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Die Rolle eines Proteasen Schnelltests
in der Wunddiagnostik®

The role of a point-of-care protease test

in wound diagnostics

R. Strohal, J. Dissemond, G. Hastermann, K. Herberger, S. Lauchli,
G. Luch, D. Mayer, T. Neubert, M. Storck**

Zusammenfassung

MMPs und Serinproteasen wie z. B.
Elastase gehdren zu den wichtigsten
Proteasen, die in der Wundheilung eine
mafigebliche Rolle spielen. Bei Wunden
liegt der Forschungsschwerpunkt bislang
auf MMP-1, MMP-2, MMP-8 und MMP-g.

Aktuelle Resultate der Literatur deu-
ten daraufhin, dass die Proteasen einen
vielversprechenden Biomarker fiir die
Beurteilung der Wundheilung auf bio-
chemischer Ebene darstellen. AuBBer
den Proteasen gibt es auch andere, mit
Entziindungen assoziierte Marker wie
z. B. TNF-q, die sich als potenzielle Kan-
didaten fiir weitere diagnostische Tests
eignen konnten. Dazu gehort auch der
pH-Wert vom Wundexsudat, welcher
u. a. maBBgeblich die Aktivitat der im
Wundexsudat beinhaltenden Proteasen
beeinflusst.

In dertdglichen klinischen Praxis der
Wundbehandlung erfolgt die gewahlte
Therapie der Ursachenbehandlung nach
einer vorab erstellten Diagnose. In der
Zukunft konnte es moglich sein, eine
individualisierte Wundtherapie durch-
zufiihren, zum Beispiel nach Anwen-
dung eines patientennahen Proteasen-
Schnelltests am Point of Care (PoC-Test),
der die Diagnostik um eine spezifische
lokale Wunddiagnostik erweitert. Die
Teilnehmer des Expertentreffens haben
einen klinischen Algorithmus ausge-
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arbeitet, der die Anwendung des Pro-
teasen-Schnelltests beschreibt.

Das frithe Erkennen der korrigierbaren
Faktoren in der Wundheilung kénnte
Wundtherapeuten die Moglichkeit bie-
ten, eine Therapie anzuwenden, die
den Heilungsprozess beschleunigen
kann. Die Anwendung eines Proteasen-
Schnelltests zur Bestimmung der Pro-
teasenaktivitdt konnte den Therapeuten
deutliche Hinweise dazu liefern, welche
Behandlungsmoglichkeiten geeignet
und welche nicht geeignet sind und bei
der Entscheidung unterstiitzen, wann
eine Behandlung begonnen oder been-
det werden sollte.

Nach Meinung der Experten kénnten
denkbare gezielte Indikationen fiir den
Proteasen-Schnelltest Problemwunden
sein, die trotz richtiger Diagnose und
addquater Therapie keinen Heilungsfort-
schritt innerhalb eines Zeitraumes von 2
bis 4 Wochen zeigen. Weitere gezielte
Indikationen konnten Problemwunden
mit Entziindungszeichen sein. Der Pro-
teasen-Schnelltest konnte auch vor dem
Einsatz von Hautspalttransplantaten und
Hautersatzprodukten mit dem Ziel des
rascheren Einsatzes der richtigen Thera-
pie angewendet werden, der Abkiirzung
der Heilungszeit, der Vermeidung von
Komplikationen und der Kostenreduk-
tion.

Mogliche erweiterte Indikationen
des Proteasen-Schnelltests konnten
postoperativ nicht-heilende Wunden,
offene Abdomenbehandlungen sowie
die Forschung im Zusammenhang mit der
Entwicklung neuer Produkte beispiels-
weise resorbierbare MMP-Fdnger sein.

Die Experten empfehlen, die Ein-
fihrung des Proteasen-Schnelltests in
mehreren Schritten vorzunehmen. Zum
jetzigen Zeitpunkt sollte eine gezielte

Anwendung durch Wundspezialisten in
Schwerpunktzentren nach Anordnung
durch den Arzt und nach einer Einfiih-
rung in die praktische Anwendung des
Tests erfolgen. Zu einem spateren Zeit-
punkt, und sobald mehr Erfahrungen im
Umgang mit dem Proteasen-Schnelltest
vorliegen, kdnnte der Proteasen-Schnell-
test einem erweiterten Anwenderkreis
zur Verfiigung gestellt werden.

Ein denkbares und von den Experten
vorgeschlagenes Vorgehen fiir die Ge-
winnung erster Evidenz des patientenna-
hen Proteasen-Schelltests ist die Samm-
lung von Erfahrungsdaten nach breitem
Einsatz des Tests durch alle ersten An-
wender, die den Test in der taglichen
klinischen Praxis der Wundbehandlung
unter Beriicksichtigung der vorgeschla-
genen moglichen Indikationen ange-
wandt haben werden. Die gewonnenen
Erfahrungen konnten dazu dienen, ein
Register aufzubauen und Antworten zu
finden auf Fragen wie z. B. die Dauer und
der geeignete Zeitpunkt fiir die Anwen-
dung des Tests.

Bei der Schulung von Wundtherapeu-
ten zu Proteasen und zu dem Proteasen-
Schnelltest ist es wichtig, das Konzept
von Gleichgewicht und Ungleichgewicht,
d. h. das Gleichgewicht zwischen Bildung
und Abbau der EZM in der Heilung zu ver-
mitteln.

SCHLUSSELWORTER

MMPs, chronische Wunden, Proteasen,
Proteasenschnelltest, Biomarker, Wund-
diagnostik

* Zusammenfassung eines Expertentreffen am
10. September 2011 in Miinchen.

**Eine Auflistung der Addressen der Koautoren
finden Sie am Ende des Artikels.



SUMMARY

Matrix metalloproteinases (MMPs) and
serine proteases, such as elastase, are
among the proteases that play a pivotal
role in wound healing. To date the main
focus of wound research has been on
MMP-1, MMP-2, MMP-8 and MMP-g.

The current findings of the literature
indicate that proteases are a promising
biomarker for assessment of wound hea-
ling at a biochemical level. Apart from
proteases there are also other markers
associated with inflammation, such as
tumour necrosis factor alpha
(TNF-a), which could serve as potential
candidates for further diagnostic tests.
These include the pH value of wound
exudate which, inter alia, determines
the activity of proteases contained in the
wound exudate.

In daily clinical practice of wound
management the therapy chosen after
wound diagnosis is based on causal
treatment. In future it might be possible
to base wound therapy on the needs of
the individual patient, for example by
means of a protease point-of-care test
(PoC-Test), expanding the diagnosis to
include a specific local wound diagnosis.
The participants of the expert meeting
have devised a clinical algorithm descri-
bing the application of the protease rapid
test.

Early detection of correctable fac-
tors in wound healing could offer wound
therapists the chance to use a treatment
that could expedite the healing process.
The use of a protease rapid test to de-
termine protease activity could give
therapists important insights into which
treatment possibilities are suitable and
which are unsuitable and help them de-
cide when treatment should be initiated
or terminated.

Experts believe problem wounds,
which despite a correct diagnosis and
appropriate treatment fail to show any
sign of healing within a period of two to
four weeks, could be selective indicati-
ons for the protease rapid test. Other se-
lective indications could include problem
wounds showing signs of inflammation.
The protease rapid test could also be
used before conducting skin graft trans-
plants and using skin substitute products
to assure timely and appropriate treat-
ment, shorter healing time, avoidance
of complications and reduction of costs.

Other possible indications for the pro-
tease rapid test could include wounds
that fail to heal postoperatively, open
abdominal wounds, as well as research
into development of new products, such
as absorbable MMP scavengers.

The experts recommend the pro-
tease rapid test to be introduced in se-
veral steps. At the present time, the test
should be selectively used by wound
specialists in specific centres following
amedical prescription and after an intro-
duction to the practical implementation
of the test.

As soon as more experience is avai-
lable on the use of the protease rapid
test, the test could be made available to
a greater number of users. A conceivable
approach, which has been proposed by
experts for acquisition of initial evidence
for the protease point of care rapid test,
entails the gathering of experience data
after extensive use of the test by all first
users who will have used the test in daily
clinical practice of wound treatment, while
taking account of the proposed indicati-
ons. The experience gleaned could then be
used to set up aregister and find answers
to questions such as e.g. the duration and
suitable time point for using the test.

When training wound therapists on
proteases and the protease rapid test it
isimportant to impart an understanding
of the concept of balance and imbalance,
i.e. balance between synthesis and de-
gradation of the extracellular matrix
(ECM) in healing.

KEYORDS

MMPs, chronic wounds, proteases, pro-
tease rapid test, biomarkers, wound
diagnostics

| Vorwort

Die auf der Pathogenese basierende
lokale, nicht-klinische Wunddiagnos-
tik hat mit Ausnahme der molekularen
Diagnostik in den letzten Jahren wenig
Neues hervorgebracht. Dies ist umso
erstaunlicher, als daneben wesentliches
Wissen zur regelrechten und gestor-
ten Wundheilung in grofem Umfang
neu generiert wurde. Es kann damit
als positiver Fortschritt eingestuft wer-
den, dass nun der groBe Komplex der
Proteasen, Schliisselenzyme im Ablauf
der Wundheilung, entsprechende dia-
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gnostische Aufmerksamkeit, auch fiir
den klinischen Alltag erhalten hat. Um
diesem neuen Trend Folge zu leisten
wurde im Februar 2011 durch inter-
nationale Experten ein ,International
Consensus Document on Wound Dia-
gnosis” in Stidafrika erarbeitet [1]. Da
sich aber die Wundbehandlung in der
deutschsprachigen DACH Region nicht
nur durch den Einsatz der verschiede-
nen Proponenten, sondern auch durch
Leitlinien, Empfehlungen und klini-
sche Algorithmen deutlich von den eng-
lischsprachigen Landern unterschei-
det, haben sich am 10.9.2011 Experten
der DACH Region in Miinchen getrof-
fen um, den spezifischen Bediirfnis-
sen Rechnung tragend, das vorliegen-
de Papier zu entwickeln. Eingebunden
in einen faszinierenden gemeinsamen
Arbeitsprozess, hoffen sie, damit eine
umfassende Information zum , state of
the art” des Themas erzielt zu haben.

| Einleitung

Das Wissen und das Verstiandnis der
molekularen und zelluliren Steue-
rungsmechanismen, die der Wundhei-
lung zugrunde liegen, konnte in den
letzten Jahren wesentlich vertieft und
erweitert werden, nicht zuletzt durch
die Entwicklung moderner Analyse-
methoden. Hierdurch konnten grund-
legende Unterschiede im Mikromilieu
von akuten und chronischen Wunden
festgestellt werden [2-5].

Fortschritte in der Entwicklung von
neuen Materialien und Substanzen fiir
die Versorgung von Wunden und die
Etablierung von Behandlungsstandards
und Leitlinien in der Wundversorgung
haben die Wundtherapie in den letzten
Jahren deutlich verbessert und dazu
beigetragen, dass die Therapie chro-
nischer Wunden optimiert wurde. Die
Entwicklung von Wundtherapien von
der rein passiven traditionellen Thera-
pie mit Gazen und Kompressen, iiber
die aktive feuchte Wundbehandlung,
bis zur interaktiven Wundtherapie, die
aktivin die Heilung eingreift beispiels-
weise durch den Einsatz von Wachs-
tumsfaktoren, interaktive Bio-Polyme-
ren etc. hat zu einer Verbesserung der
Wundheilung und zu einer Erleichte-
rung der Beschwerden seitens der Pa-
tienten gefiihrt [2, 31.
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Tabelle 1

Serinproteasen und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) (mod. nach Visse & Nagase, 2003) [7].

Enzym

Poly-Morpho-Nuclear-Elastase (PMN-
Elastase)

Kathepsin-G

Protease-3 (PRTN3)

Urokinase-Plasminogen-aktivator
(u-PA)

Enzym

Kollagenasen
MMP-1; MMP-8 MMP-13; MMP-18

Gelatinasen, MMP-9; MMP-2

Stromelysine, MMP-3; MMP-10;
MMP-11

Matrilysine , MMP-7; MMP-26

Membran-typ MMP, MMP-14;
MMP-15, MMP-16; MMP-17

Andere MMP: MMP-12 (Metalloelast-
ase), MMP-19; MMP-20 (Enamelysin),
MMP-21; MMP-23, MMP-27; MMP-28

Substrat

Proteine der ECM, Wachstums-
faktoren, Fibronektin

Proteine der ECM, Wachstums-
faktoren, Fibronektin

Elastin, Laminin, Kollagen-Typ-3

Aktiviert Plasminogen und
wandelt es in Plasmin um

Substrat

Fibrillares Kollagen

Verschiedene Kollagene,
Gelatine, Fibronektin

Kollagene, Laminin, Fibronektin,
Elastin

Kollagene, Gelatine, Elastin,
Laminin

Kollagen, Fibronektin, Gelatine

Kollagene, Gelatine, Elastin,
Fibronektin , Amelogenin,

Herkunft

polymorphkernige
Granulozyten (PMN)

Entzlindungszellen
(aktivierte Neutrophile)

Neutrophile Granulozyten

Zellen der Dermis

Herkunft

Zellen der Dermis, Keratinozyten,
Neutrophile

Zellen der Dermis, Keratinozyten,
Entztindungszellen
Keratinozyten, Zellen der Dermis
Makrophagen

Zerebellum, Leukozyten

Makrophagen

Die Krankheitsbilder der chronischen
Wunden stellen weltweit weiterhin
ein groBes soziodkonomisches Prob-
lem dar, weshalb die effektive Nutzung
moderner Wundtherapien unerldsslich
erscheint. Obwohl die derzeit verfiig-
baren Wundtherapien eine breite An-
wendung finden, muss oftmals festge-
stellt werden, dass deren Anwendung

%

nicht immer zielgerichtet ist und somit
eine wesentliche Ursache fiir die un-
zureichende Wirksamkeit derzeit ver-
fligbarer Wundtherapien in Bezug auf
die Heilung von Wunden darstellt [2, 3].

Der Einsatz eines einfachen Dia-
gnostiktests, der einen niaheren Ein-
blick in das Mikromilieu der Wunde
ermOglicht, konnte eine hilfreiche, er-

m—

Kollagen/ORC

" LUCKE: DIAGNOSTIK ~AUSWAHL UND ENTSCHEIDUNG /

\

ZeitgemidBe Wundtherapie
2.8. Schiume, Gele, Hydrokolloid-Verbénde

Therapie der
Symptome

Verbesserung Ergebnisse

X

Klassische Wundtherapie
Gazen und Kompressen

Optimierung der
Wundumgebung

/ (Exsudat) und

Abbildung 1

Fortschrittliche Therapien erzielen bessere Ergebnisse nur dann, wenn die Ausrich-
tung der Therapie der Wundsituation angepasst ist.
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ganzende MaRBnahme in der Wundthe-
rapie werden und zu einem gezielteren
und zeitgerechteren Einsatz geeigneter
Wundtherapien fithren (Abb. 1).

| Was sind Proteasen?

Proteasen, auch bekannt als Proteina-
sen, sind Enzyme, die auf Proteine ein-
wirken, indem sie diese in Peptide und
Aminosauren aufspalten. Proteasen ha-
ben eine Schliisselrolle im normalen
Wundheilungsprozess. Sie steuern Vor-
ginge, wie die Entfernung von bescha-
digten Fragmenten der extrazelluldren
Matrix (EZM), die Reinigung der Wun-
de von Bakterien, die Aktivierung von
Wachstumsfaktoren oder die Bildung
und Abbau von Fibrin und Aktivierung
von Zellmigration und Stimulation [4].
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und
Serinproteasen (z. B. Elastase) gehdren
zu den wichtigsten Proteasen, denen
in der Wundheilung eine maBgebliche
Rolle zukommt [S].

Die natiirlichen Substrate der ver-
schiedenen MMPs unterscheiden sich



betrachtlich. Zu ihnen gehdren wichtige
Bestandteile der EZM wie beispielswei-
se das Kollagen, die Gelatine und ver-
schiedene Proteoglykane. Die MMPs
bauen diese Proteine ab und spalten
sie in ihre Bestandteile. Verschiedene
MMPs reagieren sequenziell und auf
verschiedene Teile desselben Subst-
rats [6]. Bisher wurden 23 humane
MMP’s identifiziert. Bei Wunden lag
der Forschungsschwerpunkt auf MMP-
1, MMP-2, MMP-8 und MMP-96. Die
wichtigsten Serinproteasen und MMPs
sind in Tabelle 1 zusammengefasst [7].

Herkunft, Aktivierung und
Hemmung von Proteasen

Im physiologischen Wundheilungspro-
zess werden drei Phasen unterschie-
den: In der Entzindungsphase wird
nach der Verletzung die Gerinnung
aktiviert, Thrombozyten sezernieren
Wachstumsfaktoren, neutrophile Gra-
nulozyten wehren Mikroorganismen
ab, Proteasen reinigen die Wunde und
bewirken ein Debridement, Zytokine
und Monozyten stimulieren die Ge-
faBneubildung oder Angiogenese so-
wie die Proliferation der Fibroblasten
[8]. Wahrend der Proliferationsphase
sprosst Granulationsgewebe in den Ge-
webedefekt ein, wobei avitales Gewe-
be abgebaut und neue EZM angelagert
wird [8]. In dieser Phase beginnt auch
die Epithelisation. Keratinozyten ver-
mehren sich und beginnen, meist vom
Wundrand her, mit der Uberhiutung
der Granulationsfliche. In der Umbau-
phase, die bis zu einem Jahr andauern
kann, setzen Umbau- und Umstruktu-
rierungsprozesse ein, die dazu fithren,
dass das Gewebe durch Umwandlung
des neu gebildetem Kollagens in ein ge-
ordnetes und strukturiertes Netzwerk
an Festigkeit gewinnt [8].

Proteasen werden sowohl von Ent-
ziindungsprozessen als auch durch
Sekretion von den am Reparaturpro-
zess beteiligten eingebundenen Zellen
wie z. B. Fibroblasten und Endothel-
zellen produziert. Die humane neutro-
phile Elastase wird beispielsweise von
Neutrophilen produziert und ist fiir den
Abbau von Fibronektin in nicht heilen-
den Wunden verantwortlich. Dies ist
wichtig, da die Abbauprodukte von Fi-
bronektin die weitere Freisetzung von

Tabelle 2
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Hauptfunktionen der Proteasen bei der normalen Wundheilung.

(UnterstUtzung des autolytischen Debridements)

Proliferation

Koordination komplexer Zell-Zell-Interaktionen, die

zur Bildung von Granulationsgewebe flihren (Gefai3-
einsprossung, Fibroblastenmigration, Synthese von
EZM Komponenten)

Regulation der Zell-Matrix-Interaktionen, die zur
Einleitung der Epithelisation und zum Wundver-
schluss flihren

Umbau

Kontraktion und Umbau der extrazellularen

Narbenmatrix

MMPs stimulieren [9, 10]. Intaktes Fi-
bronektin, welches fiir die Zelladhasion
und die Signaliibermittlung des Wachs-
tumsfaktors bendtigt wird, fehlt in nicht
heilenden Wunden, tritt aber nachweis-
lich mit dem Einsetzen des Heilungs-
prozesses wieder im Wundbett auf [11].

Ein weiterer Ursprung von Protea-
sen in Wunden sind die Bakterien. Zu-
sdtzlich zu einer Stimulation der Pro-
teasen-Produktion durch Aktivierung
des Immunsystems konnen einige Bak-
terien in Wunden selbst Proteasen ab-
sondern. Die Bedeutung der aus Bakte-
rien stammenden Proteasen muss noch
geklart werden.

Beiihrer Entstehung liegen MMPs
zundchst in einer latenten Form vor
(inaktive oder pro-MMP). Sie werden
durch andere Proteasen aktiviert, die
einen kurzen Abschnitt des Molekiils
abtrennen. Dieser Vorgang 0ffnet das
aktive Zentrum des MMP-Molekiils,
das sich somit an sein bzw. seine Pro-
teinsubstrat(e) binden kann.

Wihrend die meisten MMPs in die
umgebende EZM abgesondert werden,
bleiben einige MMPs mit den Zellmem-
branen verbunden und werden auch
Membrantyp-MMP genannt. Diese
Gruppe der MMPs soll sowohl bei der
Aktivierung der pro-MMPs sowie des
pro-TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) eine
bedeutende Rolle spielen [6, 71.
Andere Molekiile, sogenannte TIMP
(Tissue Inhibitors of Metalloproteina-
ses - Gewebeinhibitoren der MMPs),
konnen aktivierte MMPs hemmen und
die Aktivierung von pro-MMPs blockie-
ren [6, 7].

Proteasen und Wundheilung

Die Wundheilung ist ein sehr komple-
xer, dynamischer und kontrollierter
Prozess, bei dem molekulare und zellu-
lare Vorgange mit dem Ziel der Wieder-
herstellung intakten Gewebes wohlge-
ordnet und kaskadenformig verlaufen.
Innerhalb dieser komplexen Umgebung
gibt es zahlreiche Regulationspunk-
te zur Steuerung der fiir eine norma-
le Wundheilung notwendigen biolo-
gischen Prozesse. MMPs spielen eine
wichtige Rolle in jeder Phase der nor-
malen Wundheilung (Tab. 2).

Problemwunden

In der Literatur wird eine Reihe von Be-
griffen verwendet, um langsam oder
schwer heilende Wunden zu bezeich-
nen. Schwer heilende Wunden werden
oftals ,chronisch”bezeichnet. Dies ist
jedoch nicht immer hilfreich, da gewis-
se Definitionen des Begriffes ,,chro-
nisch” eine lange Dauer und die Not-
wendigkeit beinhaltet, abzuwarten, ob
eine Wunde langsam verheilt. Wunden
bei Patienten mit bestimmten Begleit-
erkrankungen wie z. B. Diabetes melli-
tus oder Patienten, die bestimmte Arz-
neimittel einnehmen wie z. B. Kortiko-
steroide, kdnnen schon ab dem Zeit-
punkt des Auftretens als schwer heilend
eingestuft werden. AuBerdem schliet
der Begriff ,,chronisch” akute Wunden
wie z. B. Operationswunden mit proble-
matischem Heilungsprozess aus.

Eine Wunde, die trotz richtiger Diag-
nose und adaquater Therapie nach 2 bis
4 Wochen Behandlung keine Fortschrit-
te in Richtung Heilung zeigt, wird von
den Experten im Konsens als ,,Problem-
wunde” definiert. Die Reduzierung der

Wund Management 2012 * 5
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Tabelle 3

Faktoren, die neben der Proteasenaktivitat die Fahigkeit zur Wundheilung

beeinflussen. [33].

Patient * Atiologie

¢ Begleiterkrankungen, z. B. Diabetes mellitus,
Autoimmunerkrankungen

 Allergien

e Arzneimittel, z. B. Kortikosteroide
e Psychosoziale Faktoren

e Schmerzen
e Compliance

Wunde e Dauer

e GroBe/Tiefe

e Zustand des Wundbettes
¢ Durchblututngssituation
e EntzUndung/Infektion

® Anatomische Lage

Versorgung

¢ Geschick und Fachwissen der Arzte

e Gesundheitssystem (Verflgbarkeit, Kosten/Erstattung)

Wundflache innerhalb eines definierten
Zeitraumes ist ein guter prognostizieren-
der Marker fiir ein Fortschreiten der Hei-
lung [12-15], wobei dies nur fiir Wunden
gilt bei denen eine regelmiRige und de-
taillierte Wundinspektion mit Angaben
zur Menge, Konsistenz und Farbe des
Granulationsgewebes, Beschaffenheit
der Wundriander, Menge und Konsis-
tenz der Wundexsudation, bakteriellen
Besiedlung, Wundtiefe, Wundschmerz
etc. stattgefunden hat [16].

Erhohte Proteasenaktivitat
als eine Ursache fiir
Problemwunden

Im normalen Verlauf der Wundheilung
steigt der Proteasen-Spiegel zundchst
schnell an [17-18]. Die Werte erreichen

Abbildung 2

ihren Hohepunkt ungefiahran Tag 3 und
sinken etwa ab Tag 5 wieder ab (Abb.
2). Invielen Problemwunden erreichen
Proteasen jedoch nicht nur einen durch-
schnittlich hoheren Wert als in heilen-
den Wunden, sondern sie treten dort
auch {liber lingere Zeitriume auf. Das
Ergebnis ist ein der Heilung entgegen-
wirkendes Wundmilieu. Ergebnisse aus
klinischen Studien unterstiitzen die An-
nahme, dass in vielen Wunden, die kei-
nen Heilungsfortschritt aufweisen, eine
erhohte Proteasenaktivitét vor allem der
MMP’s und der humanen neutrophilen
Elastase vorliegt [19-30].

Ergebnisse klinischer Forschung
in mindestens 30 Publikationen haben
gezeigt, dass insbesondere die Prote-
asen MMP-2, MMP-8, und MMP-9 oft
im Wundexsudat chronischer Wunden

Normale
Wundheilung

Nicht heilende
Wunce

Fortschrittliche Therapien erzielen bessere Ergebnisse nur dann, wenn die Ausrich-
tung der Therapie der Wundsituation angepasst ist.
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iberwiegen und einen negativen Effekt
auf die Heilung dieser Wunden ausiiben
konnen [31] (Abb. 3).

| Faktoren, die neben der
Proteasenaktivitat die
Wundheilung beeinflussen

Uber Proteasen weill man gegenwirtig
mehr als {iber jeden anderen biochemi-
schen, an der Wundheilung beteiligten
Marker. Eine hohe Proteasenaktivitat
ist ein moglicher biochemischer Mar-
ker, um Storungen der Heilung sowohl
bei akuten als auch bei chronischen
Wunden vorherzusagen. Obwohl die
Beziehung zwischen Proteasen, Ent-
ziindung und Wundheilung weitge-
hend bekannt ist, gibt es noch andere
mit Entziindungen assoziierte Marker
wie beispielsweise TNF-q, die sich als
potentielle Kandidaten fiir weitere dia-
gnostische Tests eignen konnten [32].
Allerdings deutet die Literatur darauf-
hin, dass die Proteasen den vielverspre-
chendsten Biomarker zur Beurteilung
der Wundheilung auf biochemischer
Ebene darstellen.

Neben der Proteasenaktivitat kon-
nen zahlreiche andere Faktoren die Fa-
higkeit zur Heilung beeinflussen [33].
Dazu gehort auch der pH-Wert vom
Wundexsudat, welcher u. a. maBgeblich
die Aktivitit der im Wundexsudat be-
inhaltenden Proteasen beeinflusst [34].

Um eine Problemwunde moglichst
frith zu identifizieren, sollte die An-
fangsbeurteilung aller Wunden meh-
rere Faktoren, wie in Tabelle 3 aufge-
listet, einschlieRen. Das frithe Erken-
nen der korrigierbaren Faktoren bietet
somit den Wundspezialisten die Mog-
lichkeit, eine Therapie anzuwenden,
die den Heilungsprozess initiieren und
beschleunigen kann. Genauso wichtig
ist es jedoch fiir den Wundbehandler
zu erkennen, wenn es duBerst unwahr-
scheinlich ist, dass eine Wunde jemals
heilen wird z. B. bei Patienten mit Ma-
lignom oder fortgeschrittener Erkran-
kung, wahrend einer Chemotherapie
oder bei hochdosierten Kortikosteroi-
den, da hier die Kriterien der palliativen
Wundbehandlung anzuwenden sind.



| Bestimmung von
Proteasen in Wunden

Laboruntersuchungen

Derzeit ist es sehr aufwindig, die Pro-
teasenaktivitdt in Wunden zu bestim-
men. In Forschungsstudien wurden Ty-
pen, Werte und die Aktivitdt von Protea-
sen in der Wundfliissigkeit von Biopsien
analysiert, die unter Forschungslabor-
bedingungen und Anwendung ver-
schiedener Methoden gewonnen wur-
den. Die Ergebnisse dieser Studien zei-
gen als einheitlichen Trend niedrige
Proteasenaktivitit bei akuten, heilen-
den Wunden und hohe Aktivitdt bei vie-
len stagnierenden oder schlecht heilen-
den Wunden, die sinken, wenn die Wun-
de zu heilen beginnt [20, 271.

Klinische Beurteilung
der Proteasenaktivitat

Die klinische Beurteilung von Wunden
ist wichtig und notwendig und gehort
zur alltaglichen Routine der Wundbe-
handlung. Dabei kann angenommen
werden, dass in vielen Problemwunden
ein Uberschuss an Proteasen nachge-
wiesen werden konnte, wobei aber die
notigen Nachweisverfahren nur fiir die
Forschung verfiigbar sind und so in der
taglichen Praxis der Wunddiagnostik
keine Anwendung finden konnen. Dies
bildet eine zentrale Problematik fiir den
Behandler, da eine hohe Proteasenakti-

vitat allein anhand klinischer Untersu-
chungen nicht vorherzusagen ist (weil
auch Problemwunden existieren, wel-
che keinen Proteasen-Uberschuss zei-
gen) [35]. Eine noch nicht abgeschlos-
sene Studie mit mehr als 100 akuten
und chronischen Wunden hat gezeigt,
dass erfahrene Arzte anhand der kli-
nischen Kriterien fiir Problemwunden
nicht in der Lage waren, prazise vor-
herzusagen, in welchen Wunden eine
hohe Proteasenaktivitat vorliegt. Tat-
siachlich waren die einzigen Wunden,
in denen die Proteasenaktivitit mit den
Ergebnissen der klinischen Untersu-
chung konstant korrelierten, vaskuliti-
sche Ulzerationen [35].

| Behandlungs-
moglichkeiten bei hoher
Proteasenaktivitat

Wunden, die stagnieren, obwohl die zu-
grunde liegende Erkrankung behandelt
wurde, bei denen die Mdglichkeit einer
vorliegenden Infektion ausgeschlossen
wurde, und die Wunde ohne Beriick-
sichtigung einer therapeutischen Pro-
teasen-Modulation optimal versorgt
wurde, konnten in der Entziindungs-
phase aufgrund einer hohen Proteasen-
aktivitat persistieren. Die Behandlung
solcher Wunden erfordert einen sys-
tematischen, oftmals interdisziplina-
ren Ansatz mit dem priméren Ziel, die
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Ursachen fiir die persistierende Ent-
zlindungsphase zu korrigieren, so dass
der Prozess der Heilung wieder ange-
regt werden kann. Bei der Therapie die-
ser Wunden ist es wichtig, hausinterne
Standards und allgemeine Empfehlung
zur Wundbehandlung zu beriicksichti-
gen und einzuhalten.

Im Fall einer zu hohen Proteasen-
aktivitat konnte die Anwendung eines
patientennahen diagnostischen Tests
dem Arzt bei der Anwendung neuarti-
ger Therapien deutliche Hinweise da-
rauf liefern, welche Behandlungsmdog-
lichkeiten geeignet und welche nicht
geeignet sind. Ebenso kann dies die
Entscheidung unterstiitzen, wann eine
solche spezifische Behandlung begon-
nen oder beendet werden sollte.

Behandlungsgrundsatze

Die Proteasenaktivitit kann mit einer

Reihe von MaBnahmen an der Wunde

reduziert werden. Bei der Behandlung

von Wunden mit einer vermuteten {iber-
maiBigen Proteasenaktivitit gelten drei
wesentliche Grundsatze:

» Behandlung der zu Grunde liegen-
den Ursache und aller Faktoren, die
eine Wunde verschlimmern kdnnen
wie z. B. durch Kompression, Druck-
entlastung, Behandlung der Grund-
erkrankung z.B. einer Ischimie mit
nicht ausreichender O,-Versorgung
des Gewebes
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L Wundexsudat Wundexsudat U ; ; 5 ;
chronischer akuter Wunden Wundexsudat  Wundgewebe Wundexsudat Wundgewebe
Wunden chronischer chronischer akuter Wunden akuter
Wunden Wunden Wunden
Abbildung 3

Proteasen (MMPs und Elastase) im Wundexsudat und Wundgewebe von Patienten mit akuten Wunden und von Patienten mit
Ulcus cruris venosum, diabetischen FuBulzera und Druckgeschwiiren [31]. Ergebnisse zur Elastase Aktivitat [RFU/min/mg] im
Wundexsudat chronischer und akuter Wunden sind in der linken Abbildung dargestellt. Ergebnisse zu dem MMP Spiegel
[ng/ml/mg] im Wundexsudat und Wundgewebe chronischer und akuter Wunden sind in der rechten Abbildung dargestellt [31].
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e Optimierung des Wundbetts und
des Allgemeinzustandes des Patien-
ten, beispielsweise Vorbereitung des
Wundbetts (einschlieBlich Debride-
ment), eine Wundbehandlung mit
Unterdruck (NPWT -, Negative Pres-
sure Wound Therapy*) oder die Mo-
dulation der bakteriellen Belastung

» Reduktion der Proteasenaktivitit wie
z. B. durch proteasenmodulierende
Wundauflagen.

Vorsicht ist geboten bei der Verwen-
dung von Haut oder Hautaquivalenten
bei komplexen, nicht-heilenden Wun-
den mit hoher Proteasenaktivitit, da
ein Abbau der Matrix sehr wahrschein-
lich und damit eine Einheilung unwahr-
scheinlich ist.

Reduzierung uiberschiissiger
Proteasenaktivitat

Die folgende Vorgehensweise kann zu
einer Reduzierung der Proteasenakti-
vitdt in Wunden beitragen:
* Reinigung: Eine regelmiBige Wund-
reinigung hilft moglicherweise, die
Proteasenaktivitit zu reduzieren, in-
dem Gewebstriimmer an der Ober-
flache, die eine Entziindung stimulie-
ren konnen, entfernt werden. Zudem
kann die Reinigung zur Reduzierung
der Proteasenaktivitat beitragen, in-
dem proteasenhaltige Wundfliissig-
keit entfernt wird. Systematische Stu-
dien zur Untersuchung des Effekts der
Wundreinigung auf die Proteasenak-
tivitat stehen aber noch aus.
Debridement: Das Entfernen der Be-
lage bei jedem Verbandwechsel oder
chirurgische bzw. scharfe Wundre-
vision in regelmaRigen Abstinden,
sollte bei der Reduzierung einer tiber-
hohten Proteasenaktivitit helfen, da
mit der Entfernung des avitalen Gewe-
bes und einer Reduzierung der bak-
teriellen Belastung auch der Stimulus
fiir eine Entziindung entfernt wird.
Untersuchungen zum Effekt des De-
bridements auf die Proteasenaktivitit
stehen noch aus.
Proteasen-Inaktivatoren: Proteasen-
modulierende Wundauflagen, die mit
den Proteasen eine Bindung einge-
hen und zu deren Inaktivierung fiih-
ren [36-40].
- Antiseptische Wundauflagen wie
z. B. Iod oder Silber: Eine reduzier-
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te bakterielle Belastung kann durch
Senkung der Proteasenproduktion
durch den Wirt und durch die Bak-
terien die Proteasenaktivitdt in der
Wunde vermindern [41]. Angenom-
men wird, dass Silber selbst ebenfalls
die MMP-Aktivitat verringert, indem
das fiir die Funktion der MMPs erfor-
derliche Zink Ion der Enzyme ersetzt
wird [41].
Antiphlogistika/Immunmodulato-
ren: Die Praxis der Wundbehandlung
hat gezeigt, dass eine topische Thera-
pie mit Kortikosteroiden und auch mit
Calcineurin-Inhibitoren hilfreich ist
und ihre Anwendung entziindungs-
hemmend wirkt, indem die Expres-
sion entziindungshemmender Protei-
ne gesteigert bzw. entziindungsfor-
dernder Proteine gesenkt wird.
Wundauflagen und Materialien zur
Resorption bzw. Entfernung von
Wundexsudat: Saugfihige Wundauf-
lagen und Materialien kdnnen durch
die Entfernung der proteasenhalti-
gen Wundfliissigkeit die Proteasen-
aktivitat reduzieren [40]. Dies muss
jedoch noch in einem klinischen Kon-
text nachgewiesen werden. Eine der
Wirkungen einer NPWT bei der For-
derung der Heilung kann darin be-
stehen, dass die Proteasenaktivitit
gesenkt wird [42,43].

| Proteasenmodulierende
Wundauflagen

Wie bei allen neuartigen Produkten zur
Wundbehandlung sollte die Anwen-
dung proteasenmodulierender Wund-
auflagen sorgfiltig in den gesamten Be-
handlungsplan integriert werden, der in
geeigneter Weise auf den Zustand des
Wundbetts, die bakterielle Belastung
und die Menge an Exsudat abgestimmt
sein muss.

Im Allgemeinen werden proteasen-
modulierende Wundauflagen kurzzei-
tig {iber 2—4 Wochen angewendet, ge-
folgt von einer Neubewertung der Wirk-
samkeit der Behandlung. Gelegentlich
wird auch eine intermittierende oder
Pulstherapie durchgefiihrt, z. B. eine
zweiwdchige Behandlung mit einer pro-
teasenmodulierenden Wundauflage,
die nachweislich die Proteasenaktivi-
tdtreduziert und einen positiven Effekt
auf die Heilung ausiibt [36], gefolgt von

einer zweiwochigen Behandlung ohne
eine solche Wundauflage usw..

Die Anwendung proteasenmodulie-
render Wundauflagen sollte eine zeit-
lich klar begrenzte Intervention dar-
stellen, d. h. die vorgesehene Dauer der
Behandlung sollte unter Angabe eines
Datums fiir eine Uberpriifung eindeutig
dokumentiert werden. Wesentlich ist,
dass der Fortschritt der Heilung wah-
rend der Behandlung regelmaRig be-
gutachtet wird und z. B. Wundrinder,
Wundbasis und Wundflache dokumen-
tiert werden. Bei einem vendsen Beinul-
kus stellt eine Reduzierung der Wund-
flache um 20-40 % nach vier Wochen
eine Besserung dar, die anzeigt, dass
eine Heilung wahrscheinlich ist [12].

| Kurze beschreibung des

Proteasenschnelltestes
WOUNDCHEK™ Protease Status ist
ein Point of Care Schnelltest fiir die
qualitative Messung der Aktivitat der
humanen, neutrophil-assoziierten in-
flammatorischen Proteasen in Wund-
fliissigkeitsproben aus chronischen
Wunden. Die Durchfiihrung des Tests
nimmt je Probe etwa 15 Minuten in An-
spruch und erfordert keine speziellen
Gerate. Die Reagenzien sind gebrauchs-
fertig und kdnnen bei Raumtemperatur
gelagert werden.

Diese Informationen waren erst mit
der Publikation verfiigbar und lag zum
Zeitpunkt der Konsensus-Konferenz
noch nicht vor.

| Moglicher Einsatz eines

Proteasen-Schnelltests

In der tdglichen klinischen Praxis der
Wundbehandlung dient die gewahl-
te Therapie der Ursachenbehandlung
nach einer vorab erstellten Diagnose. In
der Zukunft wird es vermutlich mdglich
sein, eine sehr gezielte Wundtherapie
durchzufiihren, zum Beispiel nach An-
wendung eines patientennahen Protea-
sen-Schnelltests am Point of Care (PoC-
Test), der die allgemeine Diagnostik um
eine spezifische lokale Wunddiagnostik
erweitert (Abb. 4).

Die Uberwachung der Proteasen
konnte dem Wundbehandler die Mog-
lichkeit bieten festzustellen, ob die Be-
handlung die Proteasenaktivitat wirk-



Tabelle 4

Maéoglicher Einsatz eines patientennahen Proteasen-Schnelltestes.

Nicht heilende Wunden trotz adaquater
Diagnose/Therapie (2-4 Wochen)

Vor Verwendung von Hauttransplantaten,
(Verbesserung der “Take“-Rate)

sam reduziert und ob der aktuelle Be-
handlungsansatz entsprechend der Dia-
gnose als geeignet anzusehen ist oder
angepasst werden sollte. Die Ergeb-
nisse eines patientennahen PoC-Tests
konnte moglicherweise auch langfristig
dazu genutzt werden, erfolgreiche Be-
handlungsmethoden zu identifizieren.

Gezielte und erweiterte
Indikationen des Proteasen-
Schnelltests

Nach Meinung der Experten sind eine
Fiille von gezielten Anwendungsindi-
kationen sowie auch einige erweiterte
Indikationen fiir den Proteasen-Schnell-
test denkbar (Tab. 4).

Magliche gezielte Indikationen

» Denkbare gezielte Indikationen fiir
den Proteasen-Schnelltest sind Prob-
lemwunden, die trotz richtiger allge-
meiner Diagnose und adaquater The-
rapie innerhalb eines Zeitraumes von
2 bis 4 Wochen keinen Heilungsfort-
schritt zeigen.

Eine weitere gezielte Anwendungsin-
dikation wiren die chronischen Wun-
den mit Entziindungszeichen. Bei die-
sen Wunden sollte nach Meinung der
Experten der Proteasen-Schnelltest
sofort angewandt werden.

Denkbar wire auch eine Anwendung
des Tests vor dem Einsatz kostenin-
tensiver Wundtherapien wie beispiels-
weise die Verwendung von Hautspalt-
transplantaten und Hautersatzpro-
dukten, z. B. zur verbesserten Ein-
schitzung der ,Take“-Rate.

0

0

Eine Anwendung des Proteasen-

Schnelltests bei den genannten geziel-

ten Indikationen konnte zu folgenden

Resultaten fiihren:

« ein rascherer Einsatz der richtigen
Therapie,

Postoperative Wunden, die nicht
heilen

Offene Abdomenbehandlung

Entwicklung neuer Produkte,
(Resorbierbare MMP-Fanger)

« eine Abkiirzung der Heilungszeit,

« die Vermeidung von Komplikationen

» und eine Kostenreduktion durch
rechtzeitige Anwendung der geeig-
neten Therapie.

Magliche erweiterte
Indikationen

« Als mogliche erweiterte Indikationen
fiir den Proteasen-Schnelltest konn-
ten die postoperativen Problemwun-
den, genannt werden. In der tiglichen
klinischen Praxis treten diese Wun-
den nach wie vor oft auf und reprasen-
tieren ein groes Problem fiir den Pa-
tienten sowie auch fiir die behandeln-
de Institution. Die Patienten miissen
langer hospitalisiert werden und die
Kosten der Behandlung sind enorm.

« Offene Abdomenbehandlungen konn-
ten eine denkbare erweiterte Indika-
tion des Proteasen-Schnelltests sein.
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Zytokine und Proteasen hdufen sich in
diesen Wunden an den tiefsten Stellen
und fiihren zu Komplikationen. Ein
Monitoring der Therapie dieser Wun-
den mit Hilfe des Proteasen-Schnell-
tests ware hier denkbar und konnte
hilfreich sein.

Der Proteasen-Schnelltest kdnnte
auch zur gezielten Entwicklung neu-
er Produkte angewendet werden.
Denkbar wire die Entwicklung eines
resorbierbaren MMP-Fangers. Der
resorbierbare MMP-Fianger konnte
praventiv eingesetzt werden, es ware
also ein Produkt, welches in die Wun-
de eingesetzt und anschliefend der
chirurgische Wundverschluss durch-
gefiihrt wird.

Schaffung von Evidenz

Damit ein patientennaher Proteasen-
Schnelltest fest in die bestehende Pra-
xis eingebunden werden kann, werden
Daten als Bestdtigung der Aussagekraft
des Tests nach Anwendung in den oben
genannten gezielten und erweiterten
Indikationen bendtigt. Nach Meinung
der Experten ist die Schaffung von Evi-
denz fiir den Proteasen-Schnelltest es-
sentiell. Ein denkbares und von den Ex-
perten vorgeschlagenes Vorgehen fiir
die Gewinnung erster Evidenz ist die

GEGENWART ZUKUNFT
URSACHENBEHANDLUNG URSACHENBEHANDLUNG
DIAGNOSTIK DIAGNOSTIK
WUNDDIAGNOSTIK
LOKALE DIAGNOSTIK
THERAPIE ‘ THERAPIE
Abbildung 4

Von der Wunddiagnostik zur Wundtherapie: Vorgehen in der Gegenwart und in der

Zukunft.
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Nein

Neubewertung der
Wunddiagnose

und der gewahlten
Therapie erforderlich!

Nein

Spricht die Wunde auf die

Standardbehandlung nicht
an oder stagniert sie nach

einem Anfangserfolg?*

Nein

—

Uberpriifen

Ja

Wurde die Wunde richtig
diagnostiziert und
entsprechend behandelt?

Ja

Wurde eine Infektion
behandelt oder
ausgeschlossen?

Nein

Ja

Nein

Fortsetzen der
laufenden Behandlung
und regelméaBige
Kontrolle

Ja

Infektion ausschlieBen
oder behandeln

Wird zufrieden
stellender Fortschritt bei
der Heilung erzielt?

Nein

Ja

Topische/systemische
Behandlung des Proteasen
Spiegels

(siehe Seite 8)

Kontrolle nach 2-4 Wochen

Liegt ein befriedigender
Heilungsfortschritt vor?

Ja

Keinen erneuten
Proteasen-Schnelltest
durchfiihren!

Engmaschige
klinische Kontrolle
des Wundstatus
erforderlich

Bei erneuter
Verschlechterung

Abbildung 5

Klinischer Algorithmus fiir die Anwendung eines patientennahen Proteasen-Schnelltests.

*Der Status des heilungsprozesses muss durch eine friihzeitige umfassende Beurteilung, einschlieBlich einer Begutachtung und
Korrektur der Ursache der Wunde, ermittelt werden. Probleme bie der Heilung treten mit gréBerer Wahrscheinlichkeit bei immun-
supprimierten Patienten oder Vorliegen von Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus oder Neoplasien auf.

Sammlung von Erfahrungsdaten nach
breitem Einsatz des Proteasen-Schnell-
tests durch alle ersten Anwender, die
den Test in der tdglichen klinischen Pra-
xis der Wundbehandlung unter Bertick-
sichtigung der oben vorgeschlagenen
moglichen Indikationen angewandt ha-
ben werden.

Die gewonnenen Erfahrungen
konnten dazu dienen, ein Register auf-
zubauen und Antworten zu finden auf
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Fragen wie z. B. die Dauer und der ge-
eignete Zeitpunkt fiir die Anwendung
des Tests.

Anwendung des
Proteasen-Schnelltests

Die Experten empfehlen eine schritt-
weise Einfiihrung des Proteasen-
Schnelltests. Zum jetzigen Zeitpunkt
empfehlen die Experten eine gezielte

Anwendung des Proteasen-Schnelltests
durch Wundspezialisten in Schwer-
punktzentren nach Anordnung durch
den Arzt und nach einer Einfithrung in
die praktische Anwendung des Tests.
Zu einem spateren Zeitpunkt, und so-
bald erste Erfahrungen im Umgang mit
dem Proteasen-Schnelltest vorliegen,
konnte der Proteasen-Schnelltest einem
erweiterten Anwenderkreis zur Verfii-
gung gestellt werden.



Kosten

Ein patientennaher Proteasen-Schnell-
test kann den Wundtherapeuten bei
einer kosteneffizienten Entscheidung
iiber eine geeignete oder nicht geeigne-
te Behandlung unterstiitzen. Die Vortei-
le einer solchen Steuerung der Therapie
wdren eine verbesserte, situationsge-
rechte Therapiestrategie, weniger hau-
fige Verbandwechsel, Vermeidung un-
notiger Eingriffe, reduzierte Pflegezeit,
weniger Krankenhausaufenthalte, eine
kiirzere Dauer der Gesamtbehandlung,
frithzeitiges Erkennen und Vermeiden
von Komplikationen, eine verbesser-
te Lebensqualitdt, schnellere Heilung
und frithzeitigere Wiederherstellung
der Arbeitsfahigkeit.

Es ist wahrscheinlich, dass Kosten-
trager wie z. B. die Krankenkassen die
Verfiigbarkeit einer objektiven Messme-
thode wie z. B. den Proteasen-Schnell-
test begriiBen werden, wenn dieses den
Wundtherapeuten ermoglicht, eine zur
Heilung fithrende Behandlung spezi-
fischer, frither und iiber eine kiirzere
Dauer bei nachweislicher Kostenreduk-
tion durchzufiihren.

| Schulung

Bei der Schulung von Wundtherapeu-
ten zu Proteasen und zu dem Protea-
sen-Schnelltest ist es wichtig, das Kon-
zept von Gleichgewicht und Ungleich-
gewicht, d.h. das Gleichgewicht zwi-
schen Bildung und Abbau der EZM in
der Heilung zu vermitteln. Die wichtigs-
ten Lernziele der Schulung sollten sein:
* Proteasen sind wichtig fiir die Orga-
nisation und die Bildung einer neuen
EZM. Am Anfang der akuten Wund-
heilung gibt es einen sogenannten
,Burst” (einen explosionsartigen
Anstieg) der Proteasenaktivitat. Bei
einer normalen Wundheilung erreicht
die Aktivitatin den ersten Tagen den
Hohepunkt und sinkt dann innerhalb
einer Woche auf einen sehr niedrigen
Wertab [17].

Stimuli, die moglicherweise die hohe
Proteasenaktivitdt verldngern, sind
unter anderem das Vorliegen von ge-
schadigtem Gewebe, Fremdmate-
rial, Bakterien und Biofilmen. Ist die
Proteasenaktivitat zu hoch, wird die
EZM abgebaut und zerstort sowie neu
gebildetes Gewebe beschadigt, das

Wundbett beeintriachtigt und die Hei-
lung verzogert. Eingriffe, mit denen
schadliche Proteasen reduziert und
das Ungleichgewicht ausgeglichen
werden, konnen die Heilung unter-
stiitzen [38].
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