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Die Wundheilung ist ein zentrales Thema in der Dermatologie und verlduft physiologischerweise
in drei zeitlich und rdumlich tberlappenden Phasen: Inflammation, Proliferation und Tissue
Remodeling (Geweberestrukturierung) (1, 2). Etwa 30 % der Kosten in der Dermatologie

werden durch chronische Wunden verursacht (3). Die Kenntnis biologischer Basisparameter

wie pO2 und pH ist entscheidend zum Verstindnis der dabei ablaufenden komplexen Prozesse
(4, 5). Insbesondere der pH-Wert im Wundexsudat nimmt entscheidenden Einfluss auf viele
Heilungsprozesse. Zu nennen sind hier zum Beispiel der Einfluss von pH auf die Enzymaktivitat
(zum Beispiel MMPs) sowie auf die Proliferation und Migration von Zellen (zum Beispiel
Fibroblasten und Keratinozyten). Auch therapeutisch eingesetzte Wundheilungsenzyme (zum
Beispiel Streptokinase) zeigen eine pH-Abhingigkeit, die eine Kenntnis dieses Parameters in vivo
am Menschen nétig macht. Insbesondere die Messung von pH im Wundexsudat ist entscheidend,
da dieses in besonderer Weise die Heilung beeinflusst (6-8).

Bislang stand als Methode vor allem die pH-Glaselektrode zur Verfiigung, die jedoch

nur punktuelle Einzelwerte liefern kann und damit der Heterogenitat zweidimensionaler
Wundstrukturen keine Rechnung tragen kann. Wir haben nun zwei Verfahren entwickelt, die sich
der Lumineszenz bestimmter Indikatorfarbstoffe in Abhdngigkeit vom vorliegenden pH bedienen
(9, 10). Die erste Methode nutzt das so genannte time-domain dual lifetime referencing (tdDLR)
von einem pH-abhéngigen Farbstoff (Fluoresceinisothiocyanat) und einem pH-unabhingigen
Referenzfarbstoff (Ruthenium(I1)tris-(4,7-diphenyl-1,10-phenanthrolin)) (10). Die Farbstoffe

sind dabei an und in inerten Mikropartikeln gebunden und dann innerhalb einer Polyurethan-
Hydrogelmatrix auf transparenten Folien immobilisiert. Nach Anregung mittels LED emittieren
die Farbstoffe Licht, das wiederum in Exzitations- und Emissionsphase mittels einer CCD-Kamera
aufgenommen und dann ein Verhiltnis der gewonnenen Lumineszenzintensititen gebildet

wird. Anhand von sigmoidalen Kalibrationskurven kann dann mittels eines fiinf-parametrischen
sigmoidalen Fits durch das Verhdltnis der Lumineszenzintensitaten der pH fiir jeden einzelnen
Pixel berechnet werden. Dabei entstehen pro Messung iiber 300.000 pH-Werte und der pH-Wert
wird erstmals am Menschen sichtbar. Damit steht ein biokompatibler zweidimensionaler Sensor
zur pH-Visualisierung am Menschen, aber auch im Labor zur Verfiigung. Die zweite Methode
nutzt die Emission von zwei Farbstoffen innerhalb der RGB-Kanile einer handelsiiblichen
Kamera (grtiner Kanal: pH-Indikator Fluoresceinisothiocyanat, blauer Kanal: Referenzfarbstoff
Diphenylanthracen), um ein 2D-pH-Abbild zu generieren (9). Das Signal im blauen Kanal bleibt
dabei vom pH unbeeinflusst und dient fiir jeden Pixel als Referenz zum pH-abhidngigen Signal
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im griinen Kanal. Eine Auftrennung des RGB-Bildes eines Sensors auf Gewebe in die drei

Kanidle ermdoglicht es, fiir jeden Punkt der Wunde den exakten pH aus einer Kalibrationskurve

zu generieren. Zudem kann im roten Kanal gleichzeitig mittels eines Sauerstoff-abhdngigen
Indikators ein 2D-p02-Abbild innerhalb von Wunden gewonnen und mit den pH-Werten korreliert
werden. Auch hier konnte also ein biokompatibler 2D-Sensor fiir die Anwendung am Menschen
etabliert werden. Entscheidend ist, dass bei beiden Methoden das pH-Signal nicht von p02,
Temperatur und Beleuchtungsunterschieden beeinflusst wird, wodurch erstmals auch Methoden
fir den klinischen Einsatz zur Verfligung stehen.

Mit beiden Methoden sind auch Reihenmessungen im Zeitverlauf moglich. Wir konnten am
Modell der Spalthautentnahmestellen am Menschen zeigen, dass der pH als Surrogatparameter der
akuten (physiologischen) Wundheilung fungiert und von Werten tiber 8 am ersten postoperativen
Tag auf Werte um 6,5 am 14. postoperativen Tag abfdllt. Auch ist es uns erstmals gelungen, die
2D-Verteilung von pH in chronischen Wunden am Menschen zu visualisieren. Aktuell werden die
dabei gewonnenen einzigartigen Daten mittels komplexer 1T-gestiitzter Makros ausgewertet.
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