinden bei Patienten verwendet wird, mit
Augensalbe benetzt und auf den Laser gesteckt. Die hinteren Beine und Flf3e der
Mause wurden dann ebenfalls mit der Augensalbe eingerieben, um zu gewahrleisten,
dass die Schutzkappe trotz Kontakt zur Hautoberflache ohne Probleme gleitender
Weise Uber die Haut bewegt werden kann. Mit Hilfe des Fokus des Mikroskops wurden
dann die hinteren Beine und FUBe der Tiere gescannt, um Z-Stapel von jedem
gescannten Bein und FufB3 zu erstellen.

Um eine vergleichbare Ebene als Startpunkt fir die Z-Stapel zu erhalten, wurde
zunachst so nah an die Hautoberflache der Haut fokussiert, bis ein Lichtpunkt zu sehen
war. AnschlieBend wurde in kleinen Schritten in tiefere Schichten des Gewebes

fokussiert und dabei Bilder aufgenommen. Die Steuerung des Gerates erlaubte es
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nicht eine definierte Distanz fir die Schritte in Z-Richtung festzulegen, sodass die
Abstdnde zwischen den Bildern innerhalb eines Z-Stapels und zwischen

verschiedenen Z-Stapeln variieren kdnnen.

2.2.7.4. Gewebeentnahme

Die Gewebeentnahme erfolgte jeweils zum Abschluss von den drei Zeitpunkten t1, t2
und t3. Zu diesen Zeitpunkten wurde eine festgelegte Anzahl an Tieren geopfert, zu t1
wurden insgesamt 12 Tiere (6 erkrankte Tiere und 6 gesunde Kontrolltiere) fir die
Probenentnahme geopfert. Zu t2 wurden insgesamt 24 Tiere und zu t3 die restlichen
36 Tiere geopfert. Die zu t2 und t3 geopferten Tiere setzten sich aus den verschieden
Gruppen (krank +/- KAP und gesund +/- KAP) zusammen.

Die Tétung der Tiere erfolgte unter Narkose (Ketamin/Xylazin) mittels zervikaler
Dislokation. Nach Sicherstellen des Todes der Tiere wurden die hinteren Beine der
Tiere am Ubergang zur Hiifte mit einem Skalpell abgetrennt. AnschlieBend wurden der
FuB3 und das Bein voneinander getrennt und separat in Kryoréhrchen zunachst auf Eis
gelagert. Es wurden also flr jedes Tier vier Proben generiert. Die Proben wurden
innerhalb von einer Stunde in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlie3end
bei -150 °C asserviert.

2.2.7.5. Histologische Untersuchungen der Gewebeproben

Zur Charakterisierung der induzierten Radiodermatits, wurden die Gewebeproben fir
histologische Untersuchungen verwendet. Zu diesem Zweck wurden 10 um dicke
Kryoschnitte von Gewebeproben angefertigt, die zu den Zeitpunkten t1 (maximale
Auspragung der Radiodermatitissymptome, Score 2,5), t2 (Halbierung der
Radiodermatitissymptome, Score 1,25) und t38 (makroskopisch geheilt, Score 0)
entnommen wurden. Die gesunden linken Hinterbeine der erkrankten Tiere, sowie
auch die linken und rechten Hinterbeine von gesunden Tieren wurden als Kontrollen
vergleichend hinzugezogen. Die Schnitte wurden mittels HE-Farbung (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung), Giemsa Farbung und PAS-Farbung gefarbt.

Die histologischen Farbungen wurden mit Unterstitzung von Frau Seemann im
Histologie-Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Venerologie

durchgeflhrt.
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2.2.8. Statistische Auswertung

Alle dargestellten grafischen Auswertung wurden entweder mit der Software Microsoft
Excel oder im Falle der Hyperspektralen Bildgebung mit GraphPad Prism erstellt.

Mit Hilfe dieser Programme konnten der Mittelwert (MW) und Standardfehler (SEM)
berechnet, sowie eine graphische Auswertung durchgefihrt werden. Die statistische
Analyse erfolgte mit Hilfe des t-Tests (Student-t-Verteilung) bei der zu jedem einzelnen
Zeitpunkt zwei Gruppen miteinander verglichen wurden. Im Falle mehrerer
Vergleichsgruppen (mindestens drei) wurde der statistische Test ,one-way“ ANOVA
(Varianzanalyse) mit Bonferroni post-Test durchgefihrt um einen Nachweis
signifikanter Unterschiede zu fihren. Der Signifikanzwert (P-Wert) wurde innerhalb der
Diagramme in den Stufen * (P<0,05), ** (P<0,01), *** (P<0,001) und **** (P<0,0001)
angegeben. Welches Programm und welche Statistik in den einzelnen Fallen
verwendet wurden, kann den Legenden der einzelnen Abbildungen entnommen

werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Dosimetrie

Um zunéchst die Abschirmkapazitat der hergestellten Strahlenschutzkammer (2.2.2)
zu testen, wurden Thermolumineszenzdosimeter in der Strahlenschutzkammer
platziert und diese dann auf Position 5 (am nachsten zur Strahlenquelle) in das
Bestrahlungsgerat gestellt. Die Bestrahlungszeit wurde so gewahlt, dass 8 Gy an
Position 5 erwartet wurden.

Bei dieser Messung zeigte sich, dass kaum Strahlung in die Strahlenschutzkammer
eingedrungen ist (0,05-0,17 Gy).

Als nachstes wurde die Strahlung am Boden des Bestrahlungsgerats (Position 5),
sowie in der Plexiglasréhre und an der Seite der Strahlenschutzkammer bestimmt
(Abbildung 12, Tabelle 6). Wie erwartet wurden an Position 5 ca. 8 Gy (8,29 +/- 0,07
Gy) gemessen. Unter Berlicksichtigung des Abstandsquadratgesetzes ist auf Grund
der héheren Entfernung zur Strahlenquelle an der Plexiglasréhre eine Strahlung von
4-5 Gy zu erwarten gewesen. Tatsachlich wurden 5,54 +/- 0,21 Gy und 4,56 +/- 0,04
Gy (D3 und D4, Tabelle 6) gemessen. Damit hat sich der Erwartungswert bestatigt.

In einer weiteren Dosimetrie wurde ein Schlauchdosimeter in die Kammer bzw. in die
Plexiglasréhre gelegt (H1-H12 Tabelle 7). Auch hier bestatigte sich, unter
Berlcksichtigung der Abweichung der Thermolumineszenzdosimeter von +/- 10 %,
innerhalo  der Plexiglasrbhre der erwartete Strahlenwert von 59 Gy
(Abstandsquadratgesetz) und es zeigte sich kaum Strahlung innerhalb der
Strahlenschutzkammer (H11-H12 0,89 Gy und 0,32 Gy).
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Abbildung 12

Dosimetrie. a) Darstellung der verschiedenen Ebenen und Bestrahlungspunkte innerhalb der Bestrahlungskammer;
b) Thermolumineszenzdosimeter (TLD) an Position 5 der Bestrahlungskammer;

c¢) Strahlenschutzkammer mit der Plexiglasréhre (iber Position 5 in der Bestrahlungskammer; d) Verteilung weiterer

TLD an der Strahlenschutzkammer. Abbildung (ibernommen aus Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons
Attribution 4.0 International License.”®

Tabelle 6 Detektierte Strahlenwerte flir die Thermolumineszenzdosimeter D1-D4. Tabelle (ibernommen aus
Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons Attribution 4.0 International License.”®

Dosimeter Position Strahlendosis [Gy]
(Mittelwert £ SD, n = 3)

D1 Position 5 (ohne Strahlenschutzkammer) 8,29 £ 0,07

D2 Position 5 (mit Strahlenschutzkammer) 7,91 £ 0,29

D3 Lateral an der Plexiglasréhre 5,54 £ 0,21

D4 An der Strahlenschutzkammer neben der 4,56 £ 0,04

Plexiglasrohre
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Tabelle 7 Detektierte Strahlenwerte fiir das Schlauchdosimeter H1-H12.

Die einzelnen, im Schlauch enthaltenen, Thermolumineszenzdosimeter sitzen an verschiedenen Positionen der
Strahlenschutzkammer. Position a: Innerhalb der Plexiglasréhre (in gleichen Abstdnden innerhalb der
Plexiglasréhre); Position b: Innerhalb der Plexiglasréhre dicht an der Wand der Strahlenschutzkammer; Position c:
Innerhalb der Strahlenschutzkammer dicht an der Plexiglasréhre; Position d: Innerhalb der Strahlenschutzkammer.
Der fett gedruckte Bereich (H9 und H10) ist der Bereich, in dem sich wéhrend der Bestrahlung das rechte Hinterbein
der zu bestrahlenden Maus befinden sollte. Tabelle modifiziert nach Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons

Attribution 4.0 International License.”

Dosimeter Position Strahlen-dosis [Gy]
H1 a 5,75
H2 a 5,14
H3 a 5,25
H4 a 5,46
H5 a 5,57
H6 a 5,51
H7 a 5,42
H8 a 5,17
H9 a 5,25

H10 b 4,05
H11 o 0,89
H12 d 0,32

Die Dosimeter H9 und H10 befanden sich innerhalb der Plexiglasréhre an der Position
an der sich ebenfalls das Bein der Tiere wahrend der Bestrahlung befinden sollte
(Tabelle 7), sodass sich der angegebene Wert von 4,65 Gy aus beiden Messwerten
der zwei Dosimeter H9 und H10 (4,05 - 525Gy) zusammensetzt.
Die hier vorliegende Verringerung der Strahlendosis entsteht durch die erhdhte
Position der Plexiglasréhre im Vergleich zu Position 5 in dem Gammagerét (Abbildung
12). Da sich die Strahlenquelle im unteren Teil des Gammastrahlers befindet, kommt
die Strahlung entsprechend auch von unten. Zusatzlich erreicht die Streustrahlung
aber den gesamten Innenraum des Gammastrahlers. Dadurch entstehen
verschiedene Punkte innerhalb des Gammastrahlers an denen die tatsachliche
Strahlendosis auf Grund der Entfernung (H6he/Breite) zu der Strahlenquelle variiert.
Position 5 liegt 25 cm Uber der Strahlenquelle und weitere 4 cm Uber Position 5 befand
sich die Plexiglasréhre der Strahlenschutzkammer, was somit einem Abstand von
29 cm von der Strahlenquelle zu der Plexiglasréhre entspricht. Es entsteht also ein
Verlust der Strahlendosis auf Grund der erhéhten Position der Plexiglasréhre. Der
tatséachliche  Erwartungswert an der Plexiglasrohre kann (Uber das
Abstandsquadratgesetz errechnet werden und betragt 8 Gy x (25/29)? = 5,9 Gy.

Demnach n&hern sich die gemessenen Werte auBerhalb der Plexiglasréhre mit
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5,54 Gy (D3 in Tabelle 6) und innerhalb der Plexiglasréhre mit 5,4 Gy (H1-H9 in
Tabelle 7) dem tatsachlichen Erwartungswert an. Die Thermolumineszenzdosimeter
haben eine eigene Abweichung von +/- 10 %, sodass die Messwerte innerhalb des zu
erwartenden Bereiches von 5,32 bis 6,49 Gy liegen.

Die Positionen H9 und H10 entsprechen wahrend der Bestrahlung der Position des
rechten hinteren Beins der Mause. An dieser Position zeigt sich mit 4,65 Gy eine
ahnliche Strahlendosis wie an der Wand der Strahlenkammer (D4; 4,56 Gy). Daher
wurden fortlaufend die Bestrahlungszeiten anhand dieser hier gemessenen
Abweichung zwischen Position 5 (8 Gy) und der Plexiglasréhre (H9 und H10; 4,65 Gy)
errechnet. Somit ergab sich ein Faktor von 1,7204 (8 Gy/4,65 Gy) mit dem die
errechnete Strahlendosis flr Position 5 multipliziert werden musste, um die
gewulnschte Strahlendosis in der Plexiglasréhre an der Position des Beins der Mause
zu erreichen.

In der Zusammenschau haben die Ergebnisse der Dosimetrie gezeigt, dass keine bzw.
nur vernachlassigbare Mengen an Strahlung in die Kammer gelangen und des
Weiteren konnte die tatsdchliche Strahlendosis an der Position, an der sich das rechte
Hinterbein wahrend der Bestrahlung befindet, bestimmt werden.

3.2. Dosisfindung

Basierend auf Literaturangaben wurden zur Induktion einer mittelschweren
Radiodermatitis (Score 2,5; Tabelle 4) zunachst Gesamtdosen von 25, 30, 35 und 40
Gy getestet.”®

Dabei zeigte sich lediglich ein Haarverlust (auch Nackimause haben wenige Haare)
und ein Verlust der Nagel (Abbildung 13). Darlber hinaus wurden aber bis sechs
Wochen nach Bestrahlung keine Anzeichen einer Radiodermatitis beobachtet.
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Abbildung 13
Représentatives Bild des rechten Hinterlaufs einer Maus nach Bestrahlung in der ersten Dosisfindungsstudie. Es
sind keine Symptome einer Radiodermatitis Uber Haar- und Nagelverlust hinaus erkennbar. Der Nagelverlust

beschrénkt sich bei dem dargestellten Tier auf einen Zeh.

Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse wurde eine zweite Dosisfindungsstudie
unter Applikation von 50, 60, 70 und 80 Gy durchgeflhrt.

Dies ging einher mit einer langeren Bestrahlungszeit, da die Strahlendosis bei dem
verwendeten Gammastrahler nur Gber eine Verlangerung der Bestrahlungszeit erreicht
werden kann. Darlber hinaus wurde die zweite Dosisfindungsstudie nach dem
gleichen Muster wie die erste Studie durchgefihrt.

Bereits zwei Tage nach Ende der Bestrahlungszeit traten die ersten Symptome in Form
von Haar- und Nagelverlust auf und weiterhin wurde in allen Gruppen die maximale
Auspragungen der jeweiligen Radiodermatitis ca. acht Tage nach Ende der
Bestrahlungszeit erreicht (Abbildung 14, Abbildung 15). Die Heilungsphase
beanspruchte ca. acht weitere Tage, in dieser Zeit nahmen die Symptome der
Radiodermatitis stetig ab, bis schlieBlich makroskopisch eine vollstandige Heilung zu
verzeichnen war.

In der 50 Gy Gruppe zeichneten sich leichte Erytheme und trockene Desquamationen
ab (Score 1) wahrend in der 60 Gy Gruppe moderate bis deutliche Erytheme und
stellenweise feuchte Desquamationen (Score 2) auftraten. Die Mause in der 70 Gy
Gruppe zeigten deutliche Erytheme und haufig feuchte Desquamationen in gréBeren
Arealen (Score 2,5), wahrend manche Tiere darliber hinaus eine konfluente feuchte
Desquamation (Score 3) erreichten. In der 80 Gy Gruppe wurden neben deutlichen
Erythemen auch konfluente Desquamationen beobachtet, die teilweise bis hin zu
Ulzerationen aller Hautschichten reichten (Score 3-4; Abbildung 14).
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Abbildung 14
Représentatives Bild der rechten Hinterldufe von Mdusen jeder Gruppe (50-80 Gy) nach Bestrahlung in der zweiten
Dosisfindungsstudie.50 Gy: Score 1. 60 Gy: Score 2. 70 Gy: Score 2,5-3. 80 Gy: Score 3-4. Abbildung (ibernommen

aus Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons Attribution 4.0 International License.”’

Mit einer fraktionierten Strahlung tGber 5 Tage und einer Gesamtdosis zwischen 60 und
70 Gy, konnte eine mittelschwere Radiodermatitis lokal am rechten Hinterbein der
Méause induziert werden, ohne das gesamte Tier einer Strahlenbelastung auszusetzen.
Eine grafische Darstellung dieser Ergebnisse verdeutlicht, dass fir die Induktion einer
mittelschweren Radiodermatitis (Score 2,5) mit dem IBL-637 Gammastrahler unter den
hier beschriebenen Bedingungen eine Strahlendosis von 60 bis 70 Gy gewahlt werden
sollte (Abbildung 15). Daher wurde sich fir eine Strahlendosis von 65 Gy flr die
Durchfihrung der KAP-Behandlungsstudie entschieden.
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Abbildung 15

Verlauf der Radidoermatitis nach einer Gammabestrahlung mit 50-80 Gy. Die Bestrahlung erfolgte mit jeweils vier
Tieren pro Gruppe. Dargestellt sind die Mittelwerte des Radiodermatitis Scores der einzelnen Gruppen von den
Tagen 6 bis 34 inklusive Standardabweichungen. Die Tiere wurden fraktioniert (ber fiinf Tage bestrahlt bis
Gesamtdosen von 50, 60, 70 und 80 Gy erreicht wurden und anschlieBend téglich auf die Ausprdgung der
Radiodermatitis untersucht. Abbildung modifiziert nach Bernhardt et al. 2022 nach Creative Commons Attribution

4.0 International License.”

3.3. KAP-Behandlungsstudie

Nach erfolgreicher Etablierung eines Mausmodells fir die Radiodermatitis, sollten im
Folgenden nichtinvasive bildgebende Verfahren zur objektiven Beurteilung des
Krankheitsverlaufs getestet und verglichen werden. Des Weiteren sollte die mébgliche
Wirkung von kaltem Atmosphé&rendruckplasma (KAP) auf den Heilungsverlauf der
Radiodermatitis untersucht werden.

3.3.1.Bestimmung des Schweregrads der Radiodermatitis mittels
Scoring-System

Die KAP-Behandlungsstudie diente der Untersuchung der Wirkung von KAP auf den

Heilungsverlauf einer Radiodermatitis.
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Dazu wurde eine mittelschwere Radiodermatitis induziert und zu dem Zeitpunkt der
maximalen Auspragung begonnen diese taglich mit KAP zu behandeln. Nach
erfolgreicher Bestrahlung der Tiere wurde mit Hilfe einer modifizierten Tabelle nach
Holler et al. (Tabelle 4) der Schweregrad der Radiodermatitis der Tiere bestimmt.

Der Verlauf der Radiodermatitis wurde im Rahmen der KAP-Behandlungsstudie
dokumentiert. Es hat sich gezeigt, dass die Induktion einer mittelschweren
Radiodermatitis mit 65 Gy y-Strahlung erreicht werden konnte (Abbildung 15), wobei
es bedingt durch die spezifischen Merkmale der einzelnen Mause (Alter, Gewicht und
Stéarke der Immunantwort) auch Schwankungen im maximalen Score der Tiere gab.
Die Tiere erreichten einen Score von 2-2,5, jedoch selten mehr, wobei ein Score von
2,5 der mittelschweren Radiodermatitis entspricht. Die Tiere zeigten ahnlich wie in der
Dosisfindungsstudie (Abbildung 15) die ersten Symptome bereits zwei Tage nach
Ende der Bestrahlungszeit und erreichten die maximale Auspragung der
Radiodermatitis ca. 10 Tage (t1) nach Ende der Bestrahlungszeit. Weitere 3 Tage
spater, hat sich der Score der Radiodermatitis bereits halbiert (12) und insgesamt 21
Tage nach Ende der Bestrahlung konnten makroskopisch keine Symptome der
Radiodermatitis mehr wahrgenommen werden. Ab dem Zeitpunkt t1 wurden die mit
KAP zu behandelnden Tiere taglich 2 min behandelt. Es zeigt sich zwischen den
Kontrolltieren und mit KAP-behandelten Tieren bis zu dem Zeitpunkt t1 kein
signifikanter Unterschied in dem Verlauf der Radiodermatitis. Auch ab dem Zeitpunkt
der KAP-Behandlungen zeigt sich kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(Abbildung 16).

Das Scoring der Radiodermatitis hat einen &hnlichen Verlauf gezeigt, wie er bereits in
der Dosisfindungsstudie beobachtet wurde. Ein Unterschied zwischen der KAP-
behandelten Gruppe zur unbehandelten Kontrollgruppe konnte nicht beobachtet

werden. Die Tiere zeigten in beiden Gruppen einen zligigen Heilungsverlauf.
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Abbildung 16
Verlauf der Radiodermatitis mit KAP-Behandlung und ohne KAP-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte des
Radiodermatitis Scores mit dazugehdriger Standardabweichung. Die Tiere wurden fiinf Tage infolge mit
Gammastrahlen bestrahlt, bis eine Gesamtdosis von 65 Gy erreicht wurde. AnschlieBend wurden die Tiere

beziiglich ihres Radiodermatitis Scores tdglich untersucht und ab maximaler Ausprdgung des Scores wurde ein
Teil der Tiere tdglich mit KAP behandelt.

3.3.2. Untersuchung nichtinvasiver bildgebender Methoden flr die
objektive Verlaufskontrolle

3.3.2.1 Hyperspektrale Bildgebung (HSI)

Die Hyperspektrale Bildgebung (HSI) ist eines von drei bildgebenden Verfahren
welches fiir eine objektive nichtinvasive Verlaufskontrolle der Radiodermatitis getestet
werden sollte. Eine Aufnahme mit der Tivita Kamera liefert Informationen, die
RuckschlUsse auf vier Parameter (Hamoglobingehalt [THI], der Gewebewassergehalt
[TWI], die Perfusion in tieferen Gewebeschichten [NIR] und die Sauerstoffsattigung in
oberflachlichen Gewebeschichten [StO?]) zulassen. Fir jeden Parameter wurde ein
definierter Bereich am Bein und am Fuf3 jeweils rechts und links bei jeder Maus zu den
Zeitpunkten t1, t2 und t3 gemessen. Im Folgenden werden die Ergebnisse fir jeden

Parameter getrennt dargestellt.
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3.3.2.1.1 Durchblutung (THI)

Ein Vergleich der Gruppen zeigt eine deutliche starkere Durchblutung sowohl am Fuf3,
als auch am Bein der Mause mit einer Radiodermatitis (Abbildung 17). Die starkere
Durchblutung beschrankt sich dabei auf die rechte erkrankte Seite. Die gemessenen
Werte fir die gesunde linke Seite (Ful3 und Bein) ahneln den Werten, die bei gesunden
Kontrollmausen gemessen wurden. Mit zunehmender Abheilung der Radiodermatitis
nimmt auch der gemessene Wert fir die Durchblutung ab (11 > t2 > t3). Wahrend der
Unterschied zwischen den erkrankten und gesunden FUBen und Beinen zu den
Zeitpunkten t1 und t2 hoch signifikant ist, so ist zu dem Zeitpunkt t3 nur noch ein
geringer Unterschied zu beobachten. Dieser geringe Unterschied ist aber interessant,
da er auf eine héhere Sensitivitat dieser Methode im Vergleich zum makroskopischen
Scoring hinweist. Bei makroskopischer Betrachtung mit bloBem Auge waren zu diesem
Zeitpunkt keine Unterschiede zu erkennen.

Ein Vergleich der Gruppen, die mit KAP behandelt wurden, zu den entsprechenden
unbehandelten Kontrollgruppen zeigte keine signifikanten Unterschiede, weder am
FuB noch am Bein und zwar zu keinem der drei Zeitpunkte. Insgesamt sind die

gemessenen Werte vom Bein deutlich niedriger als die am Ful3 gemessenen Werte.
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Abbildung 17

Ergebnisse der hyperspekiralen Bildgebung des Hdmoglobingehalts (THI) der FiiBe (a) und Beine (b) aller Tiere.
Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen inklusive Standardabweichungen zu den Zeitpunkten t1-t3.
Ab dem Zeitpunkt t1 (maximale Ausprdgung der Radiodermatitis) wurden die KAP-Gruppen téglich mit KAP
behandelt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Post-Test.
*p < 0,05 ****p<0,0001.
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3.3.2.1.2 Gewebewassergehalt (TWI)

Der Gewebewassergehalt zeigt ahnliche Ergebnisse wie die Durchblutung, jedoch sind
die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht so stark ausgepragt. Auch hier zeigen
sich signifikante Unterschiede v.a. zu t1 und t2 zwischen den gesunden und erkrankten
Tieren, wobei sich die Erh6hung des TWI bei den erkrankten Tieren wieder nur auf die
rechte Seite der Tiere beschrankt. Im Gegensatz zu dem THI sind die Werte der FuRBe
diesmal niedriger als die der Beine (Abbildung 18).
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Abbildung 18

Ergebnisse der hyperspektralen Bildgebung des Wassergehalts (TWI) der FiBe (a) und Beine (b) aller Tiere.
Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen inklusive Standardabweichungen zu den Zeitpunkten t1-t3.
Ab dem Zeitpunkt t1 (maximale Ausprdgung der Radiodermatitis) wurden die KAP-Gruppen taglich mit KAP
behandelt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Post-Test.
*p<0,05 *p<0,01;, ** p<0,001; ***p<00001.
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3.3.2.1.3 Gewebesauerstoffsattigung (NIR)

Auch fur die Gewebesauerstoffsattigung ist ein ahnlicher Trend wie bei den
Parametern zuvor erkennbar. Jedoch zeigen sich hier geringere Unterschiede
zwischen den gesunden und erkrankten Tieren. Auch fir die NIR sind die an den
FuBen gemessenen Werte deutlich geringer als die Werte, die an den Beinen
gemessen wurden. Die gemessenen Unterschiede zwischen gesunden und
erkrankten Tieren sind bei den FuBen starker ausgepréagt als bei den Beinen. Bei den
unbehandelten Kontrolltieren wurden vergleichbare Werte fir die NIR untereinander
und auch zu den linken (gesunden) Seiten der erkrankten Tiere beobachtet (Abbildung
19).

Trotz geringerer Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen ab dem Zeitpunkt t2
im Vergleich zu vorherigen Parametern, bleibt jedoch eine konstante Tendenz zu
héheren Werten bei den kranken KAP-behandelten Tieren als bei den kranken KAP-
unbehandelten Tieren auffallig (Abbildung 19). Hierbei handelt es sich jedoch nicht um
signifikante Unterschiede, sodass auch bei diesem Parameter keine Modulation der
Radiodermatitis oder deren Heilungsprozess durch KAP festgehalten werden kann.
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Abbildung 19

Ergebnisse der hyperspektralen Bildgebung der Gewebesauerstoffséttigung (NIR) der Fii3e (a) und Beine (b) aller
Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen inklusive Standardabweichungen zu den Zeitpunkten
t1-t3. Ab dem Zeitpunkt t1 (maximale Ausprdgung der Radiodermatitis) wurden die KAP-Gruppen tdglich mit KAP
behandelt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Post-Test.
*p < 0,05 ****p<0,0001.
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3.3.2.1.4 Hamoglobin Index (StO2)

Der Hamoglobin Index reiht sich als letzter Parameter mit vergleichbaren Ergebnissen
zu den vorherigen Parametern ein. Der Trend &hnelt dem der vorhereigen Parameter
mit signifikanten Unterschieden zwischen gesunden und erkrankten Tieren v.a. zu den
Zeitpunkten t1 und t2. Fir den StO:z zeigen sich leicht héhere Werte der Beine im
Vergleich zu den FiiBen (Abbildung 20).

StO, Ful’
a) 4
60
50 :
40 =
@ *
o 30
20 E ) i L = =
l | | | | I
10 —@ & & | | [ ] n
O E—; :.ﬂ:l.: 3 | .} . i
rechts links rechts links rechts links
11 12 13
m Kontrolle ®mKontrolle+KAP m Radiodermatitis ™ Radiodermatitis+KAP
StO, Bein
b} %k okok
60 e K|
ok
50
; i ]
0 %0 & 1 e Ill & %J:
3 ﬁ I Il I , Il
10 x | i | | i £ H
0 sl 13 I = =il LI}
rechts links rechts links rechts links
1 12 13
® Kontrolle ®Kontrolle+KAP  ® Radiodermatitis ™ Radiodermatitis+KAP
Abbildung 20

Ergebnisse der hyperspektralen Bildgebung des Hdmoglobin Index (StOz) der Fii3e (a) und Beine (b) aller Tiere.
Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen inklusive Standardabweichungen zu den Zeitpunkten t1-t3.
Ab dem Zeitpunkt t1 (maximale Ausprdgung der Radiodermatitis) wurden die KAP-Gruppen téglich mit KAP
behandelt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Einweg-ANOVA mit anschlieBendem Bonferroni-Post-Test.
*0 < 0,05, **p < 0,01, *** p<0,001; ****p < 0,0001.
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Die hyperspektrale Bildgebung zeigt klare Unterschiede zwischen den gesunden und
den erkrankten Tieren mit signifikanten Unterschieden zu den Zeitpunkten t1 und t2,
selten auch t3. Unterschiede der gesunden und erkrankten Tiere zu dem Zeitpunkt t3
verdeutlichen eine erhéhte Sensitivitat der hyperspektralen Bildgebung im Vergleich
zu dem makroskopischen Scoring, bei welchem zu t3 keine Unterschiede mehr
zwischen den Gruppen erkennbar waren. Bei jedem der gemessenen Parameter
wurden erhdhte Werte an den Beinen und FiBen mit induzierter Radiodermatitis
beobachtet. Die gemessenen Werte auf der unbestrahlten linke Seite dieser Tiere sind
vergleichbar zu den Werten der gesunden Kontrolltiere. Es konnten keine
Unterschiede zwischen den KAP-behandelten und KAP-unbehandelten Tieren
festgestellt werden, weder in der gesunden Kontrollgruppe, noch unter den Tieren mit
induzierter Radiodermatitis.

3.3.2.2 Optische Koharenztomographie (OCT)

Als weitere Methode zur nichtinvasiven Verlaufskontrolle wurde die optische
Koharenztomographie (OCT) untersucht. Zur quantitativen Auswertung der
generierten Bilder wurden verschiedene Ansatze mittels Imaged getestet. Zunachst
sollte die Lange zwischen den ersten Grauwerten (Oberflache der Epidermis) und den
Grauwerten, die an der tiefsten Stelle in der Haut gemessen wurden, bestimmt werden.
Auf Grund der Variabilitat der Signalstarke und der unterschiedlichen Qualitat der
Bilder, war eine objektive Identifizierung des Grauwertes an der tiefsten Stelle nicht
maoglich (Abbildung 21 a).

Als néchstes wurde getestet, ob durch die Bestimmung der Summe der Grauwerte in
einem definierten Bereich (gelbes Rechteck in Abbildung 21 b) Unterschiede zwischen
gesunder und erkrankter Haut quantifiziert werden kdénnen. Die Analyse der so
ermittelten Werte zeigte allerdings eine relativ starke Variabilitdit zwischen den
verschiedenen Gruppen und entgegen der Erwartung keine Unterschiede zwischen
Bildern von Beinen oder FuBen mit induzierter Radiodermatitis und Bildern von
gesunden Beinen oder FiiBen (Abbildung 21 c).
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Abbildung 21
Auswertung der optischen Kohdrenztomographie. a) Beispiel fir die Auswertung durch Messung der Dicke der
Epidermis, b) und c) Beispiel fiir Auswertung durch Messung des mittleren Grauwert-Anteils in einem definierten

Bereich zu dem Zeitpunkt t1.

Als weitere Mdglichkeit der Auswertung sollte die Verteilung der Grauwerte in den
Bildern von der Oberflache bis in tiefere Schichten verglichen werden (Abbildung 22).
Aufgrund der unebenen Oberflache der Haut an den FiBBen der Mause waren groB3e
Unterschiede zwischen den generierten OCT-Bildern zu beobachten, was eine
Vergleichbarkeit der Bilder erschwert. Daher wurde die weitere Auswertung auf OCT-
Aufnahmen der Beine beschrankt. Fir diese Analysen wurde wieder ein definierter
Bereich von den ersten Grauwerten (Oberflache der Epidermis) bis in tiefe Schichten
der Haut, wo keine OCT-Signale mehr gemessen wurden, festgelegt (gelbes Rechteck
[150 x 300 Pixel] in Abbildung 22 a). Fir diesen definierten Bereich wurde dann jeweils
ein Plot Profile in Imaged erstellt, welches die Verteilung der Grauwerte in diesem
Bereich darstellt (Abbildung 22 b).
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Abbildung 22

Auswertung der optischen Kohdrenztomographie. Dargestellt ist ein reprdsentatives Bild des rechten Hinterlaufs
eines erkrankten Tieres. Gemessen wurden die Signale in den Hinterldufen aller Tiere, welche als Grauwerte
dargestellt werden, (a) unter Zuhilfenahme des Graphen (Plot Profile; b). Aus dem Plot Profile geht hervor, dass in

der ersten Hdélfte deutlich  stdrkere  Grauwerte vorliegen als in der zweiten  Hélfte.

Um nun mdgliche Unterschiede zwischen den Gruppen (Radiodermatitis versus
gesund) zu ermitteln, wurde die Summe der Grauwerte der ersten Halfte (0 bis 150
Pixel Tiefe) und der zweiten Halfte (150 bis 300 Pixel Tiefe) verglichen (Abbildung 23).
Beim Vergleich der Tiere mit induzierter Radiodermatitis und gesunden Kontrollen
zeigte sich zu den Zeitpunkten t1 und t2 ein signifikanter Unterschied, mit erhéhtem
Grauwertanteil in tieferen Schichten der erkrankten Tiere im Vergleich zu den
gesunden Kontrolltieren (Abbildung 23). Zu t1 und t2 zeigte sich bei den gesunden
Tieren im Durchschnitt ein Grauwertanteil von 96 % in der ersten Hélfte, wahrend die
kranken Tiere Grauwertanteile von 92 % bzw. 91 % zu dem Zeitpunkten t1 und t2
aufweisen. Fur die zweite Halfte sind es entsprechend 4 % bei den gesunden und 8 %
bzw. 9 % bei den kranken Tieren flr t1 und t2.

Zu dem Zeitpunkt t3 sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren mehr
erkennbar. Dies verdeutlicht, dass bei den erkrankten Tieren mehr Licht in tiefere
Gewebeschichten eindringen kann, bevor es dann reflektiert wird. Zu dem Zeitpunkt t3
waren die Grauwerte bei den gesunden Tieren im Durchschnitt zu 95 % auf die erste
Halfte und zu 5 % auf die zweite Halfte verteilt. Im Gegensatz dazu waren die Werte
bei den kranken Tieren mit 93 % und 7 % auf die erste und zweite Haélfte verteilt.
Demnach ist ein Unterschied in der Beschaffenheit der Haut bei einer Radiodermatitis
mittels OCT messbar und quantifizierbar. Zu dem Zeitpunkt der makroskopischen
Heilung (13), lassen sich mit dieser Methode in dem Gewebe keine signifikanten
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Unterschiede mehr beobachten, sodass hier nicht von einer héheren Sensitivitat dieser

Methode im Vergleich zum makroskopischem Scoring ausgegangen werden kann.
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Abbildung 23

Auswertung der optischen Kohdrenztomographie. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung der
relativen Grauwertanteile in héheren und tieferen Gewebeschichten aller gesunden und erkrankten Tiere zu den
Zeitounkten  t1-t3. Die  statistische  Auswertung erfolgte  mittels t-Test. *™* p < 0,0001.

Nachdem eine Mdglichkeit zur Quantifizierung der OCT-Aufnahmen identifiziert wurde
und Unterschiede zwischen Beinen mit induzierter Radiodermatitis und gesunden
Kontrollen gezeigt werden konnten, sollte analysiert werden, ob Unterschiede
zwischen KAP-behandelten Tieren und unbehandelten Kontrollen bestehen, die
mittels Scoring und hyperspektraler Bildgebung nicht ermittelt werden konnten.

Vergleich zwischen Plasma-behandelten Vergleich zwischen Plasma-behandelten
und -unbehandelten gesunden Tieren und -unbehandelten kranken Tieren
o . 120% :
120% M Kein Plasma W Kein Plasma
100% 100%
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2 80% 2 80%
3 ]
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Abbildung 24

Auswertung der optischen Kohédrenztomographie aller Tiere zu dem Zeitpunkt t2. Dargestellt ist der Vergleich
zwischen Plasma- behandelten und —unbehandelten Tieren bei a) gesunden Tieren und b) erkrankten Tieren. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test.
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Der Vergleich der KAP-behandelten und KAP-unbehandelten Tiere zum Zeitpunkt t2
zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen auf (Abbildung 24). Weder bei den
gesunden, noch bei den erkrankten Tieren wurden durch KAP bedingte
Veranderungen der Grauwertanteile beobachtet. Sowohl die KAP-behandelten
gesunden Tiere, als auch die KAP-unbehandelten gesunden Tiere weisen
Grauwertanteile von 96 % in den oberen Gewebeschichten (erste Halfte) und
entsprechend 4 % in den unteren Gewebeschichten auf. Bei den kranken Tieren
hingegen waren die Grauwerte in beiden Gruppen (KAP-behandelt versus KAP-
unbehandelt) mit 91 % in der ersten Halfte und entsprechend 9 % in der zweiten Halfte
verteilt.

Ein Vergleich der KAP-behandelten und KAP-unbehandelten Gruppen zu dem
Zeitpunkt t3 zeigte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 25) bei den
gesunden Tieren. Bei den erkrankten Tieren zeigt sich im Gegensatz dazu ein leicht
signifikanter Unterschied zwischen den KAP-behandelten und -unbehandelten Tieren
in den oberen Gewebeschichten, welcher sich jedoch nicht in den tieferen Schichten
wiederspiegelt. In der oberen Gewebeschicht zeigen die gesunden Tiere
Grauwertanteile von 95 % (KAP-behandelt) und 96 % (KAP-unbehandelt) und
entsprechend in der tieferen Schicht 5 % und 4 %. Bei den erkrankten Tieren hingegen,
zeigt sich far die erste Halfte der KAP-behandelten Tiere mit einem Grauwertanteil von
92 % ein leicht signifikanter Unterschied im Vergleich zu den KAP-unbehandelten
Tieren mit 95 %. In der zweiten Hélfte sind Grauwertanteile von 8 % und 5 %

erkennbar.
Vergleich zwischen Plasma-behandelten Vergleich zwischen Plasma-behandelten
und -unbehandelten gesunden Tieren und -unbehandelten kranken Tieren
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Abbildung 25

Auswertung der optischen Kohédrenztomographie aller Tiere zu dem Zeitpunkt t3. Dargestellt ist der Vergleich
zwischen Plasma- behandelten und —unbehandelten Tieren bei a) gesunden Tieren und b) erkrankten Tieren. Die

statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test. *p < 0,05.
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Die optische Koharenztomographie hat deutliche Unterschiede zwischen den
gesunden und erkrankten Tieren aufzeigen kénnen. Bei den erkrankten Tieren wird
das eindringende Licht spater reflektiert als bei den gesunden Tieren, was durch den
erhéhten Grauwertanteil bei den erkrankten Tieren in tieferen Gewebeschichten
widergespiegelt wird. Auch mit dieser Methode lassen sich jedoch kaum bis keine
Unterschiede zwischen den KAP-behandelten und KAP-unbehandelten Tieren
feststellen. Da zu dem Zeitpunkt t3 kaum Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellbar sind, 1&sst sich festhalten, dass die Sensitivitat dieser Methode kaum Uber
die des makroskopischen Scorings hinausgeht. Die Unterschiede zwischen den
gesunden und kranken Tieren deuten aber durchaus einen Nutzen dieser Technik fir
die objektive und nichtinvasive Verlaufsdiagnostik einer Radiodermatitis an.

3.3.2.3 Konfokale Laserscanmikroskopie (KLSM)

Die konfokale Laserscanmikroskopie (KLSM) wurde ebenfalls als nichtinvasives
bildgebendes Verfahren zur objektiven Verlaufskontrolle einer Radiodermatitis
getestet.

Die Tiere wurden daflir sowohl am linken und rechten Bein, als auch an den
entsprechenden FuBen untersucht (Abbildung 26).

Erwartungsgeman wirde bei der KLSM durch die horizontale Schnittfiihrung zunachst
die Stratum corneum erkennbar sein, welche sich durch kernlose Korneozyten und
Furchungen zwischen den Korneozyten auszeichnet. Darunter kdme das Stratum
granulosum mit homogen angeordneten Korneozyten. Die nachst tiefere Schicht ware
dann das Stratum spinosum, auffallig durch polygonale Zellen, die jedoch kleiner sind
als in hoéheren Hautschichten. AnschlieBend k&me die dermoepidermale
Junktionszone, also die Zone in der Epidermis und Dermis aneinandergrenzen. Dieser
Bereich ist gekennzeichnet durch Basalzellen, die als helle ringférmige Strukturen die
dunkleren Papillen umgeben.80

Es lassen sich Zellstrukturen erkennen, die dem erwarteten Muster von Keratinozyten
entsprechen.

Dariber hinaus, zeigen die Bilder der einzelnen Tiere kaum Unterschiede. Hin und
wieder zeichnet sich bei kranken Tieren ein kleinerer Interzellularspalt ab als bei den
gesunden Tieren. Mégliche durch KAP hervorgerufene Veranderungen sind zunéchst
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nicht zu erkennen, bzw. konnten nicht detektiert werden. Teilweise lassen sich
unterschiedliche Strukturen erkennen (auch innerhalb eines Tieres), jedoch ist es auf
Grund der fehlenden Tiefenangabe nahezu unmdéglich die verschiedenen Gruppen zu
vergleichen, sodass sich keine eindeutige Aussage Uber Unterschiede zwischen
kranken und gesunden und KAP-behandelten und —unbehandelten Tieren treffen
lasst.

Abbildung 26
Konfokale Laserscanmikroskopie. Vergleich der Epidermis von gesunden (links) und kranken (rechts) Tieren.

Auf Grund der Varianz in den Bildern innerhalb eines Z-Stapels und der Schwierigkeit
Bilder aus exakt der gleichen Ebene vergleichen zu kénnen, war eine quantitative
Auswertung der Bilder mit diesem Gerat nicht mdglich.

3.3.3 Histologische Untersuchungen von Hautgewebeproben mit
induzierter Radiodermatitis

Zur histologischen Beurteilung der induzierten Radiodermatitis wurden
immunhistologische Untersuchungen an Hautgewebeproben der Mause mit und ohne
Radiodermatitis durchgefihrt. Nach HE-Farbung zeigten sich unterm Mikroskop
typische Anzeichen einer Radiodermatitis, wie eine verdickte Epidermis und
Hyperkeratose (Abbildung 27). Das Stratum corneum (Hornschicht) und Stratum
granulosum (Kérnerschicht) waren im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollproben
stark verdickt und auch nach makroskopischer Heilung waren diese Veranderungen
klar sichtbar.
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Auffallig waren auch Zellinfiltrate, die zun&chst in tieferen Gewebeschichten zu sehen
waren und mit Voranschreiten und Abklingen der Radiodermatitis dichter an der
Epidermis angesiedelt waren.

Nach Giemsa-Farbung wurden in Proben von Tieren mit Radiodermatitis eosinophile
Granulozyten beobachtet, welche typischerweise als Teil einer unspezifischen
Immunantwort auftreten. Diese waren zum Teil auch noch nach makroskopischer
Heilung zu beobachten.

Die histologischen Analysen an Proben der gesunden linken Beine der Tiere mit
Radiodermatitis am rechten Bein, zeigten, genau wie die Analysen der Proben von
komplett gesunde Tieren, keine auffalligen Veranderungen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Hautgewebe der Mause nach
Bestrahlung mit dem IBL-637 Gerat histologisch typische Anzeichen einer
Radiodermatitis aufweisen und dieses Modell somit gut fur /n-vivo-Untersuchungen

innovativer Methoden flr die Behandlung einer Radiodermatitis geeignet ist.
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Abbildung 27

Représentative Bilder der HE-Farbungen (links) und der Giemsa-Férbungen (rechts) der rechten Hinterbeine
verschiedener Méduse. a) Kryoschnitte einer gesunden Kontrollmaus; b) Kryoschnitte einer Maus mit maximal
ausgepragter mittelschwerer Radiodermatitis (Score 2,5); c) Kryoschnitte einer Maus mit voranschreitender Heilung
der Radiodermatitis (Score 1,25); d) Kryoschnitte einer Maus mit makroskopischer Heilung der Radiodermatitis
(Score 0). Die Pfeile zeigen eosinophile Granulozyten. Abbildung (bernommen aus Bernhardt et al. 2022 nach
Creative Commons Attribution 4.0 International License.”

54



Diskussion

4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig eine Radiodermatitis bei SKH1-Hr" Mausen
mit einem Cs'¥7-y-Strahlengerat IBL-637 induziert und somit ein Modell zur
Untersuchung der Radiodermatitis etabliert. Zur Induktion einer mittelschweren
Radiodermatitis wurde eine Dosis von 65 Gy fraktioniert tber finf Tage bendtigt. In
anderen Maus- oder Rattenmodellen fir die Radiodermatitis wurden 30-40 Gy
Einzeldosen verwendet, wobei v.a. Rdntgenstrahlen und nur in wenigen Studien
Gammastrahlen verwendet wurden (siehe Anhang Tabelle A1).

In dieser Arbeit traten die ersten Radiodermatitissymptome zwei Tage nach der
Bestrahlungszeit auf, wahrend in anderen Radiodermatitismodellen die ersten
Symptome meist erst nach mindestens zehn Tagen bis mehrere Wochen auftraten.
Auch Cho und Kim et al. 2012 haben mit SKH1-Hr" Mausen gearbeitet und erst 24
Tage nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung Entziindungssymptome feststellen
konnen.®! Lediglich Ertekin et al. 2004 konnten ein vergleichbar schnelles Auftreten
der Radiodermatitis (drei Tage nach Bestrahlung) in einem Rattenmodell nach einer
Einzeldosis von 30 Gy unter der Verwendung eines Co%-Gammastrahlers
beobachten.”? Dies suggeriert v.a. eine schnellere Entwicklung der Radiodermatitis
unter Verwendung von Gammastrahlung im Vergleich zu Réntgenstrahlung. Dies
scheint sich gerade im Vergleich zu Cho und Kim et al. 2012 zu bestéatigen, da diese
Arbeitsgruppe ebenfalls SKH1-Hr"m Mause verwendet hat und erst 24 Tage nach
Bestrahlung mit 48 Gy Rdntgenstrahlung (fraktioniert Uber vier Tage) die ersten
Symptome erkennbar waren.8' Jedoch haben sie deutlich geringere Strahlendosen
verwendet. Wahrend Cho und Kim et al. 2012 48 Gy verwendeten, konnten in dieser
Arbeit keine Symptome unter 50 Gy Strahlendosis beobachtet werden. Das Auftreten
der ersten Symptome scheint jedoch nicht zwangslaufig von der Strahlendosis
abhangig zu sein, da in dieser Arbeit bei allen Gruppen (50 — 80 Gy) in der
Dosisfindungsstudie die ersten Symptome ca. zur gleichen Zeit auftraten (Abbildung
15). Auch in anderen Arbeiten wurden Hr-Mé&use verwendet und mit Réntgenstrahlung
bestrahlt. Chi et al. 2011 verwendeten eine Strahlendosis von 50 Gy (Einzeldosis) und
Maeng et al. 2006 verwendeten eine Strahlendosis von 40 Gy (fraktioniert Uber vier
Tage) und konnten erste Symptome sechs bzw. zehn Tage nach der Bestrahlung
erkennen.®283 Moriyasu et al. 2007 hingegen verwendeten in einem Mausmodell einen
Co®0-Gammastrahler mit einer Einzeldosis von 40 Gy, wobei die ersten Symptome
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nach zehn Tagen auftraten.”’ Dies weist darauf hin, dass fir die Induktion einer
Radiodermatitis die Form der Bestrahlung als Einzeldosis oder in fraktionierter Weise
ebenfalls Einfluss auf den Zeitraum bis zur Entwicklung der ersten Symptome hat. Der
Heilungsprozess der Tiere in dieser Arbeit verlief im Vergleich zu anderen Maus- oder
Rattenmodellen fir die Radiodermatitis vergleichsweise schnell ab. Bereits drei
Wochen nach Ende der Bestrahlungszeit waren makroskopisch keine Symptome der
Tiere mehr erkennbar, wahrend sich in an anderen Modellen mehrere Wochen bis

Monate nach der Bestrahlung noch Symptome zeigten.”!.72.81-85

Da Roéntgenstrahlen und y-Strahlen sich hinsichtlich ihrer Wellenldngenbereiche
unterscheiden (Réntgenstrahlung ca. 0,01 nm bis 10 nm und y-Strahlung unter 0,001
nm), sind sie auch energetisch unterschiedlich.88” Je geringer der
Wellenlangenbereich, desto héher der Energiebereich der jeweiligen Strahlen. Somit
ware davon auszugehen, dass y-Strahlen (Energiebereich von Gber 200 keV) auch
einen starkeren Einfluss auf die Haut auslben, als Réntgenstrahlen (Energiebereich
von 100 eV bis 250 keV). Jedoch spielt hier auch die Wirkweise der Strahlung eine
Rolle, sowie das verwendete Strahlengerdat. Es handelt sich bei beiden
Strahlungsarten um elektromagnetische Strahlung, jedoch ist y-Strahlung dartber
hinaus auch radioaktiv. Wahrend Ro&ntgenstrahlung durch hochenergetische
Elektronenprozesse entsteht, wird y-Strahlung durch Prozesse im Atomkern
freigesetzt, wenn dieser von einem angeregten Zustand in einen energetisch
gunstigeren Zustand wechselt. Beide Strahlungsarten haben eine hohe
Durchdringungsrate, wobei y-Strahlung eine sehr groBBe Reichweite und hdhere
Eindringtiefe aufweist.8687 Daher lasst sich vermuten, dass die Unterschiede in der
Entstehung und somit Wirkung der Strahlung unterschiedliche Effekte erzielen und
sich verschiedene Strahlungsarten unterschiedlich auf verschiedene Haut- und
Gewebeschichten auswirken. Die hdéhere Eindringtiefe und die Radioaktivitat der
y-Strahlung im Vergleich zu Roéntgenstrahlung ist eine mdgliche Erklarung fir das
frihere Auftreten einer Radiodermatitis nach Bestrahlung mit y-Strahlung.

Ein weiterer Unterschied liegt in den zur Bestrahlung verwendeten Geraten. Wahrend
Roéntgenstrahlung gezielt angewendet werden kann, ist flr die Bestrahlung mit
y-Strahlen ein Gerat nétig, in welchem sich eine radioaktive Quelle befindet. Dies fuhrt

zu einer Bestrahlung innerhalb des gesamten Gerates und somit zu Streustrahlung,
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sodass sich eine gezielte und selektive Bestrahlung einzelner Komponenten ohne
weitere SchutzmaBnahmen nicht umsetzen lasst. Daher kann Rdntgenstrahlung fur
eine effektive Bestrahlung des rechten Hinterbeins der Mause verwendet werden und
durch gezieltes Bestrahlen eine Radiodermatitis mit einer geringeren Dosis als das
hier verwendete y-Strahlengerat auslésen. Die Streustrahlung im y-Strahlengerat ist
bedingt durch die Funktionsweise des Gerats. Die Strahlenkammer in welche die
Mause platziert wurden, wird bei dem Prozess der Bestrahlung in den unteren Teil des
Geréts gefahren, wo sich die Caesiumquelle befindet. Dadurch wird die gesamte
Strahlenkammer von unten mit y-Strahlung bestrahlt, sodass eine gezielte Bestrahlung
nicht méglich ist. Die Streustrahlung verliert dabei an Energie je mehr Weg sie
zuriicklegt, sodass gestreute Strahlung schwacher wird. Es muss also insgesamt eine
héhere Dosis verwendet werden, um an dem rechten Hinterbein die eigentlich
gewinschte Dosis zu erzielen. Durch die in 2.2.3 beschriebene Dosimetrie und
Berechnung der Dosis Uber das Abstandsquadratgesetz, konnte die notwendige
Strahlendosis ermittelt werden, bei welcher die gewtlinschte Dosis tatsachlich am
rechten Hinterbein der Tiere ankommt. Das Einstellen einer h6heren Dosis kann also
nicht das friihere Auftreten einer Radiodermatitis unter y-Strahlung erklaren, da die
Dosis am rechten Hinterbein letztlich identisch ist.
Die erfolgreiche Etablierung des Modells zur Induktion einer mittelschweren
Radiodermatitis erlaubte anschlieBend die Untersuchung mit nichtinvasiven
bildgebenden Verfahren fir die objektive Untersuchung einer Radiodermatitis mit und
ohne Behandlung mit kaltem Atmospharendruckplasma (KAP).
Mit Hilfe dieser Verfahren sollte ein méglicher Einfluss von KAP auf die Wundheilung
bei einer Radiodermtatitis untersucht werden. Des Weiteren gilt es zu beurteilen, ob
die daftr verwendeten Verfahren generell fir diesen Zweck geeignet sind.
Die hyperspektrale Bildgebung (HSI) und die optische Koharenztomographie (OCT)
lassen deutliche Unterschiede zwischen M&usen mit Radiodermatitis und Mausen
ohne Radiodermatitis erkennen. V.a. der Wassergehalt im Gewebe (TWI) und die
Durchblutung (THI) sind bei den kranken Tieren im Vergleich zu den gesunden Tieren
stark verandert. Eine hdhere Durchblutungsrate sorgt im Falle einer Wunde zu einer
schnelleren Wundversorgung und somit Heilung. Durch die einsetzende Wundheilung
ist lokal also eine erhéhte Durchblutung notwendig, sodass diese Unterschiede durch
die korpereigene Wundversorgung aufgetreten sein werden. Dies erklart auch, dass
eine Erhdhung des THI sowohl in KAP-behandelten, als auch in KAP-unbehandelten
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Tieren zu beobachten war. KAP weist nachgewiesenermafen durchaus wundheilende
Effekte, wie z.B. durchblutungsférdernde Effekte, auf, allerdings zeigten sich in dieser
Arbeit keine daraus resultierenden Unterschiede zwischen KAP-behandelten
und -unbehandelten Tieren.'8-22 Der erhohte Wassergehalt bei den kranken Tieren ist
zudem durch das Auftreten von Odemen zu erklaren. Die Ausbildung eines Odems ist
im Zuge einer Radiodermatitis ein typisches Symptom und tritt haufig frihzeitig mit
dem Auftreten der Entziindung auf. Ein Odem ist eine Ansammlung von Fliissigkeit in
den Zwischenrdumen von Organen, Geweben oder Zellen und auBert sich haufig lokal
in einer Schwellung.8 Demnach ist eine Erhhung des Wassergehalts im Gewebe bei
Tieren mit einer Radiodermatitis gut zu erklaren. Wenig verwunderlich ist an der Stelle
auch die Abnahme des TWI mit voranschreitender Heilung. Eine erhéhte Durchblutung
und somit eine Erh6hung des THI ist also bei der Wundheilung von Vorteil und fuhrt
entsprechend zu einer Verminderung des TWI bei voranschreitender Heilung der
Radiodermatitis. Auch die Sauerstoffgehalte (Sauerstoffsattigung NIR und
Hamoglobinindex StO2) zeigen signifikant erhéhte Werte in den kranken Tieren. Auch
dies korreliert mit einer erhdhten Durchblutungsrate, da Blut der Trager von Sauerstoff
im Korper ist. Der erhéhte Blutfluss, wie auch die erhdhte lokale Sauerstoffsattigung
tragen laut Literatur zu einer beschleunigten Wundheilung bei.'® Eine beschleunigte
Wundheilung ist im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht zu verzeichnen gewesen. D.h.
es konnte zunachst eine Immunantwort auf Grund der entstandenen Wunde mit Hilfe
der HSI beobachtet werden, welche jedoch nicht durch KAP weiter moduliert werden
konnte.

Auch die OCT zeigt deutliche Unterschiede zwischen den gesunden und den kranken
Tieren. So ist v.a. zu den Zeitpunkten t1 (maximale Auspragung der Radiodermatitis)
und t2 (halbierter Score der Radiodermatitis) der mittlere Grauwert der oberen
Hautschicht der kranken Tiere stark reduziert im Vergleich zu den gesunden Tieren,
wahrend der mittlere Grauwert der tieferen Hautschichten bei den kranken Tieren im
Vergleich zu den gesunden Tieren erhoht ist.

Der Verlust von Hornhaut ist ein typisches Merkmal einer feuchten Abschuppung und
kénnte somit ausschlaggebend fir unterschiedliche Grauwerte zwischen gesunden
und erkrankten Tieren sein.?9 Die histologischen Befunde zeigen jedoch eher eine
Verdickung der Hornschicht, sodass Lichtstrahlen weniger gut in die Haut eindringen
kénnen. Laut Singh et al. 2016 treten Strahlenschaden zudem generell vermehrt in
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tieferen Hautschichten auf, was das Auftreten der eosinophilen Granulozyten in der
Stratum granulosum erklaren konnte.

Dies ist auch eine mdgliche Erklarung fir den erhdhten Grauwertanteil der kranken
Tiere in tieferen Hautschichten.

Auffallig sind auch Unterschiede zwischen den kranken und gesunden Tieren, die auch
teilweise zu dem Zeitpunkt t3, zu welchem makroskopisch keine Auffalligkeiten mehr
bei den Tieren wahrnehmbar waren, ersichtlich wurden. Dies spricht dafir, dass
obwohl die Wunde optisch geheilt zu sein scheint, in dem Gewebe immer noch eine
Reaktion stattfindet. Diese Beobachtung wurde u.a. bereits von Ruocco et al.
beschrieben, mit der Erklarung, dass eine entstehende Immunsuppression auf eine
Dysfunktion der Immunregulation zurlickzufihren sei. So kann es durch ionisierende
Strahlung zu einer Reduktion von T-Zelluntergruppen (z.B. CD8*-Gedachtniszellen)
kommen, sowie zur Zerstorung von strahlenempfindlichen T-Lymphozyten-Vorlaufern
und Langerhans-Zellen. DarUber hinaus kann ebenfalls die Biologie von Keratinozyten
verandert werden. Somit kann ionisierende Strahlung die Funktion dieser Zellen
verandern und entsprechend das Immunsystem des Gewebes dadurch stéren, sodass
selbst nach makroskopischer bzw. klinischer Heilung das Immunsystem an
betreffenden Stellen dauerhaft gestort sein kann.89

Diese detektierten Unterschiede verdeutlichen auch, dass diese Methoden zur
Erfassung einer Radiodermatitis durchaus geeignet sind. Allerdings sind die
auftretenden Symptome und damit einhergehenden Anderungen im Gewebe eventuell
auch bei anderen Entziindungen feststellbar und somit nicht pathognomonisch fir eine
Radioderamtitis.®® Eine nichtinvasive Verlaufskontrolle der Radiodermatitis scheint mit
diesen Methoden aber grundlegend mdglich zu sein. Die Entztindungsreaktion kann
sensitiver als mit einer makroskopischen Beurteilung der Tiere verfolgt werden, da die
Methoden mehr Informationen liefern, als eine reine optische Kontrolle. Zudem stellt
eine Kontrolle mit diesen Verfahren keine groBe Belastung (z.B. in Form von
Schmerzen) fir Patienten dar und die Durchfiihrung ist ohne groBen Aufwand méglich,
was gerade im Klinikalltag durchaus vorteilhaft ist.

Im Gegensatz dazu, zeigten sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede in den
beschriebenen Methoden zwischen KAP-behandelten und KAP-unbehandelten
Tieren. Dies gilt sowohl fur die gesunde als auch die kranke Gruppe. Lediglich zu t3
zeigte sich in der OCT-Messung der oberen Hautschicht ein leicht signifikanter
Unterschied zwischen den kranken KAP-behandelten und —unbehandelten Tieren, mit
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einem nach wie vor erhéhtem Grauwertanteil der KAP-unbehandelten Tiere. Dies
kénnte fir eine verzdgerte Heilung unter KAP sprechen. Da die OCT Messung jedoch
sehr anféllig fir verfalschte Ergebnisse bei unebenen Flachen zu sein scheint und
dartber hinaus zu keinem anderen Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen KAP-
behandelten und —unbehandelten Tieren festgestellt wurden, kann an dieser Stelle
nicht von einem Einfluss von KAP auf die Wundheilung bei einer Radiodermatitis
ausgegangen werden. Demnach scheint KAP keine Auswirkungen auf die Heilung
einer Radiodermatitis zu haben. Eine mogliche Erklarung dafir kénnte in dem
Unterschied zwischen akuten und chronischen Wunden zu finden sein. Bei Auftreten
einer Wunde wird normalerweise eine Reaktion des Kérpers ausgeldst, um die Wunde
wieder zu schlieBBen. Diese lauft in verschiedenen Phasen ab, der Exsudationsphase,
der Granulationsphase und der Epithelisierungsphase.t”-68 Chronische Wunden
weisen oft einen Defekt auf, der einen Wundverschluss verhindern kann, sodass
bereits die Granulationsphase nicht richtig ablduft. Dies kann 2z.B. durch
Mikroorganismen hervorgerufen werden. Eine antimikrobielle Wirkung konnte fur KAP
bereits nachgewiesen werden.®"92 Chronische Wunden wie z.B. Diabetesbeine
kdnnen daher mit KAP effektiv behandelt werden, da diese unter anderem durch
bakterielle Infektionen, welche den Wundverschluss verhindern, entstehen.*” KAP ist
in der Lage Bakterien und andere Mikroorganismen effektiv zu tdten, sogar
multiresistente Keime und auch Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA)
kénnen mit KAP getbtet werden. Bei einer Radiodermatitis handelt es sich um eine
akute Wunde, die bei gesunden Menschen durch den Kérper wieder behandelt und
geheilt werden kann. Dementsprechend ist die Wundheilung unter
Normalbedingungen (gesunder Zustand) voll funktionsfahig und wird aktiviert, sobald
eine Wunde registriert wird. In dem Fall wird die Wunde mdglichst effektiv vom Koérper
versorgt. Durch KAP wird zwar die Durchblutung erhéht, was zu einer Férderung der
Wundheilung flihren kann, jedoch ist die Durchblutung bei gesunden Lebewesen, die
eine akute Wunde erfahren, durch den Prozess der Wundheilung von vornherein
erhdéht. KAP scheint diesen Prozess der Wundheilung also nicht weiter anregen zu
kébnnen, sodass eine Steigerung der Effektivitit der Wundheilung bei bereits
funktionierender Wundheilung nicht erreicht werden kann. Dies suggeriert, dass die
Art der Wunde (akut oder chronisch) fir eine effektive KAP-Behandlung
ausschlaggebend sein kdnnte.
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Auféllig ist, dass die Wundheilung in dem Modell dieser Arbeit deutlich schneller ablief,
als bei anderen Modellen, sodass moglicherweise eine noch schnellere Heilung durch
KAP nicht erreicht werden konnte.

Ein groBBer Unterschied zwischen der Haut von Mensch und Maus ist, dass Mause mit
unter 25 um eine diinnere Haut als Menschen (50-120 um) haben.%3%4 Jedoch ist nicht
anzunehmen, dass dies einen Einfluss auf die Effektivitat von KAP auf die
Wundheilung bei einer Radiodermatitis hat. Mannliche Mause haben in der Regel eine
40 % dickere Dermis als Weibchen®, allerdings gab es zwischen Mannchen und
Weibchen keine auffalligen Unterschiede in dem Verlauf der Radiodermatitis von KAP-
behandelten Tieren.

Ein weiterer Grund, warum die KAP-Behandlung in dieser Arbeit keinen positiven
Einfluss auf die Wundheilung zeigte, kdnnte sein, dass zu spat mit der Behandlung
begonnen wurde. Anstatt erst zum Zeitpunkt der maximalen Auspragung der
Radiodermatitis mit der Behandlung zu beginnen, wére eine prophylaktische
Behandlung schon vor Bestrahlung oder mit Beginn der Bestrahlung mdglicherweise
der bessere Ansatz gewesen. Es zeigten sich diesbezlglich vielversprechende
Ergebnisse bei Patienten mit Brustkrebs, bei denen eine zur Strahlentherapie
simultane KAP-Behandlung das Auftreten einer Radiodermatitis verzégern und in
deren Auspragung abschwéachen konnte.%®

Der genaue Wirkmechanismus von KAP ist zwar noch nicht vollstandig aufgeklart,
jedoch wird nach gegenwartigem Verstandnis davon ausgegangen, dass v.a. die
RONS eine groBe Rolle in der Wirkung von KAP spielen. In dieser Arbeit wurde das
Arbeitsgas Argon verwendet. Andere Arbeitsgruppen verwenden auch Helium als
Arbeitsgas oder in seltenen Fallen einfach die Umgebungsluft. Ein Uberblick der
verschiedenen Gerate und des jeweils verwendeten Arbeitsgases in diversen
klinischen Studien ist von Boeckmann et al. 2020 zusammengetragen worden.% Dies
verdeutlicht nicht nur die Unterschiede der verschiedenen Kaltplasmaquellen, sondern
auch, dass eine Vergleichbarkeit dieser Gerate nicht immer ohne Weiteres mdglich ist.
Ein anderes Arbeitsgas wird auch einen Einfluss auf das Spektrum der RONS haben.
Weiterhin ist auch das Zuflihren von Wasser geeignet, um die Bildung von RONS zu
beeinflussen. So konnte bereits gezeigt werden, dass die Feuchtigkeit des
Arbeitsgases (oder auch der Umgebung) einen direkten Einfluss auf die Entstehung
und Zusammensetzung der RONS hat.%” Mdglichwerweise kdnnte mit anderen KAP-
Quellen oder durch Verwendung eines anderen Arbeitsgases auf Grund einer anderen
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Zusammensetzung der RONS in dem Plasma eine beschleunigte Wundheilung erzielt
werden.

Die konfokale Laserscanmikroskopie (KLSM) muss an dieser Stelle gesondert
betrachtet werden. Die Aufnahmen lassen die Zellschicht gesunder Tiere und
mutmaBlich Keratinozytenstrukturen erkennen, wobei aber kaum ein Unterschied zu
den kranken Tieren erkennbar war. Durch die Wunde der kranken Tiere und die damit
einhergehende, durch z.B. Schorf bedingte, unebene Hautoberflache wurde der
Prozess des Mikroskopierens erschwert, da ein direkter Kontakt der Schutzkappe und
Haut erforderlich ist. Weiterhin erschwerend war, dass die Software die Tiefenangabe
nicht angezeigt hat. Diese wére zwar auch nur ein relativer Wert gewesen, hatte jedoch
zur Orientierung beitragen kdnnen. Die konfokale Laserscanmikroskopie wird
vorrangig in der Augenheilkunde verwendet und ermdglicht einen Blick hinter das
Auge. Die Methode ist grundlegend geeignet um auch Gewebeschichten zu
analysieren, konnte im Rahmen dieser Arbeit aber nicht ausgewertet werden, auf
Grund fehlender Vergleichbarkeit. Es I&sst sich demnach anhand der durchgefihrten
Versuche nicht eindeutig klaren, ob die Methode grundlegend zur Detektion einer
Radiodermatitis geeignet ist. FlOr die nichtinvasive Verlaufskontrolle bei einer
Radiodermatitis ist die Methode jedoch auf Grund des direkten Kontakts zwischen
Gerat und Wunde eher unginstig. Vorteilhaft ware jedoch das Erstellen von Z-Stapeln
mit Hilfe derer die Verlaufskontrolle auf verschiedene Ebenen im Gewebe ausgeweitet
werden kbénnte. Manche Aufnahmen von kranken Tieren (unabhangig der Gruppe)
zeigten einen verkleinerten Interzellularspalt im Vergleich zu den gesunden
Kontrolltieren, was ein Hinweis auf eine Entzindung sein kénnte. Die Gruppe um
Meinke et al. konnten mit Hilfe der konfokalen Laserscanmikroskopie eine
VergroBerung des interzellularen Spalts zwischen Keratinozyten bei Haut mit
atopischen Ekzemen, also einer chronischen Entzindung der Haut, zeigen. Eine
gesunde Haut zeigt sich v.a. durch eine intakte Stratum corneum und Stratum
granulosum, sodass eine Veranderung dieser auf ein Problem mit der Haut
hindeutet.®® Neben den verédnderten Interzellularriumen wurden keine Auffalligkeiten
detektiert, ein Hinweis auf eine Entziindungsreaktion ist jedoch ersichtlich. Da eine
reine Entzindungsreaktion mit Hilfe der KLSM aber gut nachgewiesen werden kann,
kénnte auch diese Methode grundlegend fiir die Erkennung einer Radiodermatitis
geeignet sein, bediirfte jedoch weiterer Untersuchungen. Eine genaue Tiefenangabe
ware hilfreich, unter anderem um die Dicke der Epidermisschichten vergleichen zu
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kénnen. Die Stratum spinosum z.B. konnte von Meinke et al. als vergréBert beobachtet
werden, sodass dies zu einer dickeren Epidermis bei Haut mit atopischen Ekzemen
fuhrt.% Solche Unterschiede konnten im Zusammenhang mit der Radiodermatitis
zunachst nicht beobachtet werden, jedoch ist nicht ganzlich auszuschlie3en, dass dies
auch an der mangelnden Durchflihrung bzw. den fehlenden Angaben in der Software
liegen kann. Die Verdickung der Epidermis konnte an anderer Stelle durchaus
nachgewiesen werden (Abschnitt 3.4.5.), war jedoch schwer in den KLSM-Bildern zu
identifizieren. Dies verdeutlicht v.a. im Vergleich zu Meinke et al. 2015, dass die
Aufnahmen mit dem KLSM durchaus Entziindungsreaktionen erkennen lassen, jedoch
ist eine konkrete Aussage Uber die Ursache der Entzindung auf diese Weise nicht
maoglich.

Die Analyse der Gewebeproben zeigten Auffalligkeiten der bestrahlten rechten
Hinterbeine im Vergleich zu den gesunden linken Hinterbeinen und zu den
unbestrahlten Kontrolltieren. Die Verdickung der Epidermis, Stratum corneum und
Stratum granulosum, sowie das vermehrte Auftreten eosinophiler Granulozyten sind
klare Anzeichen einer Entziindung. Dies bestatigt somit die erfolgreiche Induktion einer
Radiodermatitis mittels y-Strahlung. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Zellinfiltrate mit Abklingen der Radiodermatitis dichter an die Epidmeris wandern. Bei
der auf Grund der Entziindung entstehenden Immunantwort, sammeln sich vermehrt
Leukozyten (weiBe Blutkdrperchen) im Gewebe an, welche Krankheitserreger
beseitigen sollen. Daher ist es nicht ungewdhnlich bei einer Entzindung Zellinfiltrate
nahe der Epidermis zu sehen, da diese durch die Epidermis die Krankheitserreger
ausscheiden wollen. Somit ist auch diese Erscheinung ein klarer Hinweis auf eine
Entzindung. Das Auftreten einer Immunantwort bei einer Radiodermatitis wurde auch
von Maeng et al. beschrieben und ist auf die Schadigung der Epidermis (Inflammation
und Erythem) als Ausléser fir die Immunantwort zurlickzufiihren.83

Hier ist jedoch zu bedenken, dass histologische Befunde nicht pathognomonisch fiir
eine Radiodermatitis sind, da das histologische Erscheinungsbild von der Auspragung
und Verletzungsphase der Radiodermatitis abh&ngt. So sind anfanglich die
Hauptsymptome einer Radiodermatitis Odeme, Degeneration der Basalzellschicht und
eine Entzindungsreaktion (bedingt durch fortschreitende Kernpyknose), wahrend z.B.
bei einer trocknen Desquamation auch Hyperkeratosen beobachtet werden kénnen.
Die feuchte Desquamation bringt wiederum auch einen Hornhautverlust und die
Bildung von intraepidermalen Blasen mit sich.8® Beim Vergleich zwischen
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histologischen Befunden von Ruocco et al. und den Befunden dieser Arbeit, zeigen

sich bezliglich der Entziindungsreaktion deutliche Gemeinsamkeiten.8°
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5. Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erfolgreich ein Mausmodell fir die Radiodermatitis
durch Bestrahlung mit einem Caesium'®’-Gammastrahler etabliert werden. Im
Vergleich zu anderen Maus- oder Rattenmodellen fir die Radiodermatitis verheilen die
Wunden sehr schnell, sodass nach etwa drei Wochen makroskopisch keine Symptome
mehr sichtbar sind.

Durch tagliche Behandlung mit einer Argon-Jdet-Plasma-Quelle ab dem Zeitpunkt der
maximalen Auspragung der Radiodermatitis, konnte die Wundheilung in diesem
Modell mit dem hier verwendeten Behandlungsschema nicht zusatzlich beschleunigt
werden.

Die Verwendung verschiedener bildgebender Verfahren fur die nichtinvasive objektive
Verlaufskontrolle einer Radiodermatitis zeigte, dass v.a. die hyperspekirale
Bildgebung und hier insbesondere die Messung des Gewebe-Hamoglobin-Indexes
(THI) zu diesem Zweck gut geeignet ist. Mit diesem Verfahren werden auch noch
Unterschiede zwischen gesundem Gewebe und Gewebe mit makroskopisch komplett
ausgeheilter Radiodermatitis gemessen.

Mittels optischer Koharenztomographie (OCT) konnte ebenfalls zwischen gesunden
und erkrankten Geweben unterschieden werden, sodass auch diese Methode
grundsatzlich fir die Verlaufskontrolle einer Radiodermatitis geeignet sein kénnte.
Durch die relativ starke Varianz in der Qualitat der Aufnahmen, unter anderem bedingt
durch die unebene Oberflache der Gewebe und die recht aufwendige Durchfiihrung
und Auswertung, ist das hier verwendete OCT-Gerat weniger gut fir die objektive
Verlaufskontrolle einer Radiodermatitis geeignet.

Die Eignung der Laserscanmikroskopie flur die nichtinvasive objektive
Verlaufskontrolle konnte nicht abschlieBend untersucht und beurteilt werden, da das
verwendete Gerat keine Informationen zur Tiefenebene der Aufnahmen liefert und

somit ein Vergleich der Aufnahmen von verschiedenen Tieren nicht sinnvoll war.
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6. Zusammenfassung

Der GroBteil aller Krebspatienten die eine Strahlentherapie erhalten, entwickeln auch
eine Radiodermatitis, welche bedingt durch Schmerzen und starkem Juckreiz einen
hohen Verlust der Lebensqualitat mit sich bringt und bis zum Abbruch oder zu einer
Unterbrechung der Strahlentherapie fihren kann.

Kaltes Atmospharendruckplasma (KAP), ein teilweise ionisiertes Gas, stellt durch
seine antiseptischen, antiinflammatorischen und durchblutungsférdernden Effekte
eine innovative Therapieoption mit einem breiten Anwendungsspektrum dar.

In dieser Arbeit sollte zun&chst ein Nacktmausmodell fir die Radiodermatitis etabliert
und anschlieBend die Behandlung der Radiodermatitis mit KAP untersucht werden.
Des Weiteren sollten bildgebende Verfahren, wie die hyperspekirale Bildgebung, die
optischen Koharenztomographie und die konfokale Laserscanmikroskopie, auf ihre
Eignung flr eine nichtinvasive Verlaufskontrolle untersucht werden.

Es konnte erfolgreich ein Mausmodell fir die Radiodermatitis durch Bestrahlung mit
einem Caesium'3’-Gammastrahler etabliert werden. Durch tagliche Behandlung ab
dem Zeitpunkt der maximalen Auspragung der Radiodermatitis mit einer Argon-Jet-
Plasma-Quelle konnte die Wundheilung in diesem Modell mit dem hier verwendeten
Behandlungsschema nicht zusatzlich beschleunigt werden. Der makroskopisch
beurteilte Heilungsprozess ab dem Ende der Bestrahlung dauerte bei den KAP-
behandelten Tieren genauso wie bei den KAP-unbehandelten Kontrolltieren etwa drei
Wochen.

Durch die bildgebenden Verfahren konnten signifikante Unterschiede zwischen den
gamma-bestrahlten und nicht-bestrahlten Tieren gemessen werden. V.a. die
hyperspekirale Bildgebung und die optische Koharenztomographie zeigten
signifikante Unterschiede zwischen erkrankten und gesunden Tieren. Diese
Unterschiede waren teilweise (wenn auch geringfligiger und nicht immer signifikant)
noch erkennbar, als die Tiere makroskopisch wieder gesund schienen und
verdeutlichen somit eine héhere Sensitivitat (v.a. bei der hyperspektralen Bildgebung)
im Vergleich zu dem makroskopischen Scoring. Eine abschlieBende Beurteilung der
Laserscanmikroskopie war auf Grund technischer Limitierungen des verwendeten
Geréats nicht mdglich. AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass insbesondere die
hyperspektrale Bildgebung, aber auch die optische Koharenztomographie geeignete
Verfahren flr eine objektive nichtinvasive Verlaufskontrolle der Radiodermatitis
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darstellen. Unterschiede zwischen den KAP-behandelten und KAP-unbehandelten

Tieren konnten auch mit den bildgebenden Verfahren nicht gemessen werden.
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11. Anhang

Tabelle A1 Klinische Studien zur Wirkung von kaltem Atmosphdrendruckplasma (KAP) auf die Wundheilung.

QUELLE TIERE STRAHLUNGSART STRAHLENDOSIS BESTRAHLUNGS- REGION ERSTE
(DOSISRATE) ART SYMPTOME
81 SKH1-hr Réntgenstrahlung 48 Gy 4 aufeinanderfolgende  Posteriore, 24 Tage nach
Mause Mevatron 6700, (3 Gy/min) Tage dorsale Bestrahlung
Siemens, Germany (12 Gy/d) Region
82 Haarlose Roéntgenstrahlung 50 Gy Einzeldosis rechtes 6 Tage nach
Hos:HR-1 Generator (200 kV (1,27 Gy/min) Hinterbein Bestrahlung
Mé&use and 20 mA, Pantak
HF-320, Shimadzu,
Kyoto, Japan)
84 C3H/He Réntgnstrahlung 20, 40, 60 Gy Einzeldosis rechtes 10 Tage nach
Mause 230 kV (0,62 Gy/min) Hinterbein Bestrahlung
85 BALB/cfC Medical linear 30 Gy 5 Mal rechtes 5 Wochen
3H Mause accelerator Hinterbein
(ELEKTA AB, (2,5 Gy/min))
Stockholm,
Schweden)
83 HR-1 Réntgenstrahlung 40 Gy 4 aufeinanderfolgende Posteriore, 10 Tage nach
Mause (4 Gy/min) Tage dorsale erster
(10 Gy/d) Region Bestrahlung
72 C57BL/6 Gammastrahler 40 Gy Einzeldosis Hinterbein 10 Tage
Mause (Cobalt-60) (1,94 Gy/min)
73 Sprague- Gammastrahler 30 Gy Einzeldosis rechtes 3 Tage
Dawley (Cobalt-60) (0,68 Gy/min) Hinterbein
Ratten
71 SKH1-hr Gammastrahler 50-80 Gy 5 aufeinanderfolgende rechtes 2 Tage nach
Mause IBL637 (Cesium- (1,38 Gy/min) Tage Hinterbein  Bestrahlungszeit

137)

(10-16 Gy/d)




