Virchows Arch. path. Anat. 339, 198—205 (1965)

Aus der II. Chirurgischen Universitétsklinik Kéln (Direktor: Prof. Dr. W. ScHINK)

Uber Heilung und Beeinflussung experimentell gesetzter Wunden
durch losliches Kollagen

Von
J. HerNANDEZ-RicnTER, H. STRUCK und H. Srxr *

Mit 5 Textabbildungen
( Eingegangen am 17. September 1964)

Die Wundheilung zu férdern und zu verbessern ist das Ziel sehr zahlreicher
Untersuchungen gewesen (Lit. bei L. C. MirLs et al.). Auch tiber die Beeinflussung
der Wundheilung durch isoliertes Kollagen oder kollagenhaltige Extrakte liegen
Befunde vor. Einige Untersucher sahen hierbei giinstige Effekte ; andere berichten
dagegen iiber negative Ergebnisse.

Parpas u. Mitarb. konnten mit einem auf menschliches Epithel aufgezogenen Kollagen-
film auf Wunden von Méusen eine Beschleunigung der Wundheilung verfolgen. PRUDDENet al.
erhielten durch ortliche Verpflanzung von siure-pepsin-angedauten Rindertrachealknorpel
eine verbesserte Wundheilung am 5. Tage p. o. TEIR et al. erzielten vermittels intraperito-
nealer Injektionen von Hauthomogenaten neugeborener Ratten einen giinstigen Effekt auf die
Wundheilung bei Ratten. PEacock sah ebenfalls bei Ratten mit sdureloslichem Kollagen aus
Rattensehnen eine verbesserte Wundheilung, nicht dagegen mit neutralsalzloslichem Kollagen
aus Kalbshaut. Ebenso konnte INoUE mit artfremdem Kollagen keine positive Beeinflussung
der Wundheilung bei Ratten beobachten; einen derartigen Effekt hilt er nur unter Verwen-
dung eines ,,hochspezifischen Materials‘* moglich.

Betrachtet man die vorliegenden Mitteilungen nach Kollagenbehandlung, so
fallt auf, daB die Untersuchungen mit negativen Befunden fast ausschlieBlich
mit artfremdem Kollagen durchgefithrt wurden.

HawmpERL und LUHR berichteten kiirzlich tiber die Zellreaktion und das Ver-
halten arteigener Kollagenfasern nach Implantation an der Ratte und fanden nur
kurzfristige entziindliche Reaktionen. Das implantierte Kollagen blieb dabei iiber
die Beobachtungszeit reizlos im Wirtgewebe liegen.

In der vorliegenden Arbeit sollen schon frither mitgeteilte Ergebnisse (HERNAN-
DEZ-RICHTER und STRUCK) durch feingewebliche Befunde weiter gestiitzt werden.
AubBerdem interessierte der Zusammenhang zwischen histologischem Bild und
Hydroxyprolinausscheidung im Harn.

Versuchsanordnung und Methodik

Insgesamt 184 ménnliche Sprague-Dawley-Albinoratten von etwa 300 g Gewicht wurden
in drei Versuchsgruppen eingeteilt:

1. Versuche zur Bestimmung des Reiffwertes

a) 50 Tiere wurden in Ather-Inhalationsnarkose mit je einem 4,5 cm langen Standard-
mittelschnitt laparotomiert und in gleichen Abstinden die Wunden mit fiinf Supramid-
einzelknopfnihten durchgreifend wieder verschlossen. In die Wunde verabfolgten wir vorher
zwischen Haut-Subcutis und Muskulatur je 0,6 ml einer neutralsalzldslichen Kollagenlgsung
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(1,7 %iges Kollagen in 0,85 mNaCl-Losung). Am 3. p. op. Tag erfolgte eine weitere Depot-
injektion von 0,2 ml sidureléslicher Kollagenlosung (2,8%iges Kollagen in 0,85 m NaCl-
Losung) subeutan und intramuskuldr ins Wundgebiet und am 5. Tag p. op. als letzte Depot-
injektion je 0,5 ml des sdureloslichen Kollagens.

b) 50 gleichartige Tiere wurden laparotomiert, primér verniht und als Kontrollgruppe
verwandt.

Zur Prifung der Reififestigkeit nach dem Prinzip von Howrs und HarvEY wurden die
Ratten der Gruppe I wieder in Ather-Inhalationsnarkose gebracht und die Bestimmung des
genauen ZerreiBpunktes und der grofiten Wundfestigkeit in vivo durchgefiihrt.

11. Histologische Unitersuchungen

a) 15 Ratten wurden wie Ia behandelt.

b} 15 Ratten wurden wie Ib behandelt.

c) 8 weiteren Ratten wurde je 0,1 ml I6slichen Kollagens subcutan unter die Bauchhaut
injiziert.

Nach 16, 48 Std, 4 und 6 Tagen wurden die Injektionsgebiete entnommen und histologisch
untersucht.

d) Zwei frischgetoteten Ratten wurde je 0,1 ml des verwendeten neutralsalzléslichen
Kollagens in ein umgestilptes Diinndarmstiick eingebracht, so dafl die Darmserosa nach
innen lag.

III. Bestimmung des Harn-Hydroxyprolinspiegels
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1IV. Herstellung von neutralsalz- und siureldslichem Kollagen
Die Gewinnung des neutralsalzloslichen Kollagens erfolgte durch Extraktion mit 0,45 m
NaCl-Losung aus der Rattenhaut von 3 Wochen alten Sprague-Dawley-Albinoratten, das
siurelosliche Kollagen erhielten wir durch anschlieBende Extraktion mit 0,25 m Citrat-
puffer (pH 3,7).
Ergebnisse
In Abb. 1 erkennt man eine deutliche Anhebung der Reifwerte bei den Ratten
der Gruppe La gegeniiber den Tieren der Gruppe Ib ab dem sechsten postopera-
tiven Tag, die um den 10.—11. Tag fast die doppelte Hohe erreichen.
Die Kurven der Hydroxyprolinausscheidung zeigen sowohl bei Wundsetzung (o)
als auch bei Wundsetzung und Kollagenapplikation (A) zunéchst einen Anstieg,
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um bis zum siebten postoperativen Tag wieder zum Ausgangswert zuriickzugehen.
Bei alleiniger Kollagenverabreichung ohne Wundsetzung () sieht man, daB nach
den beiden Kollagenapplikationen ein deutlicher Abfall des Hydroxyprolin-
spiegels eintritt, der bei der dritten Kollagendarreichung ausbleibt.

Histologische Untersuchungen

Durch Einbringen unserer arteigenen Kollagenlosung in ein wmgestiilptes
Diinndarmstiick (Versuch 1Id) sollte zunichst das férberische Verhalten des

.

F

Abb. 2. Darstellung des eingebrachten ldslichen Kollagens in evertiertem Dinndarmséckchen, van Gieson. Man
beachte die Farbgleichheit des exogenen Kollagens mit dem kollagenen Bindegewebe der Submucosa. Van Gieson,
Ok.: KPL 8x, Obj.: Plan 2,5, Opt.: 1,25

instillierten Kollagens gepriift werden. Im nach van GiesoN gefirbten Praparat
findet sich in dem vom visceralen Peritonealsack ausgekleideten Lumen des
umgestillpten Diinndarms eine rotgefirbte homogene Masse, die sich an das
Peritonealblatt und den Rest des Mesenterialfettgewebes reizlos anlagert (Abb. 2).

Es ist zu erkennen, daB die eingefiillte Kollagenlosung dieselbe Féarbung
aufweist wie das kollagene Bindegewebe etwa im Bereich der Submucosa.

Verhalten des unter die Bauchhaut applizierten Kollagens (ILc): Nach 16 Std
beobachtet man bereits eine Neubildung von Fibroblasten am Rand des liegen-
gebliebenen Kollagens. Die priexistenten kollagenen Faserbiindel erscheinen
gequollen und in ihrer Struktur aufgelockert. Bei stirkerer Vergroflerung erkennt
man tiberwiegend Fibroblasten und Fibrocyten mit wenig Granulocyten und
Histiocyten. Nach 48 Std ist die entziindliche Infiltration mit Granulocyten
starker, die in die injizierten Kollagenmassen eindringen. Weiter peripherwiérts
sieht man Histiocyten und bereits faserbildende Bindegewebszellen, durchsetzt
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von Granulocyten. Die préexistenten Fasern sind nicht mehr so stark verquollen
wie nach 16 Std. Nack 4 Tagen ist das injizierte Kollagen nicht mehr zu sehen.
An seiner Stelle erkennt man eine starke Wucherung von Fibroblasten, die an
manchen Stellen ungeordnet gelagert sind. Am Rand des ebemaligen Kollagen-
depots tritt deutliche Faserbildung auf, die im Zentrum noch nicht iiberméifig
weit fortgeschritten ist. Nack 6 Tagen findet sich auBerordentlich kraftige Faser-
bildung und weitgehende Umwandlung der Fibroblasten in Fibrocyten, die immer
noch reichlich vorhanden sind.

Abb. 3. Noch ziemlich homogenes und exogenes Kollagen, welches nur beginnend lakunire Hohlraumbildung
aufweist. Vom Rande her zunehmende Auflockerung mit Vermehrung von faserbildenden Zellen. van Gieson,
Ok.: KPL 8 x, Obj.: Plan 16, Opt.: 1,25

Im AnschluB an die obigen Versuche wurden mit Idslichem Kollagen
behandelte laparotomierte Ratten (Versuch ITa) zu verschiedenen Zeiten histologisch
untersucht: Stufenschnitte zeigen am 3. Tag p.o. im Bereich der Schnittwunde
bereits neugebildete Bindegewebszellen. In der Umgebung von GefidBen finden
sich stdrkere frische entziindliche Zellinfiltrate, vorwiegend aus Granulocyten.
Die stérkere VergroBerung weist erst von diesem Zeitpunkt ab Fibroblasten auf,
weniger Fibrocyten und vereinzelt Granulocyten. Am 4. Tag p. o. finden sich
im wesentlichen dhnliche Befunde. Am 5. Tag p. o. zeigt sich im Bereich des
Wundkanals fibroblasten- und fibrocytenreiches Bindegewebe mit stérkerer Neu-
bildung von Fasern. Dazwischen reichlich Histiocyten, Rundzellen und vereinzelt
Granulocyten. Besonders stark ist die Sprossung und Neubildung von Fibro-
blasten im Bereich der Adventitia neugebildeter Gefdfie. Untersuchungen am
6. p. 0. Tag lassen eine Faserneubildung mit zahlreichen Fibroblasten und Fibro-
eyten im Bereich des Wundkanals erkennen. Daneben sieht man in der Um-
gebung von CGefiBen noch Reste entziindlicher Infiltration in Form weniger
Granulocyten und Rundzellen.
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ADbb. 4. Fortgeschrittene lakunire Struktur der exogenen Kollagenmasse. In den Lakunen liegen Fibroblasten,
vereinzelt auch Granulocyten. van Gieson, Ok.: KPL 8 x, Obj.: Plan 16, Opt.: 1,25

-
o

Abb. 5. Stirkere Vergroferung kriftiger kollagener Faserbiindel, 9. Tag p.o. Kollagentier. Entziindliche Infiltrat-
zellen sind nicht mehr zu sehen. van Gieson, Ok.: KPL 8 x, Obj.: Plan 40, Opt.: 1,25

Das Kontrollpraparat (6. Tag p. o. ohne Kollagenbehandlung — Versuch I1Db)
zeigt zu diesem Zeitpunkt ebenfalls Fibroblasten und Fibrocytenbildung, die
Faserbildung erscheint weniger ausgepragt.
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Abb. 3 zeigt in der Umgebung des zuletzt injizierten Kollagens (Kollagen-
I6sung wurde stets am Operationstag appliziert, sowie am 3. und 5. Tag p.o.
injiziert) eine stirkere Ansammlung von Bindegewebszellen. Die Faserbildung
beginnt stets am Rande des injizierten Materials; Abb. 4 demonstriert die immer
folgende lakunire Auflockerung der Kollagenmassen. In den Lakunen liegen
vorwiegend Fibroblasten.

Im Farbbild kann man die reinjizierten Kollagenmassen, rot und von lakunen-
artigen Hohlrdumen durchsetzt, noch besser erkennen. In diesen Hohlrdumen
befinden sich die faserbildenden Bindegewebszellen. Man hat den Eindruck, als
ob diese Bindegewebszellen die Lakunen durch ,,Aushéhlen” der injizierten
Kollagenlésung bilden.

Um den 9. Tag p.o. findet sich bei den Kollagentieren im Wundkanal ein recht
faserreiches und zellreiches neugebildetes Bindegewebe.

Kontrollpriparate zeigen zu gleicher Zeit ein fibroblasten- und fibrocyten-
reiches Bindegewebe, die Faserneubildung ist jedoch weit weniger ausgeprigt
mit neugebildeten lockeren, kurzen und wenig ausgerichteten Faserbiindeln. Im
Gegensatz dazu weisen die Schnitte der Versuchstiere die Ausbildung dichter,
langer und wohlgeordneter Faserbiindel auf. Allgemein 146t sich sagen, daf im
histologischen Préparat die Faserbildung bei den kollagenbehandelten Tieren
gegentiber den Kontrollen qualitativ und quantitativ verbessert ist.

Bei stérkerer VergroBerung sieht man sehr kréftige kollagene Faserbundel.
In diesem Bereich der Faserbildung sind immer noch zahlreiche Fibroblasten
und Fibrocyten zu sehen, entziindliche Infiltratzellen dagegen nicht mehr
(Abb. 5).

Diskussion

Vergleicht man die Ergebnisse der histologischen Untersuchung mit dem Ver-
lauf der Hydroxyprolinausscheidungskurven, so sieht man in den ersten Tagen
nach Wundsetzung und gleichzeitiger Injekiion von arteigenem, loslichem Kollagen
eine Erhohung des Hydroxyprolinspiegels im Harn, die woh! auf den Abbau des
korpereigenen Kollagens bei der Wundsetzung zuriickzufiihren ist. Eine zweite
mogliche Ursache des erhébten Harn-Hydroxyprolinspiegels, eine Neusynthese
von Kollagen, 146t sich bis zum 3. Tage p.o. ausschlieBen, denn erst von diesem
Zeitpunkt an werden vereinzelt Fibroblasten beobachtet. Nur im Gewebstest
(unverletztes Gewebe) werden schon nach 16 Std die ersten Anzeichen der Fibro-
blastenbildung beobachtet.

Betrachten wir den Verlauf des Harn-Hydroxyprolinspiegels nach Kollagen-
verabreichung ohme Wundsetzung, so sieht man eine deutliche Verminderung des
Hydroxyprolingehalts nach den beiden ersten Kollagenapplikationen, die aber
nach der dritten Kollagendarreichung nicht auftritt. Die Kurve scheint sich
wieder dem Normalwert zu ndhern. Dieser Kurvenverlauf wiirde bedeuten, daf
die stoffwechselaktiven Kollagenfraktionen, welche den Hydroxyprolingehalt des
Harns bewirken, entweder in ihrer Entstehung gehemmt werden (durch Neu-
synthese oder Abbau von reifem Kollagen) oder aber in harnunfihige Produkte
umgewandelt werden. Das histologische Bild bringt diesbeztiglich keine Kldrung.
Man beobachtet ndmlich bereits nach 16 Std die ersten Fibroblasten, die in ihrer
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Funktion nicht gestért zu sein scheinen, denn nach 4 Tagen liegen die ersten
neugebildeten Fasern vor. Die Deutung des Abfalls des Harn-Hydroxyprolin-
spiegels nach Kollagenapplikation bleibt also vorldufig noch unklar. Einen Hin-
weils konnte vielleicht die Untersuchung des Serum-Hydroxyprolinspiegels unter
den gleichen Versuchsbedingungen bringen. Wir werden spéter dariiber berichten.

Histologisch zeigt sich nach den ersten postoperativen Tagen eine Fibro-
blastenwucherung. Um die injizierten Kollagenmassen bzw. an ihren Rand-
gebieten, findet sich eine auffallig starke Entwicklung der faserbildenden Zellen.
Die bei der stirkeren VergroBerung im Lakunenbereich gefundenen Fibroblasten
scheinen mit der Verwertung des Fremdkollagens in Verbindung zu stehen, zu-
mal morphologisch keinerlei Fremdkérperreaktionen nachzuweisen sind.

Die Dehiszenzwerte beim Reiltest zeigen zu diesem Zeitpunkt (4.—5. Tag p.o.)
keine auffalligen Unterschiede gegeniiber der Kontrollgruppe. Dies ist durchaus
verstdndlich, da die Untersuchungen vom WILLIAMSON zeigen, dafi die Festigkeit
einer Wunde im wesentlichen auf die Stérke und Qualitdt der vorhandenen
kollagenen Fasern zuriickzufithren ist. Etwa um den 6. Tag dndert sich das Bild.
Die Hydroxyprolinausscheidung fillt zum Ausgangswert ab, die Reilwerte neh-
men in rascher Folge zu und feingeweblich zeigen sich jetzt schon recht fort-
geschrittene Faserneubildungen im Bereich des Wundkanals. Zu diesem Zeit-
punkt findet man auch im histologischen Bild die ersten deutlichen Unterschiede
zwischen Kontroll- und Versuchstieren. Die verbesserte und stirkere Ausbildung
langer geordneter Faserbiindel bei den Versuchstieren macht sich nun auch in
den hoheren Reillwerten gegeniiber den Kontrolltieren bemerkbar. Nach wie vor
finden sich iberdies noch reichlich Fibroblasten und Fibrocyten, welche eine
weitere Neubildung von Fasern bewirken. In den folgenden Tagen werden diese
Beobachtungen noch ausgeprigter: Die Hydroxyprolinausscheidung hat ihren
Ausgangswert erreicht, wihrend die ReiBwerte im Vergleich zur Kontrollgruppe
die qualitativen und quantitativen Unterschiede in der Faserneubildung zwischen
Versuchs- und Kontrolltieren noch deutlicher herausstellen. Insgesamt lassen
die feingeweblichen Untersuchungen in zeitlicher Ubereinstimmung mit den er-
hohten Reilwerten die Bildung eines hochwertigen faserreichen Bindegewebes
im Wundkanal erkennen. ‘

Die negativen Befunde der anfangs zitierten Auforen beruhen unseres Er-
achtens auf der Verwendung von nicht arteigenem Material. Zur Stiitzung dieser
Hypothese sind entsprechende Versuche mit artfremdem Xollagen in Vor-
bereitung.

Zusammentassung

Nach Verabfolgung von arteigenem loslichem Kollagen konnte an experimen-
tellen Laparotomiewunden der Ratte ein besserer Wundheilverlauf festgestellt
werden in Ubereinstimmung mit morphologischen, physikalischen und bioche-
mischen Untersuchungen. Die von anderen Autoren mitgeteilten negativen Er-
gebnisse bei dhnlichen Versuchen werden auf die artfremde Herkunft des Kollagens
zuriickgefithrt.
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On the Effect of Soluble Collagen on Experimentally Induced Wounds
and Their Healing

Summary
From the agreement of morphologic, physical, and biochemical studies it
could be shown that the course of healing of an experimental laparotomy wound
in the rat was better if species-specific soluble collagen were administered. The
negative results reported by other authors in similar studies may be related to

the heterologous nature of the collagen used.
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