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Cl0O,, das so genannte ,,ideale Biozid*, konnte auch als Antiseptikum eingesetzt werden,
sobald geklirt ist, aus welchem Grund das rapide Vernichten von Mikroben durch die Losung
keinen Schaden bei Menschen und Tieren verursacht. Es war unser Ziel, den Mechanismus
der Reaktion-Diffusions-Mechanismus’ von ClO, theoretisch und experimentell zu
untersuchen, um die Ursache fiir diese Selektivitit zu finden.

Methoden

Die CIO,-Permeation durch Proteinmembranen wurde gemessen und die zeitliche
Verzogerung des ClO,-Transports wegen Reaktion und Diffusion bestimmt. Um die
Eindringtiefe des ClO, zu ermitteln und die Abtotungszeit der Bakterien abzuschitzen,
wurden anndhernde Losungen der Reaktion-Diffusions-Gleichung abgeleitet. Als Vortest
wurden zusitzlich drei Patienten mit infizierten Wunden mit hochreiner C10,-Losung (300
ppm) behandelt und der Heilungsprozess dokumentiert.

Ergebnisse

Das Geschwindigkeitsgesetz des Reaktion-Diffusions-Modells sagt voraus, dass sich die
Abtotungszeit proportional zum Quadrat der charakteristischen Grofle (zum Beispiel dem
Durchmesser) verhilt. Somit werden die kleinen Bakterien duf8erst schnell getétet.
Beispielsweise belduft sich die Abtotungszeit eines Bakteriums in einer 300 ppm ClO,-
Losung auf einige Millisekunden. Demzufolge ist die Einwirkungsdauer von wenigen
Minuten (wegen der Fliichtigkeit des ClO,) ausreichend, um alle Bakterien zu toten, und kurz
genug, um das Eindringen von ClO, in lebendes Gewebe mit Sicherheit auf unter 0,1 mm zu
beschrinken und zellschidigende Auswirkungen zu minimieren. Diverse, fiir ein
Antiseptikum vorteilhafte Eigenschaften von ClO, werden ebenfalls diskutiert. Von grof3ter
Bedeutung ist, dass Bakterien keine Resistenz gegen ClO, entwickeln konnen, da es mit
biologischen Thiolen reagiert, welche bei allen lebenden Organismen eine unverzichtbare
Rolle spielen.

Zusammenfassung
Die Selektivitit von ClO, zwischen Menschen und Bakterien begriindet sich nicht durch ihre

unterschiedliche Biochemie sondern ihre unterschiedliche Grofe. Erste klinische Resultate
mit diesem viel versprechenden Antiseptikum leisten weiterer Forschung Vorschub.
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Einfiihrung

Das Aufkommen und die Verbreitung neuer Bakterienstimme, die durch zu héaufigen
Gebrauch von Antibiotika [1] gegen diese resistent geworden sind, stellt ein globales Problem
des Gesundheitswesens dar. Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA) [1], [2]
und Carbapenem- oder Extreme Drug-resistenter Acinetobacter baumannii [3], [4] sind nur
zwei wohlbekannte Vertreter dieser Bakterien, die weltweite Aufmerksamkeit erregen.
Wihrend die Anzahl antibiotikaresistenter Infektionen steigt, nimmt auBerdem die Anzahl
neuer Antibiotika ab [1], [2]. In Folge dieser gefidhrlichen Situation wurde eine Suche nach
neuen antimikrobiellen Mitteln initiiert, ebenso eine mogliche Umstellung von antibiotischen
auf antiseptische Therapien.

Wenn ortliche Wundinfektionen, Geschwiire oder infizierte Schleimhiute behandelt werden,
ist die Anwendung von Antiseptika an Stelle von Antibiotika eine verniinftige Alternative,
insbesondere weil die Bakterien weniger in der Lage sind, eine Resistenz gegen sie zu
entwickeln [5]. Die Mehrheit der zur Wundversorgung verwendeten Antiseptika [6] sind
gegenwirtig organische Priparate. Die am hiufigsten verwendeten [6] sind Chlorhexidin
(Chlorhexidindiglukonat), Octenidin (Octenidindihydrochlorid), Polyhexanid
(Polyhexamethylenbiguanid) sowie Triclosan (5-Chlor-2-(2 4-Dichlorphenoxy)-Phenol).
Nennenswerte Ausnahme ist PVP-Jod (Poly(vinylpyrrolidon)-Jod-Komplex) [6], dessen
aktive und jeweils anorganische Bestandteile Jod und Silber sind.

Es gibt einige andere, weniger gebriuchliche, anorganische Antiseptika wie
Natriumhypochlorit (NaOCl) oder Wasserstoffperoxid-Losungen (H,0,) oder Ozongas (O;),
welches in der Zahnmedizin Anwendung findet [8]. Allerdings kommen diese Verbindungen
hauptséchlich als Desinfektionsmittel zum Einsatz, weil sie bereits in niedriger Konzentration
toxisch sein konnen — eine Eigenschaft, die ihre Anwendung als Antiseptikum ernsthaft
einschréankt. NaOCl ist beispielsweise eine der am hédufigsten verwendeten Komponenten in
Spiillosungen bei Wurzelbehandlungen, kann jedoch zu Vergiftung und Gewebszerstorung
fiihren, wenn es bei der Wurzeltherapie versehentlich in Periapikalgewebe injiziert wird [9].
H,0, ist gegen Bakterien ebenfalls ein zweischneidiges Schwert, da es zugleich das lebende
Gewebe verletzt [10]. Des Weiteren sind etliche Bakterien in der Lage, H,O, zu widerstehen,
da ihr Katalase-Enzym H,0, ziigig abbauen kann [11]. Somit kann neben der Toxizitit auch
die Resistenz zum Problem werden — sogar bei der Anwendung anorganischer
Desinfektionsmittel [5]. Aus diesem Grund ist es ratsam, ein Antiseptikum ohne diese
Probleme auszuwihlen. Wie gehen davon aus, dass Chlordioxid in dieser Hinsicht die richtige
Wahl darstellen konnte, zumal ClO, weitere Charakteristika aufweist, welche fiir antiseptische
Anwendungen von Vorteil sind. Wihrend der vergangenen rund zwanzig Jahre ist
Chlordioxid als neuartiges und beliebtes, anorganisches Desinfektionsmittel aufgetaucht.
Wegen seiner vorteilhaften Eigenschaften wird es auch als das ,,ideale Biozid* bezeichnet
[12]. Ungeachtet dessen werden ClO,-Losungen unseres Wissens nach nicht oft als
Antiseptikum verwendet. Der Grund dafiir ist, dass verfiigbare ClO,-Losungen mit anderen
Chemikalien, die bei ihrer Herstellung zum Einsatz kamen, mehr oder weniger kontaminiert
waren. Diese Kontamination bildete ein ernstes Hindernis fiir medizinische Anwendungen
wie zum Beispiel die Versorgung infizierter Wunden. Dank einer Erfindung [13] ist es
allerdings seit 2006 relativ leicht moglich, hochreine wissrige C10,-Losungen herzustellen.



Solche Losungen sind bereits kommerziell erhiltlich [14] und werden seit 2008 erfolgreich in
der Zahnmedizin eingesetzt [15]. Daher dringt sich die Frage auf, ob das ,,ideale Biozid* in
reiner Form zugleich auch das ,,ideale Antiseptikum® sein kann.

Ein solches ideales Antiseptikum sollte mehrere Kriterien erfiillen. Zuallererst sollte es sicher
sein: Es sollte ausschlieBlich lokal wirken, um die Gefahr einer systemischen Vergiftung zu
vermeiden, und auch im desinfizierten Bereich keine zytotoxischen Wirkungen mit sich
bringen. Insofern ist es ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit, eine verniinftige Antwort auf
folgende verbliiffende Frage zu finden: Wie kann der Kontakt mit und sogar das Trinken von
ClO,-Losungen fiir Tiere [16] und Menschen [17] praktisch unbedenklich sein, wenn die
gleichen wissrigen Losungen Bakterien, Pilze und Viren schnell und hochst effektiv téten?
Worauf beruht diese unerwartete Selektivitét?

Die im Ergebnis-Kapitel vorgeschlagene Antwort lautet wie folgt: Die Selektivitdt zwischen
Menschen oder Tieren und Mikroben basiert nicht auf deren unterschiedlicher Biochemie,
sondern auf deren unterschiedlicher Gré8e. ClO, in der Uberschrift als ,,groBenselektives®
antimikrobielles Mittel zu bezeichnen, hebt diese neue Art von Selektivitit hervor. Um zu
dieser Schlussfolgerung zu gelangen, wurde der ClO,-Transport durch Eiweimembranen
experimentell untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente wurden mittels des Reaktion-
Diffusions-Modells fiir den ClO,-Transport in einem reaktiven Medium evaluiert, um den
Diffusionskoeffizienten von ClO, sowie die Konzentration reaktiver Gruppen in einem
EiweiBmedium zu erhalten. Ausgehend von diesen Parametern der Abtdtungszeit, kann die
erforderliche Zeit berechnet werden, um ein Bakterium vollstindig mit CIO, zu fluten.
(Einzelheiten des Reaktion-Diffusions-Modells und die Herleitung der Formel, welche die
Abtotungszeit bestimmt, werden im Ergénzungsteil bereitgestellt.) Es wurde herausgefunden,
dass die typischerweise fiir das Toten einer Mikrobe notwendige Zeitspanne lediglich einige
Millisekunden betrédgt. Da ClO, eine recht fliichtige Verbindung ist, ist seine Kontaktdauer
(sein Verweilen auf der behandelten Oberfldche) auf einige Minuten begrenzt. Wihrend die
Verweildauer mit Sicherheit lang genug ist, um alle Bakterien auf der Oberfléche des
Organismus’ auszuschalten (mindestens drei Grolenordnungen lidnger als die Abtdtungszeit),
reicht sie fiir das ClO, nicht aus, um tiefer als einige Zehntelmillimeter einzudringen, und
kann einem Organismus, der deutlich groBer als ein Bakterium ist, demzufolge keinen
Schaden zufiigen.

Um zu illustrieren, dass diese Uberlegungen in der medizinischen Praxis Anwendung finden
konnen, zeigen wir einige Vorergebnisse erfolgreicher Behandlungen schlecht heilender
Wunden mit einer hochreinen ClO,-Losung.

Im Diskussions-Kapitel wird gezeigt, dass ClO, die fiir ein ortliches Antiseptikum
erforderliche Sicherheit und Effektivitdt mit sich bringt. AnschlieBend wird der chemische
Mechanismus der antiseptischen Wirkung von ClO, diskutiert und mit dem von hypochloriger
sowie hypoiodiger Sdure (HOCI und HOI) verglichen, welche ,,natiirliche* Antiseptika sind.
Diese hypohalogenigen Sduren werden von neutrophilen Granulozyten, der hdufigsten Art
weiller Blutkdrperchen bei Sdugetieren, verwendet, um Bakterien nach der Phagozytose zu
toten. Beide hypohalogenigen Séduren und auch ClO, attackieren Sulfhydryl-Gruppen, die eine
essenzielle Rolle im Lebensprozess aller lebenden Systeme spielen, beispielsweise in der
ATP-Synthese [18]. Das erklirt, weshalb Bakterien im endlosen Lauf der Evolution nicht im
Stande waren, eine Resistenz gegen HOCI auszubilden, und warum das Auftauchen ClO,-
resistenter Bakterienstimme ebenso wenig zu erwarten ist. Neben dieser Ahnlichkeit gibt es
allerdings auch bedeutende Unterschiede zwischen diesen Reagenzen, zum Beispiel ist Cl10O,
selektiver als HOCI. Zuallerletzt kann der Kreislauf in mehrzelligen Organismen einen
zusitzlichen Schutz gegen CIO, bieten.

Methoden

Physikalisch-chemische Methoden
Die Messung der ClO,-Permeation durch EiweiBmembranen



Die Geschwindigkeit des ClO,-Transports wurde mit Hilfe der Apparatur in Abbildung 1
durch zwei Arten von Eiweilmembranen ermittelt: Gelatine- beziehungsweise
Schweineblasenmembranen. Es ist von Vorteil, eine Membrangeometrie fiir die Experimente
auszuwihlen, weil das Problem dann ,,eindimensional® wird: Die Konzentration ist eine
Funktion von nur einer Raumkoordinate x, welche senkrecht zur Membran ist, und die
Verteilung der Konzentration kann angegeben werden mit c=c(x,t).

Riihrmotor Spritze mit 0,01 molarer Na,S,0,-Lésung
PVC-Halterung PTFE-Rohr
PTFE-Rohr saure KI-Losung mit Starkeindikator
oberer Teil der Glasapparatur Silikonkautschukmembran (nur fiir C1O,
durchléssig)
Gelatine- oder Schweineblasenmembran
unterer Teil der Glasapparatur ClO,-Gasschicht (oder gasformiges ClO,)
Riihrstab wissrige ClO,-Losung

Abbildung 1: Apparatur zur Bestimmung des ClO,-Transports durch Gelatine- oder
Schweineblasenmembranen.

Die beiden Glasteile der Apparatur werden von einem Klammerpaar zusammengehalten
(nicht abgebildet), welche von Klammerhaltern fixiert werden. Der aktive Querschnitt der
Membranen betrigt 28 cm?. Das Funktionsprinzip wird im Text erldutert.

Wie Abbildung 1 zeigt, befindet sich die Membran in einer horizontalen Position, und der
Transport von ClO, findet durch die Membran statt, welche von zwei horizontalen Ebenen
begrenzt wird. In unserer Berechnung bezeichnen wir x=0 und x=d, wobei d die Dicke der
Membran ist.

Auf beiden Seiten der Membran herrscht eine konstante Konzentration von Cl0O,. Wir haben
konstante Randbedingungen: c(0,t)=c, beziehungsweise c(d,t)=0. Zu Beginn des
Experimentes befindet sich kein ClO, in der Membran, die Ausgangsbedingung lautet:
¢(0<x<d,0)=0 (sieche Abbildung S1 im Erginzungsteil).

Obwohl die Unterseite der Proteinmembran keinen direkten Kontakt mit der fliissigen Schicht
hat, wiirde ein solcher Kontakt keinen Unterschied beziiglich des ClO,-Transports machen,
denn das chemische Potenzial von ClO, ist in der fliissigen und dampfformigen Schicht das
gleiche — wegen des durch kontinuierliches Riihren erzeugten Gleichgewichts zwischen
fliissiger und dampfférmiger Schicht.

Uber der Proteinmembran befindet sich eine Silikonkautschukmembran, um den Transport
von anderen Substanzen aufler ClO, zu blockieren. Silikonkautschuk ist au3erordentlich
durchléssig fiir Chlordioxid, aber praktisch undurchléssig fiir andere Reagenzen [13]. Auf
diese Weise kann der ClO,-Transport durch die Testmembran selektiv gemessen werden.

Beide Testmembranen hatten eine Dicke von 0,5 mm und einen Durchmesser von 10 cm. Der
Durchmesser der aktiven Fldche in der Apparatur betrug 6 cm, was einer aktiven Fliche von
28 cm? entspricht. Das Volumen der wissrigen Cl10O,-Losung betrug 40 ml, und die CIO,-
Konzentration lag etwa bei 1.000 ppm. (Der exakte Wert ist bei jedem einzelnen Experiment
aufgefiihrt.)

Nachdem das CIO, die Membranen durchquert hat, gelangt es in die obere wéssrige Losung.
Diese ist eine Mischung aus 10 ml Wasser, 2 ml 1 molarer Schwefelsdure, 1 ml 1 molarer KI
sowie 0,5 ml 0,01 molares Na,S,0;. Als Indikator werden zwei Tropfen 5%iger Stirkelosung
dazugegeben. Sobald ClO, die obere Losung erreicht, oxidiert es Jodid zu Jod, was im
Gegenzug durch das Na,S,0; zu Jodid zuriickreduziert wird, solange Thiosulfat im
Uberschuss vorhanden ist. Wenn allerdings alles Thiosulfat aufgebraucht ist, erscheint
plotzlich die schwarz-blaue Farbe des Stirke-Triiodid-Komplexes (Dark Burst). Die Zeitdauer
t, bis die gesamte Losung einheitlich schwarz wird (,,Black Burst®), wurde gemessen und mit
Hilfe der Spritze, wie in Abbildung 1 illustriert, weitere 0,5 ml Na,S,0,-Losung hinzu
gegeben. Die Zufuhr von Thiosulfat ldsst die schwarz-blaue Farbe umgehend verschwinden.



Wenn jedoch nach einer bestimmten Zeit ausreichend neues Cl10, durch die Membranen
transportiert wurde, erscheint sie erneut. Danach wurde der Kreislauf mit einer erneuten
Injektion von 0,5 ml Na,S,0,;-Losung wiederholt. Die Messergebnisse wurden in einem
Diagramm V=V(t) aufgetragen. Dabei ist t die Zeit des n-ten Dark Burst und V=nx0,5ml, also
das gesamte Volumen der vor dem n-ten Durchbruch (Black Burst) zugefiihrten Thiosulfat-
Losung.

Die Experimente wurden bei einer Labortemperatur von 24 °C mit einer Toleranz von 2 °C
durchgefiihrt.

Vorbereitung der Gelatinemembran

Um eine mechanisch starke Membran zu priparieren, wurde sie mit Filterpapier verstarkt und
die Gelatine mit Glutaraldehyd vernetzt. Da die Zellulose im Filterpapier nicht mit CIO,
reagiert, ist es ein inaktives Material, was unsere Experimente angeht.

10 ml der 10%igen wissrigen Gelatinelosung wurden bei Zimmertemperatur schnell mit 0,5
ml der 25%igen Glutaraldehydldsung gemischt und eine Scheibe Filterpapier (Durchmesser
10 cm) mit der Mischung getridnkt. Anschliefend wurde die Scheibe Filterpapier zwischen
zwel mit Polyethylenfolie beschichteten Glasscheiben platziert. Es wurden Abstandhalter
verwendet, um eine 0,5 mm dicke Membran herzustellen. Nach zwei Stunden Aushirtezeit
wurde die mit Filterpapier verstirkte Gelatinemembran aus der Form genommen und vor den
Messungen iiber Nacht in destilliertes Wasser getan.

Vorbereitung der Schweineblasenmembran

Fiir die Experimente wurden aus frei verkduflicher Schweineblase Membranscheiben mit 10
cm Durchmesser geschnitten und einen Tag lang bei 4 °C in destilliertem Wasser aufbewahrt,
um ihren Wassergehalt zu stabilisieren. Die Schweineblasenmembranen sind leicht
asymmetrisch: Die Oberfldche der einen Seite ist weicher als die andere. Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erzielen, wurde die Membran stets mit der weicheren Seite nach unten in der
Apparatur fixiert.

Methoden der Wundheilung
Ethische Erkldrung

Die ethische Zustimmung fiir das Protokoll und die Erlaubnis fiir das gesamte Programm
(KLO2-UCD-HU_2010) wurden vom ungarischen staatlichen Gesundheitsamt (ANTSZ)
ausgestellt, welches damit der Empfehlung des wissenschaftlichen Komitees ETT TUKEB
[19] folgte. Von allen Patienten wurde eine schriftliche Einwilligung eingeholt.

Die Behandlung chronischer Wunden mit wissriger C10,-Losung

Die verwendete Losung enthielt 300 ppm hochreines, in destilliertem Wasser gelostes ClO,
(Solumium Oral® [14]). Diese Losung wurde in einer braunen Flasche aufbewahrt, welche
mit einem Deckel fest verschlossen wurde, wenn sie nicht in Gebrauch war. Erst unmittelbar
vor der Anwendung wurde der Deckel durch einen Spriihkopf ersetzt. Im ersten
Behandlungsschritt wurde die Wunde vorsichtig mit der Losung bespriiht. (Der Kontakt mit
der Wunde bereitet kein Unbehagen, da die Wunde nicht brennt.) Als Néchstes wurde eine
Schicht nicht haftender Vaseline-Gaze zusammen mit drei Lagen normaler Gaze auf der
Wunde platziert. Diese Lagen wurden wieder mit C10,-Losung bespriiht, bis sie vollstidndig
feucht waren. Die Bandage wurde komplettiert mit drei weiteren Lagen trockener Gaze — zum
Teil, um das Verdunsten der aktiven Bestandteile zu verzdgern, zum Teil, um das Unbehagen
der Patienten ob des feuchten und kalten Verbandes zu verringern. Alle 24 Stunden wurde der
Verband gewechselt. Beim Entfernen der Bandage half ein behutsames Spriihen mit der
Losung, um die alte Gaze zu 19sen.

Ergebnisse



Unsere Ergebnisse betreffen die folgenden Themen: Erstens stellen wird die Membran-
Transport-Experimente vor und evaluieren diese, um

1) den Diffusionskoeffizienten D von ClO, in einem reaktiven Proteinmedium und

i1) die Konzentration der reaktiven Gruppen s, in diesem Medium

zu bestimmen.

Fiir die Evaluierung der Membran-Transport-Experimente verwendeten wir ein Reaktion-
Diffusions-Modell fiir den ClO,-Transport in einem Medium mit reaktiven EiweiBlen. Details
zu dieser Theorie sowie die mathematische Ableitung der in diesem Abschnitt verwendeten
Formeln werden im Ergénzungsteil bereitgestellt.

Ausgehend vom experimentell bestimmten D und s, errechnen wir Ty, , die Zeit in der ClO,
die Bakterien totet, sowie p, die Eindringtiefe von ClO, in menschliches Gewebe wihrend der
Wundbehandlung. Um zu belegen, dass unsere Theorie in der Praxis angewendet werden
kann, stellen wir zuletzt die Vorergebnisse einiger Wundheilungsexperimente vor.

Die ClO,-Permeation wurde durch Gelatine- und Schweineblasenmembranen gemessen. Die
Apparatur ist in Abbildung 1 des Methodenkapitels dargestellt.

ClO,-Permeation durch eine kiinstliche Gelatinemembran

Gelatine war unsere erste Wahl als Modellmaterial, weil wir den ClO,-Transport in einem
Proteinmedium mit bekannter Aminosidurezusammensetzung untersuchen wollten.
Schweinehautgelatine (Fluka 48719) enthilt lediglich zwei Aminoséduren, die mit C10,
reagieren konnen: Methionin (0,88 %) und Tyrosin (0,6 %) [20].

Abbildung 2: ClO,-Permeation durch Gelatinemembran als eine Funktion der Zeit t. Jeder
Punkt im Diagramm stellt einen ,,Black Burst* dar (sieche Methodenkapitel). V ist das
kumulative Volumen des 0,01 molaren Na,S,0;-Titrants, welches vor dem Burst dazugegeben
wird, und N ist die in der Zeit t durchgedrungene ClO,-Menge. T, ;=627 s und T,,=175 s sind
Zeitverzogerungen des ersten beziehungsweise zweiten Experiments. Die CIO,-
Ausgangskonzentration in der magnetisch geriihrten wissrigen Losung betrug 1360 ppm
(mg/kg) oder 20,1 mM.

Abbildung 2 zeigt die Resultate der zwei aufeinander folgenden Experimente, die mit der
gleichen Gelatinemembran durchgefiihrt wurden (vergleiche beide mit 1. und 2. Experiment
bezeichneten Kurven). Nach dem ersten Experiment wurde die Membran aus der Apparatur
genommen und bis zum zweiten Experiment fiir eine Stunde in destilliertem Wasser
aufbewabhrt.

Die Berechnung des CIO,-Diffusionskoeffizienten D und der effektiven ClO,-Konzentration,
bei der Gelatine-Substrate s, aufgebraucht werden

Abbildung 2 zeigt N, die kumulative, die Membran durchdringende C10,-Menge, als eine
Funktion der Zeit. Es ist ein iibliches Kennzeichen der beiden in Abbildung 2 dargestellten
Kurven, dass zwei charakteristisch unterschiedlich dynamische Abschnitte zu erkennen sind.
Im ersten Abschnitt ist die Menge des durchdringenden ClO, sehr klein, ehe die kumulative
ClO,-Menge nach einer schnellen Ubergangsphase linear ansteigt. Eine echte Dynamik kann
mit folgendem vereinfachten Modell annéhernd erreicht werden: Wihrend einer Wartephase
zu Beginn wird null Permeation angenommen. Aber unmittelbar danach tritt ein
kontinuierlicher Diffusionsfluss ein, womit die durchdringende Menge linear iiber die Zeit
ansteigt. Um ein derartig dynamisches Verhalten zu beschreiben, kann das Konzept der
»Zeitverzogerung® eingefiihrt werden: Es handelt sich um den Zeitpunkt, an dem die
Asymptote des linearen Abschnitts die Zeitachse schneidet [21].

Wenn wir die Asymptoten der korrespondierenden Kurven betrachten, ist die Zeitverzogerung
im ersten Experiment T, ,=627 s beziehungsweise T,,=175 s. Eine logische Erklidrung fiir
diese Abweichung ist, dass etwas ClO, durch die schnelle Reaktion mit Methionin und
Tyrosin in der Gelatine verbraucht wird. Das heilit, das Cl1O, kann nur durchbrechen,



nachdem es all diese hochreaktiven Aminoséureriickstdnde eliminiert hat. Im Fall des zweiten
Experiments tritt der Durchbruch eher ein, da der groBte Teil dieser Riickstdnde bereits
wihrend des ersten Experiments mit CIO, reagiert hat.

Wenn wir annehmen, dass die Reaktion im zweiten Experiment nur eine untergeordnete Rolle
spielt, begriindet sich die Zeitverzogerung ausschlieBlich durch Diffusion. Grob gesagt ist die
Diffusionszeitverzogerung jene Zeit, die notwendig ist, um einen stabilen
Konzentrationszustand innerhalb der Membran aufzubauen und die Membran mit C10O,
,»vollzufiillen*. Ausgehend von Abwigungen der Dimensionsanalyse (die Dimension des
Diffusionskoeffizienten ist die Linge zum Quadrat, geteilt durch die Zeit), kdnnen wir
erwarten, dass die Zeitverzogerung proportional zum Quadrat der Dicke und umgekehrt
proportional zum Diffusionskoeffizienten sein sollte. Das tatsdchliche exakte Resultat [21]
lautet, dass sich die Diffusionszeitverzogerung Ty, einer Membran mit der Dicke d wie folgt
berechnen ldsst:

Tpu=1/6xd%/D (1)
Daraus folgt unter der Voraussetzung T, ,= T,,=175 s, dass der CIO,-Diffusionskoeffizient D
in der Gelatinemembran ermittelt werden kann, da bekannt ist, dass d=0,5 mm. Das Ergebnis
lautet D=2 4x10° cm2s. D kann auch anders bestimmt werden — iiber den
Gleichgewichtsabschnitt (,,Steady State®). Der gleichméBige Cl1O,-Fluss ist der Anstieg der
Kurve in dem linearen Abschnitt. Und im zweiten Experiment J,=30 nmol/s. Dann kann das
Ficksche Diffusionsgesetz

J=AxDxAc/d 2)
zur Berechnung von D angewendet werden. Hierbei ist A=28,3 cm? der aktive Querschnitt der
Membran und Ac die Differenz der Konzentration zwischen den beiden Membranseiten.
Hinsichtlich unserer Randbedingungen Ac=c,=20,1x10" M erhalten wir D=2,6x10° cm2s™.
Die beiden unterschiedlichen Werte fiir D — einer iiber die Zeitverzogerung ermittelt, der
andere iiber das Gleichgewicht — stimmen einigermal3en iiberein und legen nahe, dass die
Zeitverzogerung 175 s in der Tat hauptsidchlich durch Diffusion verursacht wird und jegliche
Verzogerung durch chemische Reaktionen im zweiten Experiment vernachléssigbar ist. Auf
der anderen Seite wird die Zeitverzdgerung Ty, im ersten Experiment tiberwiegend durch die
Reaktion von ClO, mit den Aminosiureriickstinden (kurz ,,Substrate) in der Membran
erzeugt. Es ist wichtig zu verstehen, dass Ty, nichts mit der Langsamkeit der Reaktion zu tun
hat (da die Geschwindigkeitskonstanten der relevanten C10,-Aminosidure-Reaktionen relativ
groB} sind [22], [23], [24]), sondern auf den vorliegenden ClO,-Verbrauch durch die
Reaktionen innerhalb der Membran zuriickzufiihren ist, welche den Durchbruch verzogern.
Nehmen wir an, dass die Geschwindigkeit der chemischen Reaktionen durch den
diffusionsméBigen Transport des ClO, von einem Bereich, in dem bereits keine reaktiven
Aminosduren mehr sind, zu einem Bereich, in dem nichtreagierte Aminoséduren vorliegen,
begrenzt ist. Dann muss sich eine scharfe Reaktionsfront an der Grenze der beiden Bereiche
ausbilden (siehe Abbildung S1 im Erginzungsteil). Diese Front beginnt an einer Seite der
Membran und verbreitet sich mittels Diffusion langsam in der Membran, wobei Ty, die
Zeitdauer ist, in der sie auf der anderen Membranseite ankommt. Gemil der detaillierten
Herleitung im Ergéinzungsteil kann Ty, durch das so genannte parabolische
Geschwindigkeitsgesetz (siehe Gleichung (S12) im Ergénzungsteil) folgendermaf3en
angegeben werden:

Tru=1/2xs,/c,xd?/D (3)
Dabei ist s, die anfingliche effektive Substratkonzentration, sprich die volumenmaéBige
Kapazitit der Membran, ClO, zu verbrauchen, und c, ist die ClO,-Konzentration an der
Membrangrenze.

Wir substituieren den verlisslicheren Diffusionskoeffizienten D=2,6x10° cm2s™, den wir im
Gleichgewicht des zweiten Experiments ermittelt haben, und verwenden die Annahme, dass
Try= T1,=627 s, und konnen die effektive Substratkonzentration s, der Gelatinemembran
berechnen. Das Ergebnis: s,=26,2 mM.

ClO,-Permeation durch die Schweineblasenmembran

In diesem Experiment untersuchten wir, wie ClO, eine Schweineblasenmembran
durchdringen kann, welche ein relativ diinnes (in unserem Fall 0,5 mm dick) aber robustes



Tiergewebe ist. Es wurde die gleiche Apparatur wie bei der Gelatinemembran verwendet.
Und in Abbildung 3 sind die Experimentpunkte nach der gleichen Methode dargestellt.

Abbildung 3: ClO,-Permeation durch Schweineblasenmembran als eine Funktion der Zeit t.
V und N besitzen die gleiche Bedeutung wie in Abbildung 2. T, ,=2770 s, T, ,=586 s sowie
T15=226 s sind die Zeitverzdgerungen der Experimente, welche am ersten, zweiten
beziehungsweise dritten Tag durchgefiihrt wurden. Die ClO,-Ausgangskonzentration bei
diesen Experimenten betrug 946 ppm (14,0 mM).

Alle drei Messungen (angegeben als erster, zweiter und dritter Tag) wurden mit der gleichen
Schweineblasenmembran durchgefiihrt, jedoch an drei aufeinander folgenden Tagen. Die
Membran wurde zwischen den Experimenten tiber Nacht in destilliertem Wasser bei +4 °C
aufbewabhrt, die Experimente jedoch stets mit neuen Losungen begonnen.

Um die Reproduzierbarkeit unserer Messergebnisse zu iiberpriifen, wiederholten wir die
Messungen mit einer anderen Schweineblasenmembran, was nicht Teil der Abbildung ist.
Obgleich die neue Membran von einer anderen Schweineblase stammte und ihre
BlutgefaBstruktur entsprechend verschieden war, war die relative Abweichung zwischen den
beiden Messreihen tiberraschend gering: lediglich rund 10 %. (Die BlutgefaBstruktur der
Membran wird vor dem ,,Black Burst* als dunkles Netz sichtbar, weil die Durchlidssigkeit der
Membran durch diese Gefidlle etwas groBler ist.)

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass die Schweineblasenmembran sogar nach
dem dritten Experiment ihre Unversehrtheit und mechanische Festigkeit behielt. Das liegt
daran, dass ClO, selektiv mit bestimmten Aminosédureriickstinden des Proteins reagiert, aber
nicht die Peptidbindungen zerstort, wodurch die Primérstruktur des Proteins intakt bleiben
kann.

Die Berechnung des CIlO,-Diffusionskoeffizienten und der effektiven Konzentration der
Substrate, welche ClO, in der Schweineblase verbrauchen

Die Evaluierung der Ergebnisse wurde dhnlich durchgefiihrt wie im Fall der
Gelatinemembran. Es wurde angenommen, dass die Zeitverzogerung im dritten Experiment
T, ;=226 s eine einzig und allein auf Diffusion zuriickzufiihrende Zeitverzogerung T, ;=Tp,, ist.
Der Diffusionskoeffizient von ClO, in einer Schweineblasenmembran, errechnet unter der
obigen Annahme, betriigt D=1,84x10° cm2s™'. Dieser Wert stimmt gut mit D=1,80x10° cm?2s™'
tiberein — dem Wert, welcher aus dem Gleichgewichtsfluss J;=14,1 nmol/s des dritten
Experiments berechnet wurde.

Wie wir sehen, ist der Diffusionskoeffizient von CIO, in Schweineblasengewebe lediglich 30
% geringer als in der strukturlosen Gelatine. Das bestitigt unsere Annahme, dass die
Zellularstruktur des Schweineblasengewebes in Bezug auf den Diffusionstransport des C1O,
nicht besonders stark ins Gewicht fillt, da ClO, durch die externen und internen
Lipidmembranen der einzelnen Gewebezellen zu dringen vermag.

Allerdings gibt es eine wesentliche Abweichung zwischen der Schweineblase und der
Gelatine, was s, angeht, die effektive Substratkonzentration. Angenommen, die
Zeitverzogerung im ersten Experiment T, ;=2770 s ist auf die chemische Reaktion
zuriickzufiihren, T; =Ty, So erhalten wir aus (3) s,.=56 mM. Das legt nahe, dass die
Konzentration der reaktiven Komponenten im Schweineblasengewebe etwa zwei Mal hoher
ist als in Gelatine. Und dies ist ein verniinftiges Resultat, da tierisches Gewebe dichter ist und
nicht blol Methionin und Tyrosin enthélt wie Gelatine, sondern auch Cystein- sowie
Tryptophanriickstdnde. Wir mochten hinzufiigen, dass in den Messreihen, welche mit der
gleichen Membran durchgefiihrt werden, der Cl1O,-Gleichgewichtsfluss im ersten Experiment
stets kleiner ist als in den folgenden, obschon das Ausgangs-ClO, unveréndert bleibt. Dieser
Effekt ist bei einer tierischen Membran noch stirker (vergleiche den Anstieg im Experiment
des ersten Tages mit denen der anderen Tage). Dieses Phidnomen wird verstdandlich, wenn wir
davon ausgehen, dass einige Bestandteile, die, wenn auch nur langsam, mit dem ClO,
reagieren konnen, auch nach dem ersten ClO,-Durchbruch in der Schweineblase bleiben



konnen. Wie die Gleichung (S40) im Ergénzungsteil zeigt, kann der langsame CIO,-
Verbrauch dieser Bestandteile den kleinen aber stetigen Fluss erkldren, der quasi ein
Gleichgewicht darstellt. Der Umstand, dass diese Komponenten aus der Membran
verschwinden, nachdem sie liber Nacht in Wasser aufbewahrt wurde, legt nahe, dass sie
Reaktionsprodukte sind, die aus der Membran ausgewaschen werden konnen, oder
unbestdndige Zwischenprodukte, welche zerfallen.

Abschitzung der Abtotungszeit von Bakterien mittels zylindrischer und sphérischer
Geometrie

Wir gehen davon aus, dass ein Bakterium getotet wird, wenn sein Volumen mit ClO, geflutet
ist. Wenn wir die GroBe und die Form des Bakteriums kennen, benotigen zwei weitere
Parameter, um die Abtdtungszeit zu berechnen: den Diffusionskoeffizienten D von ClO,
sowie die effektive Konzentration s, der Substrate im bakteriellen Medium, welche CIO,
verbrauchen. In Ermangelung von Daten zu den Bakterien nehmen wir an, dass die Parameter
D und s, in der einzelnen Bakterienzelle dhnlich dem sind, was wir oben in tierischen
Zellverbidnden der Schweineblase gemessen haben. Eine weitere vereinfachende Annahme ist,
dass nur sphérische und zylindrische Bakterien betrachtet werden. Numerische Ergebnisse
werden fiir einen Durchmesser von 1 um ermittelt, was einer charakteristischen Lénge von
Bakterien entspricht. Mathematische Formeln fiir die Abtétungszeit sowie die Eindringtiefe
werden im Ergénzungsteil hergeleitet. In diesem Abschnitt werden lediglich die Ergebnisse
dieser Formeln vorgestellt, zusammen mit einigen qualitativen Erlduterungen ihrer
Bedeutung.

Es wird angenommen, dass die Haufigkeit der ,,C10,-Bakterium-Reaktion* auBerdem durch
die ClO,-Diffusion zu den schnell reagierenden Aminoséureriickstdnden in EiweiBmolekiilen
begrenzt ist, wie es im Fall der viel groBeren Membranen ist, so dass sich eine scharfe
Reaktionsfront von der Zellwand zum Zentrum des Bakteriums ausbreitet.

Intuitiv sollte die Abtotungszeit Ty, analog zu der durch eine chemische Reaktion
verursachten Zeitverzogerung Ty, in einer Membran sein. Denn dies ist jeweils die
erforderliche Zeitdauer, um das gesamte Volumen zu fluten und auszufiillen. Allerdings
konnen wir erwarten, dass der geometrische Faktor in Abhéngigkeit von der Form des
Bakteriums unterschiedlich sein sollte. Fiir ein zylindrisches Bakterium mit einem
Durchmesser d betrédgt die Abtotungszeit:

Ty c=1/16xs /cxd*D 4)
Siehe Gleichung (S18) im Ergénzungsteil. Und gemil der Gleichung (S24) im Erginzungsteil
gilt fiir ein sphérisches Bakterium mit einem Durchmesser d:

Ty s=1/24xs/c,xd*/D (5)
Wie wir sehen, sind (4) und (5) analog zu (3), auBler dass die geometrischen Faktoren fiir
einen Zylinder und fiir eine Kugel viel kleiner sind als fiir eine ebene Membran. Das ist ein
Indikator dafiir, dass die Oberfliche, von der aus der Diffusionsfluss startet, im Vergleich zu
dem zu flutenden Volumen bei diesen geometrischen Formen relativ grofer ist.

Wir substituieren die Schweineblasenparameter D=1,8x10° cm2s™ und s,=56 mM in die
Formeln (4) und (5). Zusammen mit der Cl10,-Konzentration, welche bei den
Wundheilungsexperimenten verwendet wird (siehe weiter unten), c =4,45 mM (Solumium
Oral®, 300 ppm), und unter Verwendung von d=1 ym erhalten wir die AbtStungszeit fiir ein
zylindrisches Bakterium mit einem Durchmesser von 1 ym:

Ty =44 ms.
Demgegeniiber betrigt die Abtotungszeit fiir ein sphérisches Bakterium mit einem
Durchmesser von 1 ym:

Ty s=2,9 ms.
Wie wir feststellen konnen, ist die Abtotungszeit fiir ein Bakterium wegen dessen geringer
GroBe nur einige Millisekunden. Selbst wenn s, die effektive Substratkonzentration eines
Bakteriums, eine Groflenordnung gréfer als von angenommen wire, wiirde die Abtotungszeit
weiterhin kleiner als 0,1 s sein. Andere Anndherungen in unseren Berechnungen wiirden die
tatsdchliche Abtotungszeit zu hoch einschitzen. Der CIlO,-Diffusionskoeffizient in der
Schweineblase wurde zum Beispiel bei 24 + 2 °C gemessen. Wenn ClO, zur Desinfektion von



lebendem menschlichem Gewebe verwendet wird, ist die Temperatur hoher. Demzufolge ist
der Diffusionskoeffizient groBBer und die Abtotungszeit noch kiirzer. Das Konzept der festen
Substrate ist eine weitere Approximation: Innerhalb eines Bakteriums treten auch mobile
Substrate wie Glutathion [25], freie Aminosduren sowie diverse Antioxidantien auf. Diese
kleinen Molekiile konnen ungehindert innerhalb des Bakteriums diffundieren.
Nichtsdestotrotz wire Ty, ; weiterhin ein brauchbarer, leicht groBerer Ndaherungswert, denn
die Mobilitit der Substrate kann die Zeitspanne nur verkiirzen, die das ClO, bendtigt, diese
Substrate zu erreichen und mit ihnen zu reagieren. Wenn die Abtotungszeit Ty, auBerdem
als die Zeit angesehen wird, wann die scharfe Front das Zentrum der Sphire oder die
Symmetrieachse eines zylindrischen Bakterium erreicht, wird sie mit Sicherheit iiberschitzt.
Denn es ist keinesfalls notig, alle verfiigbaren Substrate eines Bakteriums zu oxidieren, um es
zu toten. Es ist beispielsweise ausreichend, weniger als 40 % des Methioningehalts von
Kolibakterien zu oxidieren, um diese 100%ig zu toten [26].

Kontaktdauer und Eindringtiefe des ClO, in menschliche Haut oder Wunden

Wenn ein Organismus nicht in wissriger C10,-Ldsung eingetaucht ist, sondern die Losung
lediglich auf der Oberflidche angewendet wird wie zum Beispiel beim Desinfizieren von
Wunden, muss auch die Unbestindigkeit von ClO, beachtet werden. Die effektive
Kontaktdauer ist viel kiirzer, wenn ClO,-Losung anstatt wenig oder gar nicht fliichtiger
Desinfektionsmittel verwendet werden. Wenn eine Wunde mit drei feuchten und drei
trockenen Schichten von Gaze bedeckt wird, verdunsten nach unseren Berechnungen mehr als
80 % des ClO, wegen der enormen Fliichtigkeit des Cl1O, sowie der hohen spezifischen
Oberfldche der Gaze binnen einer Minute aus dem Verband. Um eine Obergrenze fiir die
Eindringtiefe in menschliches Gewebe zu erhalten, gehen wir aus diesem Grund von der
Annahme aus, dass die urspriingliche ClO,-Konzentration (c¢,=4,45 mM, Solumium Oral®) 60
s lang erhalten bleibt. Formalisiert ergibt sich die Kontaktdauer T y=60 s. Als nullte
Abschitzung nehmen wir erneut an, dass das menschliche Gewebe die gleichen D- und s,-
Werte wie das Schweineblasengewebe aufweist.

Unter Anwendung des parabolischen Geschwindigkeitsgesetzes (siehe Gleichung (S13) im
Ergédnzungsteil, wo t= Toy) kann die Eindringtiefe p berechnet werden:

p=v2¢,DXT oS, (6)
P(Teon=060 s)=41,5 ym. Wir merken an, dass (6) direkt aus (3) hergeleitet werden kann, wenn
klar ist, dass fiir unser gegenwirtiges Problem d=p und Tyy=T oy gilt.

Dessen ungeachtet sollte die tatsédchliche Eindringtiefe in lebendes Gewebe — egal ob dessen
Oberfldche eine Wunde oder intakte menschliche Haut ist — geringer sein als die obige
Annéherung. Der Grund hierfiir liegt in der kapillaren Durchblutung, welche im lebenden
Gewebe besteht, nicht aber im toten Gewebe der Schweineblasenmembran, die wir bei
unseren Messungen benutzten. Das Serum in den BlutgefidB3en und ebenso die extrazellulidre
Fliissigkeit enthalten viele Bestandteile, die schnell mit C1O, reagieren konnen. der
Fliissigkeitstransport dieser reaktiven Komponenten in den Blutkapillaren der Dermis [27]
kann eine begrenzte Reaktionsmittelkonzentration in der Region aufrechterhalten. Dann kann
der diffusive Transport dieser Reaktionsmittel von der Dermis nach aufen in die Epidermis
[27] die sich nach innen ausbreitende Reaktionsfront abhalten, einen Gleichgewichtszustand
aufzubauen.

Des Weiteren sollte das C10, im Fall intakter menschlicher Haut zuerst durch die Hornhaut
[28] dringen, jene 10-40 ym dicke duBlerste Schicht der Epidermis, die aus mehreren
Schichten toter Zellen besteht. Diese keratindse Schicht bildet eine Schutzschicht, um das
darunter liegende Gewebe vor Infektion, Austrocknung und Chemikalien zu beschiitzen. Der
Diffusionskoeffizient von ClO, in diese Schicht sollte im Vergleich mit dem darunter liegende
Gewebe wesentlich geringer sein.

Wie wir sehen konnen, betrigt die Eindringtiefe in menschliche Haut, auch wenn wir die
Durchblutung vernachlissigen, nur einige Zehntelmikrometer. Eine derart oberflachliche
Penetration kann menschliche Gewebe nicht wirklich schiddigen. Auf der anderen Seite



tibersteigt diese kurze Einwirkzeit die Abtotungszeit dennoch um mehrere GroBenordnungen,
Teon>>TkiL, Was ein notwendiges Kriterium fiir eine erfolgreiche Desinfizierung darstellt.

Therapeutisches Fenster

Die obigen Formeln und Berechnungen legen die Vermutung nahe, dass der Desinfektion von
lebendem Gewebe mit wissriger C10,-Losung ein groBes therapeutisches Fenster offen steht:
Wihrend iiberraschend niedrige Konzentrationen und kurze Einwirkzeiten geniligen, um
Bakterien zu toten, sind deutlich hohere Konzentrationen und ldngere Einwirkzeiten weiterhin
sicher in der Anwendung.

Es gibt nur eine nennenswerte Ausnahme: Das Inhalieren von ClO,-Gasen in hoher
Konzentration iiber eine ausgedehnte Zeitspanne kann fiir die menschliche Gesundheit
schidlich sein, da die Alveolarmembran duBerst diinn ist (bloB 1-2 ym und an manchen
Stellen sogar weniger als 1 ym). Die Wirkung von ClO, auf diese Membranen wird allerdings
von der dort intensiven Durchblutung ein Stiick weit ausgeglichen.

Behandlung von schlecht heilenden Wunden mit einer verdiinnten Cl1O,-Lésung

2011 wurde ein medizinisches Forschungsprogramm in zwei ungarischen Krankenhéusern
bewilligt, um zu testen, wie sicher und wirksam CIO, als lokales Antiseptikum ist. Ein Ziel
war es unter anderen, Wunden, die auf andere Weise nicht heilten, mit einer verdiinnten
hochreinen Chlordioxidlosung (300 ppm, Solumium Oral®) zu versorgen. Bis heute wurden
tiber 50 Patienten mit chronischen Wunden erfolgreich behandelt. Die nachfolgenden drei
Abbildungen sind Vorergebnisse aus einem lidngeren und detaillierteren Bericht, dessen
Vorbereitung in Arbeit ist. Ein bakterielles Spektrum, welches zu jeder Abbildung gehort, ist
in Tabelle S3 im Erginzungsteil zu finden.

Abbildung 4, Patient I:

65-jdhrige Patientin, die vor einigen Jahren an tiefer Venenthrombose litt. Sie wurde gegen
ein wiederholt auftretendes Geschwiir behandelt und in diesem Zustand ins Krankenhaus
eingewiesen.

a) 8. November 2011: Zustand bevor die Behandlung mit Solumium-Ldsung angefangen
wurde.

b) 19. November 2011: Zustand wéhrend der Behandlung — Reinigung und Granulation der
Wunde sind deutlich erkennbar. Der nekrotische Biofilm ist verschwunden. Von diesem
Zeitpunkt an wurde der Wundverband auch mit flexiblen Wickeln abgeschlossen.

¢) 25. November 2011: Neben der Wundgranulation hat am Rand auch die Epithelialisation
angefangen.

d) 7. Dezember 2011: Die Epithelialisation ist weiter vorangeschritten und das Geschwiir fast
vollstindig abgeheilt.

Abbildung 5, Patient II:

60-jahrige Frau, deren schwerer Diabetes seit Jahren mit Insulin behandelt wurde. Sie wurde
ins Krankenhaus eingeliefert und an den eiternden und nekrotischen Zehen operiert, was an
der FuB3basis Neuropathie und Angiopathie ausgebildet hatte.

a) 16. Januar 2012: Das Bild zeigt den Zustand nach der Entfernung der Zehen und der
Resektion von toter Haut und subkutanem Gewebe. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
Behandlung mit Solumium-Losung gestartet.

b) 28. Februar 2012: Nach der Granulation der Wunde wurde sie mit einem mittelmaBig
dickem Hautlappen bedeckt und die Behandlung mit Solumium-L&sung fortgesetzt.

c¢) 17. September 2012: der geheilte Zustand. (Die eigentliche Wundheilung war deutlich eher
abgeschlossen. Das Foto wurde spéter gemacht, als die Patientin zur Nachuntersuchung ins
Krankenhaus kam.)

Abbildung 6, Patient I11:

52-jahriger Mann mit Diabetes, welcher mit Tabletten behandelt wurde. Im April 2012 erlitt
er einen Verkehrsunfall. Unter der Haut des Beines bildete sich ein ausgedehntes eitriges
Hématom. Zudem wurde das die Muskeln bedeckte Bindegewebe nekrotisch.



a) 15. Mai 2012: Das Bild zeigt den Zustand nach der chirurgischen Untersuchung, bei
welcher das nekrotische Gewebe herausgeschnitten wurde. Die Wunden wurde offen gelassen
und die Behandlung mit Solumium-Ldsung gestartet.

b) 17. Mai 2012: Situation wihrend der Behandlung — der Wundgrund fingt zu granulieren
an.

¢) 16. Juni 2012: Nach der Reinigung der unteren Wunde konnte sie mittels Direktnaht
geschlossen werden. Die obere Wunde, welche ebenfalls aufklarte und granulierte, wurde mit
einem mittelméfBig dicken Hautlappen bedeckt, welcher vom Oberschenkel entnommen
wurde. Die Solumium-Behandlung wurde fortgesetzt.

d) 27. August 2012: der geheilte Zustand. (Die eigentliche Wundheilung war deutlich eher
abgeschlossen. Das Foto wurde spéter gemacht, als der Patient zur Nachuntersuchung ins
Krankenhaus kam.)

Die Vorergebnisse belegen, dass wissrige Cl10,-Losung zur Heilung chronischer Wunden
verwendet werden kann. Um die Leistungsfihig von ClO, mit anderen Antiseptika zu
vergleichen, bedarf es weiterer Studien, was auch vorgesehen ist. Trotzdem macht es Mut,
dass alle behandelten Patienten gesund wurden und ClO, bei keinem Patienten eine
entziindliche Reaktion verursachte.

Diskussion

In diesem Abschnitt setzen wir uns zuerst mit der Frage auseinander, ob CIO, als ein
»exotisches* oder viel versprechendes Antiseptikum angesehen werden sollte, das ein bei der
Behandlung lokaler Infektionen iibliches Antiseptikum werden kann. Zu diesem Zweck
werden Sicherheits- und Wirksamkeitserfordernisse fiir ortliche Antiseptika
zusammengetragen, um zu priifen, ob ClO, diesen Anforderungen im Vergleich zu anderen
Antiseptika gentigen kann.

Danach wird ein biochemisches Wirkprinzip diskutiert, welches die antiseptische Wirkung
von ClO, erklart und partielle Ubereinstimmungen mit den Wirkprinzipien von hypochlorigen
sowie hypoiodigen Sduren aufweist. Diese ,,natiirlichen* Antiseptika reagieren unter anderem
wie CIO, mit Sulthydryl-Gruppen (SH-Gruppen). Aber ihre Reaktionsprodukte konnen
abweichend sein. Die Bedeutung dieses Unterschiedes sowie die Schutzfunktion der
Sulthydryl-Gruppen und des Blutkreislaufs im mehrzelligen Organismus werden ebenfalls
diskutiert.

Sicherheits- und Wirksamkeitserfordernisse fiir ein ortliches Antiseptikum

Ein lokales Antiseptikum, welches als sicher angesehen werden soll, muss die folgenden
Anforderungen erfiillen:

1) Es sollte nur ortlich wirken, um eine systemische Vergiftung auszuschlieBen.

i1) Es sollte den Heilungsprozess nicht verhindern oder verzogern, das heifit es sollte nicht
zytotoxisch sein.

Und um als wirksam angesehen zu werden,

ii1) sollte es in relativ geringer Konzentration und sogar in Biofilm wirksam sein. (Biofilm ist
von medizinischer Bedeutung, da er fiir mehr als 80 % der mikrobiellen Infektionen im
Korper verantwortlich ist [29]).

iv) Mikroben sollten nicht in der Lage sein, eine Resistenz dagegen zu entwickeln (ein
Problem im Zusammenhang mit dem biochemischen Wirkprinzip).

Wie die dargestellten Ergebnisse zeigten, erfiillt C10, als groenselektives Antiseptikum die
Anforderungen 1) und ii). Somit werden hier die Kriterien iii) sowie iv) abgehandelt.

Vergleich der Biozid-Wirkung von ClO, mit der anderer Antiseptika (Kriterium iii)
Das stirkste keimtotende chemische Mittel in freien wiéssrigen Losungen ist Ozon. In Biofilm

ist die Wirksamkeit von Ozon allerdings eher schwach. Obendrein ist Ozon giftig und zerfillt
rasch in wissrigen Losungen. (Seine Halbwertzeit bei 25 °C und einem pH-Wert von 7,0



betrigt lediglich 15 min.) Alle diese unvorteilhaften Eigenschaften von Ozon verhindern in
den meisten Féllen seine Verwendung als Antiseptikum.

Das nach Ozon zweitstédrkste Entkeimungsmittel ist Chlordioxid. Tanner [30] fiihrte
vergleichende Tests von elf Desinfektionsmitteln an drei Testorganismen durch
(einschlieBlich zweier Bakterien — Staphylococcus aureus sowie Pseudomonas aeruginosa —
eine Hefe: Saccharomyces cerevisiae). Er fand heraus, dass das Desinfektionsmittel mit CI1O,
die grofte Biozid-Wirkung gegen die Testorganismen hatte. ClO, zeigte neben den
antibakteriellen und antimykotischen Eigenschaften auch eine starke antivirale Wirkung —
etwa zehn Mal stéirker als Natriumhypochlorit [31]. Und es schaltete praktisch alle Mikroben
aus, einschlieBlich Algen, tierisches Plankton [32] sowie Urtierchen [33].

Dariiber hinaus vermag ClO, Biofilm prompt zu entfernen, weil es leicht in Wasser 16slich ist
und im Gegensatz zu Ozon nicht mit den extrazelluldren Polysacchariden des Biofilms
reagiert. Somit kann ClO, schnell in Biofilm eindringen und die dort lebenden Mikroben
toten.

Die Unmoglichkeit einer bakteriellen Resistenz gegen ClO, (Kriterium iv)

ClO, ist ein starkes wiewohl selektives Oxidationsmittel. Anders als bei anderen Oxidantien
reagiert es nicht (oder duflerst langsam) mit den meisten organischen Bestandteilen von
lebendem Gewebe. CIlO, reagiert allerdings recht ziigig mit Cystein [22] und Methionin [34]
(zwei schwefelhaltige Aminosduren), mit Tyrosin [23] und Tryptophan [24] (zwei
aromatische Aminoséuren) sowie mit den zwei anorganischen Ionen Fe** und Mn**. Es wird
allgemein angenommen, dass sich die antimikrobielle Wirkung von ClO, hauptséichlich durch
seine Reaktionen mit den oben genannten vier Aminoséduren beziehungsweise ihren
Riickstdnden in Proteinen und Peptiden begriindet. Aus der Peptidgruppe muss unbedingt
Glutathion erwihnt werden — ein kleines, Cystein enthaltendes Tripeptid —, welches ein
wichtiges Antioxidationsmittel in Zellen mit einer intrazelluldren Konzentration von 0,1-10
mM [35] ist.

Die Gruppe um Margerum [22], [23], [24] berichtete bei 25 °C und einem pH-Wert von 7,0
von der folgenden Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung: Cystein 1x10’ M's™ >>
Tyrosin 1,8x10° M''s" > Tryptophan 3,4x10* M's™. Es ist leicht zu sehen, dass Cystein wegen
seiner Thiol-Gruppe die bei Weitem reaktivste Aminosédure ist. Da die oben erwéhnten vier
Aminosduren und insbesondere Cystein und biologische Thiole eine entscheidende Rolle in
allen lebenden Systemen einschlieBlich Mikroben spielen, ist es fiir jede Mikrobe unmdéglich,
eine Resistenz gegen Chlordioxid auszubilden.

Als bedeutsame Analogie konnen wir erwihnen, dass es Bakterien auch noch nie gelungen ist,
eine Resistenz gegen hypochlorige Sdure (HOCI) zu entwickeln, welche ein wichtiges
natiirliches Antiseptikum ist und seit Jahrmillionen von Neutrophilen verwendet wird.
Neutrophile, eine Art weille Blutkdrperchen, sind Phagozyten, die umflossene Mikroben
toten, indem sie diverse hydrolytische Enzyme sowie hypohalogenige Sduren, vornehmlich
HOCI verwenden [36], [37]. Auf dieser Grundlage verwendeten Robson und Kollegen HOCI
als eine Art ,,natiirliches* Wundpflegemittel [38], [39]. Daher ist es plausibel,
Wirkmechanismen und andere Eigenschaften von C1O, und HOCI als antiseptische Mittel
miteinander zu vergleichen.

Der Vergleich von ClO, und HOCI als potenziell antiseptische Mittel

HOCI reagiert wie CIO, ziigig mit Aminosédureriickstdnden von Methionin und Cystein,
welche Schwefel enthalten — die Geschwindigkeitskonstante (bei 22 °C und einem pH-Wert
von 7 4) betriigt 3,8x10" M''s™ beziehunﬁgsweise 3,0x10’ M's™ — und ebenso mit Tryptophan
(1,1x10* M''s ™) und Tyrosin (44x10° M''s™") [40]. Trotzdem reagiert HOCI anders als C1O,
schnell mit vielen anderen Aminoséureriickstinden, sogar mit Peptid-Bindungen [40] und
etlichen weiteren Bestandteilen wie Kohlenhydrate, Lipide, Nukleinbase sowie Amine [41].



Die wichtige Ahnlichkeit zwischen HOCI und CI10, besteht offensichtlich in der schnellen
Reaktion der beiden mit der SH-Gruppe von Cystein. Das ist bedeutsam, da angenommen
wird, dass die Beseitigung der ATP-Synthese und das Téten von Bakterien durch HOCI an
deren Reaktion mit Sulthydryl-Gruppen liegt [18]. Es ist eine logische Annahme, dass auch
ClO, die ATP-Synthese stoppen kann, da es mit genau denselben SH-Gruppen reagiert wie
HOCI.

Allerdings gibt es zugleich wichtige Unterschiede zwischen HOCI und ClO,:

1) HOCl ist weit weniger spezifisch und reagiert schnell mit zahlreichen anderen Substraten.
Bakterien mit HOCI zu t6ten, erfordert aus diesem Grund mehr Reagenz als mit CIO,.

i1) Wihrend ClO, aus seiner wissrigen Losung schnell verdunstet und Bakterien auch im
gasformigen Aggregatszustand erreichen und téten kann — beispielsweise mittels Luftblase,
die den Zahnwurzelkanal blockiert [42] —, ist die Verdunstung von HOCI unerheblich klein.
Demzufolge bleibt HOCI lange im desinfizierten Bereich, auch wenn bereits alle Bakterien
getotet sind, was dort zu Entziindung fiihren kann [43].

i11) HOCl ist ein stdrkeres Reagenz und ruft irreversiblen Schaden hervor. Zum Beispiel
oxidiert C10, Glutathion (GSH) hauptsichlich zu Glutathiondisulfat (GSSG) [22], was
wiederum leicht und auf natiirliche Weise im Korper zu GSH reduziert werden kann.
Andererseits kann HOCI Disulfid-Bindungen attackieren und GSH iiberwiegend zu
Glutathionsulfonamid (GSA) [44] oxidieren, was zum unumkehrbaren Verlust von zelluldirem
GSH fiihrt.

Sulthydryl-Gruppen und Durchblutung konnen mehrzellige Organismen gegen irreversible,
von ClO, zufiigte Schidigungen schiitzen

Wie bereits erwihnt hat die Reaktion von ClO, mit der SH-Gruppe die hochste
Geschwindigkeitskonstante unter den ClO,-Aminosdure-Reaktionen. (Cystein oder GSH [22]
reagieren etwa 50 Mal schneller als das zweitplatzierte Tyrosin.) Solange SH-Gruppen
vorliegen (iiberwiegend in Form von GSH), reagieren diese umgehend mit C10, und
bewahren folglich andere Aminoséureriickstdnde vor oxidativen Schéden. Auflerdem kann die
Oxidation von SH-Gruppen zu Disulfid-Bindungen umgekehrt werden. Miiller und Kramer
[45], [46] haben ein interessantes Beispiel vorgestellt. Sie fanden heraus, dass die
zytotoxische Wirkung von Providon-Iodin nach 30-miniitigem Kontakt mit Mause-Fibroblast
nur tempordr war, nachdem eine 24-Stunden-Kultur ohne das Antiseptikum eine unerwartete
Revitalisierung des Fibroblasts zeigte [45].

Laut Winterbourn und Kollegen [47] oxidiert HOI (das reaktive Hydrolyseprodukt von Jod)
auch GSH zu GSSG, jedoch nicht zu GSA. Diese Parallele zwischen reversiblen HOI-GSH-
sowie ClO,-GSH-Reaktionen wirft die Frage auf, ob eine analoge Revitalisierung auch im
Fall von ClO, moglich sein konnte. Diese Frage ist umso berechtigter, seit Ratten in einigen
Tierexperimenten [16] 90 Tage lang Wasser tranken, welches 200 ppm ClO, enthielt, ohne
dass sie irgendwelche Magen-Darm-Probleme entwickelten. In diesen Experimenten muss
wohl das gesamte ClO, mit dem Tiergewebe reagiert haben, denn aus dem Magen der Ratten
kann es nicht verdunsten. Fiir die Interpretation dieses Ergebnisses macht es Sinn, davon
auszugehen, dass SH-Gruppen durch den Blutkreislauf der Nagetiere transportiert wurden und
die Epithelzellen im Magen-Darm-Trakt vor einer unumkehrbaren Oxidation durch C10O,
schiitzten.

Oberhalb eines bestimmten Limits, wenn ein zu hoher Prozentsatz der schiitzenden SH-
Gruppen bereits oxidiert wurde, konnte Cl0, allerdings den Eiweil3strukturen héherer
Ordnung irreversible Verdnderungen beibringen, indem es Tyrosin- und
Tryptophanriickstédnde oxidiert [48]. Das wiirde mit Sicherheit mit den Bakterien auf der
Oberfliche eines infizierten Gewebes geschehen, da ihre GSH-Zufuhr [26] durch CIO, enorm
schnell erschopft wiirde. Sdugerzellen unterhalb der Oberflache konnten allerdings durch die
Hilfe des Blutkreislaufs iiberleben, der schiitzendes Sulthydryl und andere reduktive
Komponenten zu den Zellen transportiert, was diese kontinuierlich repariert oder sogar
revitalisiert.



Somit gibt es neben ihrer Grofe einen weiteren gewichtigen Unterschied zwischen einzelligen
und komplexeren, mehrzelligen Organismen: Es ist der Blutkreislauf, welcher den Zellen
eines mehrzelligen Organismus’ helfen kann zu iiberleben, wohingegen diese Art von Hilfe
fiir ein Bakterium nicht verfiigbar ist.

Schlussfolgerung

Chlordioxid ist ein groenselektives antimikrobielles Mittel, welches mikrometergrof3e
Organismen im Handumdrehen tdten kann. Aber deutlich groleren Organismen wie Tieren
oder Menschen kann es keinen wirklichen Schaden zufiigen, da es nicht in der Lage ist, tief in
das lebende Gewebe einzudringen. Auflerdem stellt der Blutkreislauf mehrzelliger
Organismen einen zusitzlichen Schutz dieser Organismen vor ClO, dar.

Das prognostizierte sperrangelweite therapeutische Fenster der C1O,-Konzentration bei
antiseptischen Anwendungen wurde mit viel versprechenden Ergebnissen in Experimenten
der Wundheilung getestet. Diese Resultate sind allerdings vorldufiger Art — es bedarf
detaillierter experimenteller Untersuchungen, um hochreine wissrige ClO,-Lésungen mit
anderen Antiseptika zu vergleichen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, derartige Studien zu
initiieren — verbunden mit der Hoffnung, CIO, in Zukunft bei der Behandlung lokaler
Infektionen anwenden zu konnen, insbesondere wenn das Problem einer bakteriellen
Resistenz vorliegt.
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Ergénzende Informationen

Reaktion-Diffusions-Modell fiir den Transport von CIO, in einem Medium, welches reaktive
Proteine enthélt

Eine allgemeine Reaktion-Diffusions-Gleichung fiir CIO,

Die folgende partielle Differenzialgleichung (im Allgemeinen Reaktion-Diffusions-Gleichung
genannt') gilt fiir die lokale C10,-Konzentration ¢ (c ist eine Funktion der Zeit t und der
Raumkoordinaten), wenn ClO, durch ein Medium diffundiert, welches diverse Bestandteile
enthilt, mit denen es reagieren kann:

Ich lasse alle komplizierten Gleichungen/Formeln weg, da es dabei nichts zu
tibersetzen gibt und ich zum Beispiel gar keinen Bruchstrich in Word darstellen kann.
S

Die Gleichung (S1) d¢/dt ist die Zeit, abgeleitet von der lokalen ClO,-Konzentration. R; ist
das Maf} des ClO,-Verbrauchs in Abhédngigkeit zur i-ten Reaktion am selben Ort. N ist die
Anzahl der verschiedenen, ClO, verbrauchenden Reaktionen. D ist der Diffusionskoeffizient
des C1O, im Medium. Und AZc ist der Laplace-Operator von c, welcher das dreidimensionale
Descartsche Koordinatensystem mit den Raumkoordinaten x, y und z anwendet und in
folgender Form geschrieben werden kann:

(82)
Gleichung (S1) ist eine Bilanzgleichung fiir Cl1O,, wobei die nacheinander folgenden Terme
auf der rechten Seite fiir die erkung der chemischen Reaktionen und des
Diffusionstransportes stehen'.

Eine vereinfachte Reaktion-Diffusions-Gleichung fiir C10, — die effektive
Substratkonzentration

Wie schon zuvor besprochen wurde, existieren vier verschiedene Aminoséduren und
Aminoséaureriickstinde, mit denen CIO, schnell reagieren kann. In lebendem Gewebe
hingegen gibt es sogar noch mehr chemische Komponenten?, welche mit ClO, reagieren
konnen — langsamer, aber immer noch messbar. Ein simples Modell vermag nicht, alle CIO,
reduzierenden Substrate eines komplexen biologischen Systems individuell zu erfassen. Um
das Modell zu vereinfachen, wird das Konzept der effektiven Substratkonzentration s
eingefiihrt, welche fiir die lokale Kapazitit aller verschiedenen Substrate in integrierter Form
steht, C10O, zu reduzieren.

Um s zu bestimmen, nehmen wir die Stochiometrie der i-ten Reaktion (die Reaktion des i-ten
Substrats mit CIO,) in folgender vereinfachter Form:

vixClO,+SOtrdge Produkte (R1)
Der stochiometrische Koeffizient v, zeigt, wie viel Mol ClO, von einem Mol S, reduziert
werden konnen. Wenn das Substrat wie zum Beispiel Cystein eine Sulfhydryl- oder Thiol-
Gruppe enthilt, konnen wir die stochiometrische Gleichung fiir eine ziigige
Ausgangsreaktion? bei einem pH-Wert von etwa 7,0 wie folgt festhalten:

2 ClO, +2 CSHOCSSC +2 ClO, +2H"  (R2)
CSH steht dabei fiir Cystein, und CSSC ist sein Oxidationsprodukt — ein Disulfid namens
Cystin. (Eines seiner Produkte Cl1O," (Chlorit) ist genau genommen ein Zwischenprodukt, da
es weiter mit Cystein reagieren kann, wenngleich sechs GroBenordnungen langsamer als im
ersten Schritt der C10,/CSH- Reaktion® .) Wenn wir folglich nur die schnelle Aus gangsreaktlon
betrachten, so ist veg;=1, denn 1 mol CSH reduziert in (R2) 1 mol ClO,. Fiir Tyrosin® und
Tryptophan* wiirde sich vereinfacht ergeben Viyr=Vrp=2. Aber auch bei diesen einfachen
Fillen mit relnen Aminosduren konnte es sich in Folge paralleler und aufeinander folgender
Reaktionen™*’ schwierig gestalten, v sehr exakt zu berechnen, ganz zu schweigen davon,
wenn diese Aminosduren Riickstdnde in Proteinen oder Peptiden wiren.

Fiir die Definition von s ist es jedoch ausreichend anzunehmen, dass ein solcher
stochiometrischer Koeffizient fiir jede Komponente existiert. Dann kann s, die effektive



Substratkonzentration des Mediums, als gewichtete Summe der jeweiligen
Substratkonzentrationen s; bestimmt werden, wobei v, die Rolle des ,,Gewichtsfaktors* spielt:

(S3)
Als weitere Vereinfachung nehmen wir des Weiteren an, dass R;, das Maf} der C10,-
Reduktion in Folge der i-ten Reaktion, als bilineare Funktion von s, und c dargestellt werden
kann:

(S4)
Dabei ist k; die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der i-ten Reaktion. Somit gehen
wir davon aus, dass die Geschwindigkeit der C10,-Substrat-Reaktion von einer Kinetik
zweiter Ordnung geprégt ist. Diese Annahme ist fiir Cystein-, Tyrosin- sowie
Tryptophansubstrate mit Bestimmtheit korrekt, wie die Margerum-Gruppe zeigte3’4’5 LAls
Nichstes fiihren wir per Definition eine ,,effektive Geschwindigkeitskonstante k ein:

(S5)
Die Gleichung (S1) erhilt folgende einfache Form:

(S6)

Vereinfachte Gleichgewichtsgleichungen fiir gebundene Substrate

Wir setzen voraus, dass alle Substrate im Medium gebunden sind und lediglich ClO, in der
Lage ist zu diffundieren. Diese Annahme ist vertretbar, wenn das Reaktion-Diffusions-
Medium (RD) menschliches oder tierisches Gewebe mit zellularer Struktur ist.
Aminosaurertickstinde sind fiir gewohnlich Teile groerer EiweiBmolekiile, deren Diffusion
duferst langsam vonstatten geht. Kleinere Peptide, insbesondere Glutathion, sowie freie
Aminosduren konnen diffundieren — jedoch nur innerhalb einer Zelle, da die duflere
Zellmembran fiir sie undurchdringlich ist. Hinsichtlich des weit reichenden Transports durch
tierisches oder menschliches Gewebe konnen somit auch die kleinen Substrate als gebunden
angesehen werden. Daher lautet die allgemeine Reaktion-Diffusions-Gleichung fiir ein
Substrat:

(§7)
Da D;=0, kann sie vereinfacht werden:

(S8)
Wenn wir beide Seiten der Gleichung (S8) mit v; erweitern und dann alle Arten dieser
Gleichungen zusammenfassen, erhalten wir die Gleichgewichtsgleichung fiir die effektive
Substratkonzentration:

(89)
Wenn das Medium hochreaktive SH-Gruppen in signifikanter Konzentration enthalt, 1dsst sich
beweisen, dass (S6) und (S9) weiter vereinfacht werden konnen: Die Form der Gleichungen
bleibt bestehen, jedoch kann die effektive Geschwindigkeitskonstante ndherungsweise
bestimmt werden:

(S10)
Dabei steht kg, fiir die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion von C1O, mit den SH-
Gruppen, und die effektive Substratkonzentration lautet:

(S11)
ssy 15t dabei die Konzentration der Sulfhydryl-Gruppen im entsprechenden Medium.

Niaherungsweise Losungen der vereinfachten Reaktion-Diffusions-Gleichungen

Sobald die vereinfachten RD-Gleichungen als Ausgangspunkt akzeptiert wurden, besteht der
néchste logische Schritt darin, eine Losung fiir diese Gleichungen zu finden, das heif3t die
Funktionen c=c(t, X, y, z) und s=s(t, X, y, z) unter Beriicksichtigung der gegebenen Ausgangs-
und Randbedingungen zu finden. Exakte analytische Losungen fiir nichtlineare partielle
Differenzialgleichungen zu finden, ist gewohnlich nicht méglich. Und wir wollten in dieser
Arbeit keine numerischen Losungen verwenden. Aus diesem Grund sollten wir hier
Niaherungslosungen mit einfachen mathematischen Formeln finden und fiir die Interpretation
unserer experimentellen Ergebnisse anwenden.

Der erste Fall ist, wenn eine sehr groe Geschwindigkeitskonstante k vorliegt wie
beispielsweise bei Substraten, die SH-Gruppen oder Tyrosinriickstinde enthalten. Dann
breitet sich eine scharfe Reaktionsfront im Medium aus, und die Losung des RD-Problems



kann ndherungsweise mit Gleichungen von der Art des parabolischen
Geschwindigkeitsgesetzes erfolgen.

Der andere Fall einer Nidherungslosung gilt fiir niedrige k-Werte. Dann werden die flachen
Konzentrationsprofile hauptsédchlich durch die Diffusion und nur leicht durch die Reaktion
bestimmt, welche sich ohne scharfe Front im gesamten Medium verteilen kann. Wenn das
Medium endlich ist, wie im Fall einer Membran, kann nach einer Ubergangszeit ein
annihernder Gleichgewichtszustand erreicht werden.

Quasigleichgewichtslosung der RD-Gleichungen, wenn die ClO,-Substrat-Reaktion schnell
verlauft

Voraussetzungen des parabolischen Geschwindigkeitsgesetzes

Das so genannte parabolische Geschwindigkeitsgesetz® gilt fiir bestimmte Reaktion-
Diffusions-Probleme, wenn bei einer eigentlich schnellen, irreversiblen Reaktion (R3) des
mobilen Reaktionsmittels C mit dem fixen Substrat S zum Produkt P

(R3)
nicht die Reaktion selbst, sondern die Diffusion des Reaktionsmittels C, um S zu erreichen,
die Geschwindigkeit reduziert. In unserem Fall ist C das ClO, und S die reaktive
Nebengruppe einer Aminosdure. Das diesbeziiglich wichtigste Reaktionsmittel ist die SH-
Gruppe von Cystein’.

Das Medium M spielt in diesem Prozess eine bedeutsame Rolle: Es immobilisiert das Substrat
S, bleibt jedoch zugleich durchlissig fiir C. In unserem Fall ist das Medium M das Hydrogel
des lebenden Gewebes, welches fiir C10, durchléssig ist. Auch die Lipidmembranen der
Gewebezellen prigen keine Barriere gegen das ClO, aus, da es in organischen Phasen auch
sehr 10slich ist. Auf der anderen Seite sind die reaktiven Aminoséduren, hauptsichlich
Bausteine verschiedener Proteine, in dem Hydrogel immobilisiert.

Das eindimensionale parabolische Geschwindigkeitsgesetz fiir eine Scheibe mit der Dicke d

Die einfachste Geometrie angesichts des parabolischen Geschwindigkeitsgesetzes ergibt sich
in jener Situation, wenn die Konzentration von C an der flachen Grenze der Scheibe konstant
bleibt, beispielsweise [C]=c, auf der linken Seite, wihrend auf der rechten Seite [C]=0 gilt.
Das Material der Scheibe ist ein Medium, welches das gebundene Substrat S in einer
homogenen Ausgangskonzentration s, enthilt (siehe Abbildung S1). Die Dicke der Scheibe ist
d.

scharfe Reaktionsfront

unreagiertes Substrat

Abbildung 1: Schematische ClO,- und Substrat-Konzentrationsprofile in einer
Hydrogelscheibe mit der Dicke d zu einer Zwischenzeit t (0<t<T), wobei p die Eindringtiefe
ist.

Wenn C CIO, ist und von einer Seite der Scheibe gespeist wird, breitet sich eine scharfe
Reaktionsfront von einer zur anderen Seite aus. Nur hinter der Front liegt eine messbare ClO,-
Konzentration vor, so dass die Desinfektion der Scheibe nur vollstindig ist, wenn die
Reaktionsfront die andere Seite der Scheibe erreicht. Die dafiir bendtigte bezeichnende Zeit t
kann mittels parabolischem Geschwindigkeitsgesetz errechnet werden. Das Ergebnis lautet:
also  (S12)
Das heiBt, dass sich die charakteristische Zeit t proportional zum Quadrat der Dicke verhilt.
Die nichtgeometrischen Parameter s , c, und D sind gegeben, wobei D der
Diffusionskoeffizient von C im Medium M ist. Alternativ verhilt sich die Eindringtiefe p
einer scharfen Reaktion proportional zur Quadratwurzel der Zeit t:
also  (S13)
Natiirlich ergibt die obige Formel nur den korrekten Wert fiir p, falls t<T oder falls d
unbegrenzt lang ist.



Ableitung des parabolischen Geschwindigkeitsgesetzes fiir eine Scheibe (oder Membran)

Wie das Konzentrationsprofil in Abbildung S1 zeigt, wird angenommen, dass die Reaktion
lediglich in der Ebene x=p auftritt. Das kann eine gute Anndherung darstellen, falls der grofte
Teil der Reaktion in einer engen Reaktionszone stattfindet, welche deutlich kleiner als d ist.
Dies gilt bei einer schnellen Reaktion in Kombination mit einer relativ langsamen Diffusion.

Der CIO,-Fluss I iiber die Scheibe mit einem Querschnitt A im Bereich O<x<p kann mit dem
Fickschen Diffusionsgesetz angegeben werden:
(S14)
I ist positiv, falls der Cl1O,-Fluss in Abbildung S1 von links nach rechts zeigt.
(S15)
In einem Quasigleichgewicht konnen wir ein lineares Konzentrationsprofil annehmen und
somit:
(S16)
Als Néchstes konnen wir das Komponenten-Gleichgewicht anwenden. Wenn Ng die Mol-
Anzahl der verbleibenden S-Molekiile im Volumen V(Ng= s V) ist, konnen wir notieren:
(S17)
Und dies ist das eindimensionale parabolische Geschwindigkeitsgesetz fiir eine Scheibe.

Das parabolische Geschwindigkeitsgesetz fiir einen unendlich langen Zylinder mit dem
Radius R

In diesem Fall ist die charakteristische Zeit t, wenn die scharfe Reaktionsfront, welche anfing,
sich von der Oberfldche nach innen auszubreiten, die Symmetrieachse des Zylinders erreicht.

also (S18)
Wir sollten die Verteilung der Konzentration mit zylindrischer Symmetrie beriicksichtigen,
wobei die ortliche Konzentration ¢ ausschlieBlich eine Funktion des Radius r, also c=c(r), und
unabhingig vom Azimutalwinkel ¢ und der Hohe z ist:

(S19)

Analog zum eindimensionalen Fall, wo H die Zylinderhohe ist. Wir werden ein
Quasigleichgewicht der Konzentration im Bereich R>r>R-p annehmen, wobei p die
Eindringtiefe bezeichnet. Falls I in diesem Bereich unabhingig von r ist, gilt rxdc/dr=const.
Beziiglich der Grenzbedingungen c(R-p)=0 sowie c(R)=c, kann das gleichgewichtige
Konzentrationsprofil in diesem Bereich wie folgt dargestellt werden:

(520)

und
(S21)

Aus der obigen quasi gleichgewichtigen Annédherung folgt
(522)

Das negative Vorzeichen zeigt an, dass I nach innen gerichtet ist: Es ist negativ, wenn
dc/dr>0.
Nun ist es Zeit, das Komponenten-Gleichgewicht anzuwenden. Wenn Ny die Mol-Anzahl der
verbleibenden S-Molekiile im Volumen V(Ng= s V) ist, konnen wir schreiben:

(S23)

Das parabolische Geschwindigkeitsgesetz in der dritten Dimension fiir eine Kugel mit dem
Radius R
also  (S24)

Wir sollten die Konzentrationsverteilung mit sphirischer Symmetrie beriicksichtigen, wobei
die lokale Konzentration ¢ ausschlielich eine Funktion des Radius r, also c=c(r), und
unabhingig vom Azimutalwinkel ¢ und dem Polarwinkel 0 ist. Analog zum
eindimensionalen Fall folgt:

(S25)
Wir werden ein Quasigleichgewicht der Konzentration im Bereich R>r>R-p annehmen, wobei
p die Eindringtiefe bezeichnet. Falls I in diesem Bereich unabhingig von r ist, gilt
r’xdc/dr=const. Beziiglich der Grenzbedingungen c(R-p)=0 sowie c(R)=c, kann das
gleichgewichtige Konzentrationsprofil in diesem Bereich wie folgt dargestellt werden:

(S26)



und

(S27)
Aus der quasi gleichgewichtigen Annédherung folgt:

(S28)
Das negative Vorzeichen deutet darauf hin, dass I nach innen gerichtet ist: Es ist negativ,
wenn dc/dr>0.
Nun koénnen wir das Komponenten-Gleichgewicht anwenden. Wenn Ny die Mol-Anzahl der
verbleibenden S-Molekiile im Volumen V(Ng= s V) ist, konnen wir schreiben:

(S29)

Quasigleichgewichtslosung der eindimensionalen RD-Gleichung, wenn die Cl10O,-Substrat-
Reaktion langsam verlauft

Die eindimensionale Reaktion-Diffusions-Gleichung (RDG) im Gleichgewicht lautet:
(S30)
Dabei ist r die Reaktionsgeschwindigkeit (R4)
(R4)
des mobilen Reaktionsmittel C mit dem gebundenen Substrat S2 zum Produkt P2
(S31)
In diesem Fall wird hingegen angenommen, dass die Reaktionsgeschwindigkeit relativ gering
und das Substrat S2 in einem derartigen Uberschuss vorhanden ist, dass sein Verbrauch
wihrend der Messzeit vernachléssigt werden kann. Also:
(S32)
und die Gleichgewichts-RDG:
(S33)
Wenn wir folgende Darstellung einfiihren,
k2x(s,),/DOk?
ergibt sich fiir die Gleichgewichts-RDG folgende Form:
(S34)
Die allgemeine Losung der obigen Differentialgleichung lautet:
(S35)
Dabei konnen die Integrationskonstanten ¢, und c, an Hand der Randbedingungen ermittelt
werden:
c(0)=c,sowie c(d)=0.
Die Losung hinsichtlich der obigen Randbedingungen:
(S36)
Falls die Reaktion sehr langsam verlduft, kann folgende Annédherung zur Anwendung
kommen:
falls (S37)
Das auf diese Weise erhaltene gleichgewichtige Konzentrationsprofil ist das lineare
Konzentrationsprofil, welches fiir reine Diffusion in Abwesenheit jeglicher chemischen
Reaktion Giiltigkeit besitzt:
(S38)
Die Stromungsdichte j der Komponente C, welche die Scheibe verlésst, ist maximal, wenn
keine chemische Reaktion vorliegt:
(S39)
Die Stromungsdichte ist geringer, wenn eine langsame Reaktion in der Scheibe abliuft:
(540)
AbschlieBend stellt sich das Verhiltnis der Stromungsdichten wie folgt dar:
(541)



Ergénzende Tabelle 1

Die Werte sind in Abbildung 2 dargestellt.

V ist das kumulative Volumen des 0,01 molaren Na,S,0,-Titrants, welches bis zum Zeitpunkt
t hinzugegeben wird.

1. Experiment 2. Experiment

t/s t/s V/ml
0 0 0
540 140 05
630 202 1
695 252 1,5
752 294 2
809 326 25
855 366 3
876 403 35
915 440 4
955 476 45
995 507 5
1038 542 5.5
1078 575 6
1118 608 6.5
1153 642 7
1192 675 7.5
1226 708 8
1262 747 8.5
1299 782 9
1342 814 9.5
1374 847 10
1412 880 10,5
1450 908 11
1480 940 11,5
1518 872 12
1552 1004 12,5

1588 1038 13



Ergédnzende Tabelle 2

Die Werte sind in Abbildung 3 dargestellt.

V ist das kumulative Volumen des 0,01 molaren Na,S,0,-Titrants, welches bis zum Zeitpunkt
t hinzugegeben wird.

1. Tag 2.Tag 3. Tag
0 0 0 0
2490 530 250 05
2894 655 346 1
3198 750 418 1,5
3456 837 493 2
3670 916 568 25
3882 991 639 3
4080 1069 713 35
4273 1140 777 4
4452 1216 856 4.5
4636 1285 928 5
4812 1354 1003 5.5
4993 1420 1076 6
5171 1487 1147 6.5
5344 1556 1216 7
5522 1618 1286 7.5
5704 1680 1358 8
5889 1743 1427 8,5
6075 1810 1501 9
6266 1877 1579 9.5
6472 1942 1655 10
6658 2008 1734 10,5
6852 2077 1819 11
7059 2146 1894 11,5
2218 1978 12
2280 2061 12,5
2346 2144 13

2235 13,5



Ergénzende Tabelle 3

Das von den Wunden kultivierte bakterielle Spektrum aus den Abbildungen 4-6. Die Proben
wurden jeweils beim Wechseln des Verbandes entnommen, bevor das Cl1O, angewendet
wurde.

Patient | zur Einlieferung Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Enterococcus faecalis

nach drei Tagen Proteus mirabilis
nach 14 Tagen Streptococcus alpha-hédmolysierend
nach 28 Tagen Staphylococcus aureus

Patient 11 zur Einlieferung Staphylococcus aureus

nach einer Woche  keine Erreger gefunden
nach zwei Wochen  Corynebacterium-Arten
Patient 111 zur Einlieferung Staphylococcus aureus
nach einer Woche  keine Erreger gefunden
nach vier Wochen = Morganella morganii

Anmerkungen zur ergiinzenden Tabelle 3

1) Wie zu erkennen ist, verdndert sich die Bakterienflora durch die Anwendung von Cl0O,. Sie
kann auch voriibergehend verschwinden (wie im Fall von Patient II und III), aber
normalerweise werden die vorliegenden Bakterienarten durch andere ersetzt. Allerdings wird
das Tempo der Wundheilung nach unseren Beobachtungen nicht von der An- oder
Abwesenheit bestimmter Bakterien beeinflusst. Das deckt sich mit der Erfahrung anderer
Autoren, die berichten, dass die Gegenwart von Mikroorganismen an der Wunde weder
schddlich fiir die Genesung noch ein Indikator fiir eine unvermeidliche Infektion ist’. So
wurden zum Beispiel in einer Studie mit 58 Patienten mit Belnvenengeschwuren 69
Bakterienarten isoliert — kein einziger zeigte klinische Anzeichen einer Infektion®.

ii) James und andere’ erbrachten den Beweis, dass chronische Wunden im Gegensatz zu
akuten Wunden mit Biofilm besiedelt sind. Die mikroskopische Analyse der Proben der
Wundausscheidung bei diesen chronischen Wunden offenbarte die Anwesenheit von dicht
verklumpten Mlkroorgamsmen die von einer schiitzenden Matrix ummantelt waren, was mit
Biofilm iibereinstimmt’. Hochstwahrscheinlich fordert ClO2 die Wundheilung, indem es alle
Bakterien an der Oberflédche totet, einschlieBlich derer, die in Biofilm leben. Da die
Einwirkzeit von ClO, wegen seiner Fliichtigkeit nur kurz ist, kann es nicht verhindern, dass
erneut Bakterien auftauchen. Aber seine regelméfige Anwendung verhindert die Bildung von
neuem Biofilm.

iii) Es ist erwidhnenswert, dass sich unter den 50 mit CIO, behandelten Patienten zwei Fille
befanden, bei denen die Wunden mit MRSA besiedelt waren. Auch hier war CIO, in der Lage,
diese zu dekolonisieren und die Wunden zu heilen.
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