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Zusammenfassung (deutsch)

Verbrennungswunden kdnnen nicht nur vital bedrohlich sein, sondern das Leben der Betroffenen durch
Narbenbildung und folgender Stigmatisierung beeintrachtigen. Derzeitige Behandlungsoptionen sind
begrenzt. Ein applizierbares Medikament zur Beschleunigung der Heilung von Verbrennungswunden
wird dringend gesucht. Der Growth Differentiation Factor 5 (GDF-5) wirkt positiv auf die wichtigsten
Schritte der kutanen Wundheilung: Angiogenese, Fibroblastenproliferation und Reepithelialisierung. In
dieser Arbeit wurde sein Effekt auf die Wundheilung in Verbrennungswunden humaner Haut unter-
sucht. Hierfiir wurde ein ex vivo Modell, welches exzidiertes Hautgewebe aus dem Operationssaal
nutzte, etabliert. Mit einem auf 90 °C im Wasserbad erhitzten Kupferstempel wurden Verbrennungs-
wunden auf die Kutis gesetzt. AnschlieBend wurden diese ausgestanzt und in einem Medium, dem ent-
weder 1ug/mL, Sug/mL oder kein GDF-5 beigefiigt wurde, in Gewebekultur vital gehalten. AuBBerdem
wurde jeweils eine Stanze nicht verbrannter Haut ohne GDF-5-Zusatz im Versuch mit charakterisiert.
Nach 6 Stunden, 24 Stunden, 3 Tagen, 6 Tagen, 9 Tagen, 11 Tagen und 12 Tagen Gewebekultur wurden
aus den Stanzen der vier Behandlungen histologische Schnitte gefertigt. Anschlieend wurde zur Cha-
rakterisierung der oben genannten wichtigsten Parameter der Wundheilung eine immunhistochemische
Analyse der Expression der Schliisselmarker durchgefiihrt. Als Proliferationsmarker wurde die Expres-
sion von KI-67, als Angiogenesemarker die Expression von CD-31, als Differenzierungsmarker der Ke-
ratinozyten Involucrin und als Myofibrogenesemarker die Expression von a-SMA visualisiert und quan-
tifiziert. Insgesamt wurden 1590 Préparate angefertigt, analysiert und ausgewertet. Ein individuelles
Macro fiir das Auswertungsprogramm Fiji wurde erstellt, welches automatisiert die gefarbte Flache pro
Gesamtfldche der immunhistochemischen Farbungen sowie zusitzlich die Anzahl der mit CD-31 ge-
farbten Gefille berechnete. Der Auswertung der KI-67-Antikorperfarbung wurde ein Macro zur Exklu-
sion der regelhaft vorkommenden falsch positiven Farbungen im Bereich der Verbrennung vorgeschal-
tet. Fiir jede Behandlung und jede Antikorperfarbung wurde ermittelt, ob es statistisch signifikante Un-
terschiede im zeitlichen Verlauf gab und ob es fiir jeden Zeitpunkt und jede Antikorperfiarbung Unter-
schiede zwischen den Behandlungen gab. Es konnte beobachtet werden, dass in den 6 Stunden- sowie
6 Tage-Proben eine grofere markierte GefaBfliche und in den 6 Tage-Proben zudem eine hohere Anzahl
an Gefillen in der verbrannten als in der nicht verbrannten Haut vorhanden waren, was auf einen aktiven
Angiogenesevorgang hindeutet. In den 12 Tage-Proben zeigte sich eine groBBere GefaBfliche in der un-
behandelten Haut als in der mit Spg/mL GDF-5-behandelten Haut. GDF-5 forderte demnach die Angi-
ogenese nicht. In den 12 Tage-Proben konnten zudem mehr proliferierende Zellen in der verbrannten,
unbehandelten Haut als in den Vergleichsgruppen beobachtet werden. Beziiglich der Myofibrogenese
war in den unbehandelten 6 Stunden-Probe der verbrannten Haut die a-SMA-Expression signifikant
hoher als in den zusétzlich mit Spg/mL GDF-5 behandelten Préparaten. Insgesamt scheint die Vitaler-
haltung des Gewebes gegliickt zu sein und Angiogenese als wichtiger Teil der Wundheilung nach ther-
mischem Schaden stattgefunden zu haben. GDF-5 hatte jedoch keinen positiven Effekt auf die unter-
suchten Parameter. Trotz methodischer Hindernisse bei der Bewiltigung der hohen Zahl der auszuwer-
tenden Priparate kann festgehalten werden, dass das hier etablierte Modell die Beobachtung der Wund-
heilung zuldsst. Der Versuchsaufbau und auch die computergestiitzte Auswertung garantierten eine hohe
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie Objektivitit der Analysemethode. Eine Ubertragbarkeit auf

die beobachtete Wirkung therapeutischer Substanzen im in vivo Modell ist allerdings fraglich.



Zusammenfassung (englisch)

Burn wounds are not only a vital threat, but also affect the patient’s quality of life because of scar
formation and following stigmatization. Current treatment options are limited. An applicable drug to
accelerate the healing of burn wounds is urgently needed. Growth differentiation factor 5 (GDF-5) was
demonstrated to have positive effects on the key steps of cutaneous wound healing: angiogenesis, fibro-
blast proliferation, and re-epithelialization. Here we investigated its effect on accelerating the wound
healing in burn wounds of human skin. For this purpose, an ex vivo model using excised skin tissue from
the operating room was established. Burn wounds were placed on the cutis with a copper stamp heated
up to 90 °C. These were then cut out and kept alive in tissue culture in medium to which either 1pg/mL,
Sug/mL, or no GDF-5 was added. In addition, one punch of unburned skin without added GDF-5 was
also characterized in each experiment. After 6 hours, 24 hours, 3 days, 6 days, 9 days, 11 days, and 12
days of tissue culture, histological sections were prepared from the skin sample cuttings of the four
treatments. Subsequently, immunohistochemical analysis of the markers that characterize the expression
of the described key parameters of wound healing was performed. The expression of KI-67 was visual-
ized and quantified as a proliferation marker, CD-31 as an angiogenesis marker, involucrin as a keratino-
cyte differentiation marker, and a-SMA as a myofibrogenesis marker. A total of 1590 slides were pre-
pared, analyzed, and evaluated. An individual macro for the Fiji evaluation program which automati-
cally calculated the stained area per total area of immunohistochemical staining and additionally the
number of vessels stained with CD-31 was created. Prior to this step an individual macro for the KI-67
antibody staining was created to exclude the regularly occurring false positive staining in the area of the
burn lesion. For each treatment and antibody staining, it was determined whether there were statistically
significant differences over time and whether there were differences between the treatments for each
time and each antibody staining. It was observed that in the 6-hour as well as 6-day samples, there was
a larger labeled vessel area, and in the 6-day samples, there was also a higher number of vessels in the
burned than in the unburned skin, indicating an active angiogenesis process. In the 12-day samples, there
was a greater vascular area in the untreated skin than in the skin treated with Sug/mL GDF-5. Thus, it
was demonstrated that GDF-5 did not promote angiogenesis. In the 12-day samples, more proliferating
cells were observed in the burned untreated skin, than in the comparison groups. Regarding myofibro-
genesis, 0-SMA expression was significantly higher in the untreated 6-hour burned skin sample than in
the preparations additionally treated with Spg/mL GDF-5. Overall, tissue viability maintenance appears
to have been successful and angiogenesis to have occurred as an important part of wound healing after
thermal damage. However, GDF-5 had no positive effect on the parameters studied. Despite the diffi-
culties of this methodology, that requires a large number of histological samples to be evaluated, it was
demonstrated that the model established here allows the observation of wound healing. The experi-
mental set-up and the computer-assisted evaluation ensured a high reproducibility of the results as well
as objectivity of the analysis method. However, transferability of the observed effect of therapeutic

substances to the in vivo model is questionable.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist mit einem Anteil von 15% am Gesamtkorpergewicht des Erwachsenen und mit einer Flache

von bis zu 2qm das grofite Organ des Korpers [7, 8, 13]. Ihre Funktionen sind vielseitig. Neben mecha-
nischem, thermischem, mikrobiellem und chemisch-toxischem Schutz erfiillt sie diese in der Verhinde-
rung von Wasserverlust und Schadigung durch Strahlen, macht einen wesentlichen Teil der Thermore-
gulation aus, dient der Sinneswahrnehmung sowie der immunologischen Uberwachung und ist an der
Entstehung von Vitamin D beteiligt [4, 13]. Je nach K&rperregion und damit auch Funktion findet man
Unterschiede der Morphologie der Haut, was sich in der Dicke, aber auch in der Verteilung und Aus-
pragung der Hautanhangsgebilde und anderer Hautbestandteile widerspiegelt [14]. Man unterscheidet
die haarlose Leistenhaut der Handfldchen und Fufisohlen von der Felderhaut, die den restlichen Kdrper
auskleidet [13]. Die Haut gliedert sich in Epidermis (Oberhaut), Dermis (Korium/Lederhaut) und Hy-
podermis (Unterhaut), welche Faszien aufliegt und anatomisch streng genommen nicht mehr zur Kutis
gezahlt wird [7, 8, 13, 14] (siche Abb. 3). Dariiber hinaus bilden Haare, Négel und Driisen die Hautan-
hangsgebilde (Adnexorgane) [13]. Die Epidermis besteht aus verschiedenen Zelltypen. 90-95% derer
machen Keratinozyten aus, wohingegen lediglich 5-10% andere, symbiontische Zelltypen darstellen [8,
14]. Die Dermis hingegen besteht aus Kollagenen und elastischen Fasern, Blutgefafen, freien Nerven-
endigungen und Rezeptorstrukturen [13]. Die Epidermis bildet die unmittelbare Oberfldche zur Aullen-
welt [8]. Thre Schichten werden durch die Differenzierungsstadien der Zellen definiert [8, 13]. Diese
beinhalten das Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum und das Stratum corneum [8§]

(siche Abb. 1).

Stratum corneum
Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

-

Abb. 1: Schichten der Epidermis



Abb. 1: Schichten der Epidermis am Beispiel der Kontrolle nach 24 Stunden der Haut des Spenders B; Objek-
tiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pum x 0,441 pum

Dabei durchlaufen die Keratinozyten in ihrem vierwdchigen Leben eine Transformation von postmito-
tischen Zellen in den basalen Schichten bis hin zu kernlosen, verhornten Zellen in den obersten Schich-
ten des Epithels [13]. An der Oberflache angekommen, wird Zelle fiir Zelle abgeschilfert [13, 14]. Die
Mitoserate nativer Epidermis betrdgt unter einem Prozent [14]. Die Teilung erfolgt asymmetrisch [14].
Keratinozyten produzieren Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und antimikrobielle Peptide, die
die Haut vor schadlichen Mikroorganismen schiitzen [14]. In der Leistenhaut findet sich zusétzlich das
Stratum lucidum, das sich zwischen dem Stratum granusolum und dem Stratum corneum befindet [8,
13]. Die untere Grenze der Epidermis wird von einer welligen und ségezahnférmigen Basalmembran
gebildet [13, 14].

Die Zellen des einschichtigen Stratum basale haben eine kubische, hochprismatische oder zylindrische
Morphologie sowie einen grofen Nucleus [8, 13, 14]. Hier finden sich Stammzellen und Zellen, die den
Zellzyklus durchlaufen und dabei Proliferationsantigene prasentieren, darunter KI-67 und PCNA
(Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) [8]. KI-67 gilt als Proliferationsmarker, der durch die Darstellung
der Zelldynamik gut fiir die Evaluation von Wundheilung genutzt werden kann [15, 16].

Das Stratum spinosum, die Stachelzellschicht, besteht aus mehreren Schichten Keratinozyten [8, 13].
Die Zellen sind groBer als die der unteren Schicht, polygonal geformt und enthalten eosinophiles Zyto-
plasma [8]. Zellteilung ist hier mdglich, findet aber nur unter besonderen Bedingungen, wie im Rahmen
der Wundheilung, statt [13, 14].

Das Stratum granulosum (Kd&rnerschicht) ist ein bis drei Zellschichten dick [13, 14]. Die Zellen sind
flacher, verlaufen parallel zur Hautoberfldche und enthalten basophile, granuldre Keratohyalinkorner [8,
13, 14].

Das nur in der Leistenhaut befindliche Stratum lucidum ist eine eosinophile Zellschicht, die den Uber-
gang von lebenden und toten Zellen markiert [13]. Hier gehen die Zellen durch eine besondere Form
der Apoptose (Cornification) zugrunde [13].

Das Stratum corneum (Hornschicht) wird aus Keratinozyten gebildet, die ihren Kern sowie ihre Zellor-
ganellen verloren haben und als Corneozyten bezeichnet werden [8, 13]. Sie bilden einen Schutz gegen
die AuBBenwelt [13]. Die verhornte Hiille dieser Zellen, auch als cornified Envelope bezeichnet, besteht
aus Proteinen, darunter Involucrin und Lipiden [8, 14]. Sie gilt als Verdichtung des inneren Anteils der
Zellmembran [8, 14]. Um sie legt sich eine Schicht aus Lipiden [14]. Die Hornschicht triagt die Barrie-
refunktion der Haut und ist wasserundurchléssig [14].

Wie bereits erwéhnt, findet man neben den Keratinozyten noch weitere, symbiontische Zellen [8].
Langerhanszellen dienen der Immunabwehr [8, 13]. Melanozyten sorgen fiir Pigmentierung und Schutz
vor UV-Strahlen [8, 13, 14]. Ihre Regeneration nach Trauma dauert lange, was die Depigmentierung

von Narbengewebe erklart [14]. Merkelzellen scheinen Mechanorezeptoren zu sein, erfiillen



gegebenenfalls aber auch immunologische Funktion [13, 14]. Dariiber hinaus kommen vereinzelnd
Lymphozyten vor [8, 13].

Driisen stellen einen Teil der Hautadnexe dar [8]. Es existieren ekkrine Schweilldriisen, apokrine Duft-
driisen und holokrine Talgdriisen [8, 13].

Ekkrine Schweildriisen sind auf dem gesamten Integument zu finden und tragen thermoregulatorische
Funktion [8, 13, 14]. Apokrine Duftdriisen sind auf menschlicher Haut dagegen selten [8, 13]. Mit ihrem
Sekret, das pheromonartige Wirkung hat, scheinen sie eine Rolle fiir das Reproduktionsverhalten zu
spielen [8, 13, 14]. Daneben existieren apoekkrine Schweilidriisen mit bislang unbekannter Funktion
[14].

Holokrine Talgdriisen (Gll. Sebaceae) findet man iiberall auf der Haut [13, 14]. Thre Gidnge miinden
meist in Haartrichtern [13]. Sie haben kein Lumen [13]. Auch Myoepithelzellen sind hier nicht zu fin-
den. Sie gehen im Sinne einer holokrinen Sekretion unter.

Ein weiteres Hautanhangsgebilde stellen Haare dar, die aufler an den Handfldchen, den FuBBsohlen und
Teilen der Genitalien am gesamten Korper zu finden sind [8, 13]. Es handelt sich hierbei um pigmen-
tierte Keratinfaden [14]. Als trichale Einheit bezeichnet man das System aus Haaren, Haarfollikel, Talg-
driisen, Duftdriisen und M. arrector pili [13].

Die Haarfollikel- und Talgdriiseneinheit reicht bis in die Hypodermis [8].

Das von auBlen sichtbare Haar wird auch als Haarschaft bezeichnet [13]. Das Haar ist iiber den Haarfol-
likel, einer Einstiilpung in die Epidermis, in der Haut verankert [13, 14]. Der Haarbulbus umschlief3t die
stark vaskularisierte dermale Papille, die auch die Fibroblasten zur Proliferation der Matrix enthalt [13].
Die Matrix schlie8t sich ihr an und bildet den unteren Teil des Haarbulbus [13]. Hier sind die Zellen
teilungsfahig [13]. Die innere Hiille des Haares wird durch die innere epitheliale Wurzelscheide gebildet
[13]. Unter der Einmiindung der Talgdriisen wirft die dullere epitheliale Wurzelscheide einen Wulst auf,
der Stammzellen der Keratinozyten enthilt und den Ansatz des M. arrector pili bildet [13]. Diese
Stammzellen konnen bei Traumata auch zur interfollikuldren Proliferation beitragen [14]. Die duBere
Begrenzung des Haarfollikels wird durch den Haarbalg gebildet [13].

Die Dermis enthélt das vaskuldre und nervale System der Haut [8]. Sie besteht aus Zellen, wie Fib-
roblasten, Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen, fibrosen Molekiilen und einer extrafibrillaren
Matrix, frither Grundsubstanz [8, 13, 14]. Diese Schicht dient neben der Speicherung von Wasser auch
dem Schutz vor Verletzungen [13]. Ein GroBteil der dermalen elastischen Fasern, und damit dreiviertel
des Trockengewichts der Dermis, wird vom Kollagen gebildet [8, 14]. Es ermdglicht die Reififestigkeit
der Haut [14]. Diese fibrilliren Proteine werden zum Grofteil von Fibroblasten, manche Typen aber
auch von Keratinozyten und Endothelzellen, produziert [14].

Die Dermis unterteilt sich in die papilldre, oberflachliche und die retikulére Dermis [8] (siche Abb. 2).
Die papilldre Dermis besteht aus diinnen elastischen Fasern und losen Kollagenbiindeln [8, 13]. Dariiber
hinaus enthilt sie Nerven- und Gefédf3endigungen, darunter viele Blutkapillaren zur Ernédhrung der Epi-
dermis [8, 13]. Den zelluldren Anteil machen vor allem Fibroblasten, dermale dendritische Zellen und

Mastzellen aus [8, 14].



Unter der papilldren liegt die retikuldre Dermis, deren elastische Elemente dicker sind [8]. Diese Schicht
gewihrleistet zu groflen Teilen die Elastizitdt und Reillfestigkeit der Haut [14].

Neben Fasern und dermalen Zellen besteht die Dermis aus der extrafibrilliren Matrix, frither
,,Grundsubstanz®, die von Glykoproteinen und Proteoglykanen gebildet wird [8, 14]. Es bildet die Fiill-
substanz der Dermis und der Subkutis [14]. In der Dermis erfiillt sie die Funktion der Elastizitit, H4-

mostase, Differenzierung, Wundheilung Zellmigration und bildet den Hautturgor [14].

N N T T R pma i ) L - 2o
: : © .~ %+ “reeooStratum papillare

Stratum reticulare

Abb. 2: Schichten der Haut

Abb. 2: Abgebildet sind die Schichten der Haut am Beispiel der Kontrolle nach 9 Tagen der Haut des Spen-
ders A. Sichtbar sind die Epidermis sowie die Schichten der Dermis (Stratum papillare und Stratum reticu-
lare). Im rechten Bildrand sind ein Haarfollikel und eine Talgdriise zu sehen. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm
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Abb. 3: Schichten der Haut
Abb. 3: Abgebildet sind die Schichten der Haut am Beispiel der Kontrolle nach 6 Tagen der Haut des Spenders

B. Sichtbar sind die Epidermis, die Dermis sowie Teile der Subkutis. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45
M27, Pixelaufldsung: 0,441pum x 0,441pum

Gefille sind, mit Ausnahme der Epidermis, in allen Schichten der Haut zahlreich vorhanden [8]. Sie
erfilllen Funktionen in der Nutrition von Néhr- und Sauerstoff, Wundheilung, Immunreaktion, Blut-
druckkontrolle, im Abtransport von Abfallstoffen, im Transport von Blutzellen sowie der Thermoregu-
lation [8, 14]. Die Gefédfe bilden einen oberfldchlichen Plexus zwischen papillirer und retikulérer Der-
mis sowie einen tiefen Plexus zwischen Dermis und Hypodermis (siche Abb. 4) [8, 14]. Beide Plexus
stehen miteinander in Verbindung [8, 14]. Die kutanen Lymphgefaf3e entsprechen grob diesem Verlauf
[8, 14]. Die Kapillaren sind von Perizyten umgeben, welche a -SMA (Smooth-Muscle-Actin) produzie-
ren [14]. Vaskuldre Endothelzellen produzieren eine Reihe von Faktoren, unter anderem das CD-31-
Antigen, welches an der Leukozytendiapedese beteiligt ist und den von Willebrand Faktor (vWF), der

in geringen Mengen auch von lymphatischen Endothelzellen exprimiert wird [8, 14].
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Abb. 4: Blutgefifle der Haut sowie Schichten der Haut (in Anlehnung an ,,Duale Reihe Anatomie* Kapitel
»Haut und Anhangsgebilde“ Abbildung ,,Abb. O-1.10 Gefifiplexus der Haut* [17])
Abb. 4: Die Abbildung verdeutlicht die Blutversorgung der Haut und stellt die Schichten der Haut dar. Es exis-

tieren ein oberflachlicher sowie ein tiefer GefaBiplexus, welche miteinander in Verbindung stehen [8]

Unter der Dermis befindet sich die Hypodermis, die auch als Subkutis bezeichnet wird und fast aus-
schlieBlich aus Adipozyten besteht [8]. Sie ist an der Thermoregulation, [solation und Energiebereitstel-
lung beteiligt und dient zudem als mechanisches Schutzpolster [8, 14]. Da das subkutane Fettgewebe

bei dieser Arbeit nicht untersucht wird, wird an dieser Stelle auf eine weitere Erlduterung verzichtet.



1.2 Wundheilung

Per Definition beschreibt eine Wunde die Zerstorung von Geweben oder die Losung aus dem Verbund

in Geweben [18]. Die Wundheilung hingegen bezeichnet den Ersatz beziehungsweise Wiederaufbau
zerstorten Gewebes bzw. die Vereinigung bei Durchtrennung von Gewebe und dauert in der Regel eine
bis mehrere Wochen [14, 18]. Wundheilung kann in Regeneration und Reparation, welche in einer
Narbe endet, eingeteilt werden [19]. Bei der Regeneration wird das Gewebe im Sinne eines Restitio ad
integrum neu gebildet: das neue Gewebe ist nicht vom Alten zu unterscheiden [19].

Bei der Reparation wird das Ursprungsgewebe hingegen durch ein Flickgewebe ersetzt, das in der Haut
aus simplen dichten parallelen Biindeln Kollagen besteht, die Adnexen gehen dabei verloren [14, 19].
Auch verliert die Haut ihre Pigmentierung, da Melanozyten nicht regenerierbar sind [19]. Trotz der
gleichen chemischen Zusammensetzung unterscheidet sich das Narbengewebe somit in seiner Struktur
vom normalen Gewebe [19]. Das Gewebe ist nun durch eine verminderte Zugfestigkeit und Elastizitét
ausgezeichnet [18, 19]. Dieser Vorgang findet statt, wenn das Stratum reticulare durch den Schaden
betroffen ist [14].

Die Wundheilung gliedert sich in verschiedene Wundheilungsphasen, wobei diese teils anabol (aufbau-
end) und teils katabol (abbauend) verlaufen [18, 19]. Die Phasen dienen der Anschaulichkeit, {iber-
schneiden sich aber in Wirklichkeit [19]. In der Literatur findet man verschiedene Einteilungen der Pha-
sen, die im Folgenden bestmdglich vereint werden.

Insgesamt kann der Prozess mehrere Monate andauern [20].

Zunichst erfolgt die Exsudations- bzw. Entziindungsphase, in der es zu einem provisorischen Ver-
schluss durch ein Fibrinkoagulum kommt, dieser folgt die Resorptionsphase, dann die Granulations-
phase, bis schlieBlich die Reparationsphase die Wundheilung abschliet [14, 18]. Dem schlieB3t sich
noch eine Remodellierungsphase an, bei der die Kollagenfasern umstrukturiert und die gefdBreiche rote
Narbe zu einer kapillar- und zellarmen weillen Narbe umgewandelt wird [19].

Die erste Phase findet in den ersten 8-12 Stunden nach Akutereignis statt [18]. In dieser Phase kommt
es zum sofortigen Wundverschluss, der durch austretende Blutbestandteile und Plasma ermoglicht wird
[19]. Zunéchst kommt es zur Hémostase [18]. Durch Blutgerinnung wird ein Netz von Fibrinfasern
gebildet, das Fibronektin, Vitronektin, Kollagen, aber auch Thrombozyten enthélt und als Vorldufer der
extrazelluldren Matrix den ersten Wundverschluss ermdoglicht [14, 18, 21]. Thrombozyten schiitten eine
Reihe von Wachstumsfaktoren und Faktoren mit Mediatorfunktion aus, darunter Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a), patelet derived growth factor (PDGF), platelet activating factor (PAF) und Thromboxan
[20, 21].

Die Thrombozyten beeinflussen dariiber hinaus die Endothelzellfunktion [20]. Die Kapillardilatation
und gesteigerte GefaBBpermeabilitdt fithren dabei zur Entstehung eines Zell- und Gewebeddems [20].
Durch die Chemotaxis der Thrombozyten werden Entziindungszellen, wie Granulozyten und Monozy-
ten rekrutiert [18]. Die Diapedese der Neutrophilen wird durch Adhésionsmolekiile an den Endothelzel-
len ermoglicht [14]. Sie produzieren wiederum mehr proinflammatorische Zytokine, durch die Fib-

roblasten und Keratinozyten aktiviert werden [14, 20]. Zudem phagozytieren sie Bakterien und durch
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die von ihnen produzierten Proteasen (Elastase und Kollagenase) werden dariiber hinaus auch bescha-
digte Matrix und zelluldre Proteine abgebaut [20]. Auch reaktive Sauerstoffradikale und lysosomale
Enzyme werden von den Granulozyten gebildet und tragen zusétzlich zur Infektbekdmpfung bei [21].
Die Neutrophilen verschwinden normalerweise nach circa drei Tagen, vermutlich durch Apoptose [20].
Wie bereits erwihnt, gelangen auch Monozyten in die Wunde, die sich zu Makrophagen differenzieren
und ebenfalls mit der Phagozytose beginnen [14]. Sie produzieren ihrerseits Zytokine und Wachstums-
faktoren [14].

Dies markiert den Ubergang in die Resorptionsphase, welche in den ersten vier Tagen nach Trauma
einsetzt [18]. Die Makrophagen geben nicht nur Enzyme (Hydrolasen und Proteasen) ab, um das zer-
storte Gewebe zu beseitigen, sondern phagozytieren auch Gewebedebris und Bakterien [18]. Aullerdem
aktivieren sie T-Lymphozyten, die zur spezifischen und unspezifischen Immunantwort beitragen [19,
21]. Durch den Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF- B/bFGF) werden die Fibroblastenproliferation so-
wie eine Neovaskularisation ermdglicht [19]. Nun folgt die Umwandlung von Fibroblasten in Fibrozy-
ten [18].

Ab dem 4. Tag beginnt die Proliferationsphase, bei der das Granulationsgewebe entsteht, welches mak-
roskopisch ein rotes, korniges Gewebe darstellt [18]. Diese Phase ist gekennzeichnet durch abnehmende
Fibroblastenproliferation bei zunehmendem Kollagenfaseranteil [21]. Durch von Keratinozyten,
Thrombozyten, Makrophagen aber auch aus eigener Produktion erzeugten Wachstumsfaktoren prolife-
rieren die Fibroblasten, wandern ins Fibrinkoagulum/im Bereich der primér gebildeten Vorldaufermatrix
ein und produzieren kollagene Fasern (vor allem Kollagen I1I), Fibronectin und Hyaluronséure [14, 21].
Eine primére extrazelluldre Matrix entsteht, die vor allem aus Fibroblasten und Myofibroblasten (welche
wiederum aus Fibroblasten entstehen) besteht [18, 19, 21]. Myofibroblasten ermdglichen unter Ausbil-
dung kontraktiler Myofibrillen die Wundkontraktion [18, 19]. Alpha-Smooth muscle actin (o -SMA) ist
ein charakteristisches Merkmal von Fibroblasten, die sich in kontraktionsfahige Myofibroblasten ver-
wandelt haben und eine wichtige Rolle in der Fibrogenese und Wundheilung spielen [22, 23]. Der
Wundverschluss wird durch sie ermdglicht [22]. Dariiber hinaus findet man o -SMA auch in den glatten
Muskelzellen, auch in derer der Gefalle [22, 23].

Die Angiogenese wird, wie bereits beschrieben, durch bFGF (stammt aus verletzten Endothelzellen und
Makrophagen) und durch Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (stammt aus Makrophagen und
Keratinozyten) angeregt [14]. Die neuen Geféale entstehen aus den Kapillaren des umliegenden Gewe-
bes [14]. Endotheliale Adhasionsmolekiile, wie das Platelet Endothelial Cell adhesion molecule-1 (CD-
31/PECAM-1), scheinen eine wichtige Rolle in der Angiogenese zu spielen, weshalb man diesen Faktor
als Marker verwendet [24-27].

Am 6.-28. Tag nach Trauma schliefit sich die Reparationsphase an [18]. Die Myofibroblasten kontra-
hieren sich weiterhin, wodurch sich die Wundriander anndhern [14]. Nach Abschluss des Wundver-
schlusses gehen die Fibroblasten apoptotisch zugrunde oder treten in den Ruhezustand zuriick [14].
Falls durch das Trauma die Hautanhangsgebilde komplett zerstort werden, konnen diese nicht nachge-

bildet werden [14].



Bereits einige Stunden nach Wundentstehung beginnt die Reepithelialisierung [14]. Hierbei wird die
Verankerung zur Basalmembran {iber Hemidesmosen und die Verbindung iiber gap junctions und Des-
mosomen gelost [13, 14, 28]. Somit wird eine Wanderung basaler und suprabasaler Zellen vom Wund-
rand ermoglicht, was als Shuffling bezeichnet wird [13, 14, 28]. Der Defekt schlief8t sich dadurch reif3-
verschlussartig [28]. Zur Reepithelialisierung tragen nicht nur die Keratinozyten des Wundrandes, son-
dern auch Stammzellen der dueren Haarwurzelscheide bei [28]. Es ist also von Vorteil, wenn sich
Haarfollikel im Zentrum der Wunde befinden, da die Regeneration so nicht nur vom Wundrand aus
erfolgen kann [28]. Die Epidermiszellen wandern hierbei iiber eine provisorische Basalmembran, die
aus Fibronectin und Typ-IV-Kollagen besteht [21].

Der normalerweise bestehende Steady State zwischen epidermaler Proliferation und Apoptose verliert
seine Balance in Zeiten der Wundheilung, sodass einen Tag spéter eine Welle der Proliferation aus
ruhenden Zellen entlang der Grenze von Dermis und Fibrinkoagulum stattfindet [14]. Diese Hyper-
proliferation fiihrt infolge mangelnder Differenzierung zur Ausbildung von Schuppen [14]. Die Zyklus-
phasen werden verkiirzt und die Apoptoserate verringert [14].

Die Wanderung aber auch die Mitose der Zellen wird durch Signale von Thrombozyten, Keratinozyten,
Makrophagen und Fibroblasten ermoglicht [14]. Die wandernden Epidermalzellen lysieren dabei die
provisorische Matrix mittels Enzymen wie beispielsweise die Matrix-Metalloprotease zur Lyse des Kol-
lagens [14]. Nachdem der Defekt reepithalisiert wurde, endet die Neubildung und der normale Diffe-
renzierungsprozess der Keratinozyten kann wieder aufleben [14].

Bei Verbrennungswunden zweiten Grades (siche unten) ist die Epithelneubildung entscheidend und eine
Kontraktion nicht erforderlich [21].

In dieser Arbeit wird die Wundheilung anhand von Myofibrogenese, Reepithialisierung und Angioge-
nese beschrieben und evaluiert. Da oben bereits ausfiihrlich die Reepithelialisierung beschrieben wurde,
wird hier nur noch auf die Myofibrogenese sowie die Angiogenese im Detail eingegangen.

Im Allgemeinen entstehen BlutgefdB3e in drei Schritten [29]. Zunichst bildet sich ein Strang aus En-
dothelzellen, darauf folgt die Bildung eines Lumens bis zuletzt schlieBlich der Blutfluss beginnt [29].
Man unterscheidet Vaskulogenese von Angiogenese, wobei beide Mechanismen an der Wundheilung
beteiligt zu sein scheinen [30]. Bei der Vaskulogenese entstehen Gefdlle aus Vorldufern von Endothel-
zellen und Angioblasten in der Embryonalphase beziehungsweise aus endothelialen Stammzellen beim
Erwachsenen [31]. Es handelt sich also um eine de novo Bildung von Gefiflen [29]. Dies geschieht
durch Interaktion von Zellen untereinander sowie mit der extrazelluldren Matrix im Zusammenspiel mit
Wachstumsfaktoren [32-34].

Angiogenese entsteht aus priexistenten Gefdflen und erfordert ein Zusammenspiel von Endothelzellen,
pro- und antiangiogene Wachstumsfaktoren sowie der extrazellularen Matrix [29, 30]. Sie beginnt mit
einer vor allem durch Stickstoffmonoxid (NO) verursachten Dilatation und Permeabilititssteigerung der
Gefille [31], welche die Ausschiittung von Plasmaproteinen ermdglichen [35].

NO, aber auch proinflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hypoxie [36-44] steigern die
Exprimierung von Mitgliedern der VEGF-Familie [41, 45, 46], was den Prozess reguliert [30, 31]. Daran



ist unter anderem CD-31 beteiligt [30, 31]. Auch Adenosin scheint durch Modulierung proangiogene-
tischer und antiangiogenetischer Faktoren ein wichtiger Induktor der hypoxiebedingten Angiogenese zu
sein [36, 47].

Man unterscheidet die klassische sprossende Angiogenese von der nicht sprossenden Angiogenese, der
Intussuszeption [48, 49]. Durch den Blutfluss ausgeloster mechanischer Stress scheint eines der Trig-
gerfaktoren fiir Intussuzeption zu sein [50, 51]. Hier entstehen vor allem neue Kapillaren, wo bereits
Kapillaren vorhanden sind [36]. Der Prozess spielt insbesondere embryonal eine wichtige Rolle [36].
Beim nicht sprossenden Wachstum entstehen neue Gefalle durch Langsspaltung und Bildung von verti-
kalen Pfeilern in existierenden GefalB3en [52].

Sprossende Angiogenese ist hingegen durch aussprossende Endothelzellen charakterisiert [53]. Diese
wachsen entlang chemotaktischer Signale durch beispielsweise VEGF-A [53].

Bei der sprossenden Angiogenese werden das Stroma und die Basalmembran durch Proteasen teilweise
aufgeldst, wodurch es den Endothelzellen moglich ist zu wandern [31, 54, 55].

An der Spitze der auswachsenden Sprossen findet man die sogenannten tip cells [53]. Es handelt sich
dabei um spezialisierte Endothelzellen, die die Richtung des Wachstums entlang angiogener Gradienten
von VEGF-A bestimmen [30, 53], Stalk cells hingegen liegen weiter zuriick und nehmen in Abhingig-
keit der Konzentration von VEGF-A in ihrer Anzahl zu [53]. Sie formen lumenbildende solide Strange
[31, 55], bis diese schlieSlich miteinander anastomisieren und der Blutfluss einsetzt [56]. AnschlieBend
werden murale Zellen, wie Perizyten oder glatte Muskelzellen, rekrutiert [56].

Murale Zellen stabilisieren die neu gebildeten Gefédfle und stimulieren die Bildung von extrazellulérer

Matrix [35].

Es gibt mindestens sechs verschiedene Wachstumsfaktoren, die zur VEGF-Familie gehoren [56]. Beim
Menschen wird die Angiogenese durch VEGF, das auch als VEGF-A bezeichnet wird, VEGF-B, VEGF-
C und VEGF-D reguliert [56]. Hypoxie ist dabei einer der wichtigsten VEGF-steuernden Faktoren [56].
Sie flihrt zur Stabilisierung von HIF (hypoxie-inducible factor), was wiederum die Expression von
VEGF beeinflusst [57] [58].

Der Ablauf der Angiogenese bendtigt eine Balance von stimulierenden und inhibierenden Faktoren [56].
Wie oben bereits beschrieben, ermoglichen Myofibroblasten, die eine Form spezialisierter Fibroblasten
darstellen, die Kontraktion des Granulationsgewebes [59].

Nachdem die Myofibroblasten ihre Funktion in der Wundheilung erfiillt haben, gehen sie durch
Apoptose zugrunde, die Mechanismen hierfiir sind noch unklar [60, 61].

Moglicherweise fiihrt ein Ausbleiben dieses Schrittes zur hypertrophen Narbenbildung [62-65].
Myofibroblasten liegen in unterschiedlichen Aktivitdtsformen vor und dienen der Kontraktion der Ext-
razelluldren Matrix [66]. Durch chemische und mechanische Reize wird die Transformation von Fib-
roblasten zu Myofibroblasten ermdglicht [66]. Nach der Bildung des Fibrinclots in der ersten Phase der
Wundheilung muss diese pramature einer stiarkeren extrazelluldren Matrix weichen [66]. Hierzu wan-

dern Fibroblasten ein, die auch als Proto-Myofibroblasten bezeichnet werden [66]. Sie entwickeln
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kontraktile Fahigkeiten und reifen schlieSlich zu Myofibroblasten [66]. Um sich kontrahieren zu kon-
nen, produzieren sie a-SMA, weshalb dieses haufig als Marker der Myofibroblastendifferenzierung ge-
nutzt wird [66]. Daneben ermoglicht dieses Protein wiederum weitere Aktivierung der Myofibroblasten,
im Sinne eines Feedback-Mechanismus [67].

Mechanischer Stress fordert den Fortbestand und die Vermehrung a-SMA-positiver Myofibroblasten
[61, 65, 68-70].

1.3 Verbrennungen

Verbrennungen stellen eine grofle Herausforderung an den Behandelnden dar, weil sie hdufig nicht nur
zur funktionellen, sondern auch zur &sthetischen Beeintrachtigung fiihren, was fiir den Betroffenen er-
hebliche Narbenbildung und Stigmatisierung zur Folge haben kann [71]. Die Erfolge der Behandlung
sind hierbei nicht nur von der Akut-, sondern auch von der Langzeitversorgung und von Rehabilitati-
onsmafinahmen gepragt [71].

Es existieren 19 Zentren fiir schwerbrandverletzte Erwachsene in Deutschland [71].

Pro Jahr gibt es circa 100.000 arztlich behandelte Fille von Verbrennungen und Verbrithungen, wobei
haufig soziale Randgruppen, Kinder und psychisch Kranke betroffen sind [6, 72]. Die Inzidenz leichter
Verbrennungen betrifft circa 600 pro 100.000 Einwohner jedes Jahr, die von schweren Verbrennungen
1 pro 50.000 bis 1 pro 60.000 Einwohner jahrlich [71].

Verbrennungen der Haut kdnnen unterschiedlichen Ursachen zugrunde liegen, darunter Verbriihungen,
Kontaktverbrennungen, Flammenverbrennungen, chemische und toxische (auch als Paraverbrennungen
zusammengefasst, da ihre Pathophysiologie denen der Verbrennungswunden stark dhnelt), elektrische
und aktinische Verbrennungen [2, 6].

Das AusmaB der Schddigung der Haut bei Kontakt mit einem erhitzten Gegenstand ist abhingig von
Objekttemperatur, Einwirkzeit, Dicke der Haut und spezifischer Hitze, worunter man die Hitze bezeich-
net, die man brauchen wiirde, um die spezifische Masse um 1°C zu erhéhen [2]. Je hoher die Tempera-
tur, desto weniger Einwirkzeit ist notig, um zur Nekrose zu fiihren [6]. Dies ist ein logarithmischer
Zusammenhang [6]. Bereits ab einer Temperatur von 40°C kommt es zur Degeneration von Enzymen
und Strukturproteinen [5, 6]. Ab 45°C kommt es dagegen bereits zu Nekrosen und bei weiterem Anstieg
der Temperatur zu definitiven Proteindenaturierungen und Koagulationsnekrosen [5]. Nicht nur eine
Zerstorung der Proteine wirkt schddigend, sondern auch die Entstehung von Zellfragmenten und Protei-
numlagerungen, die durch die Proteinstrukturveranderungen entsteht [S]. Diese haben ihrerseits giftige
und immunmodulatorische Effekte [5].

Man teilt Verbrennungswunden abhéngig von der Tiefe in verschiedene Stadien ein, die erstmalig von
Fabricius Hildanus beschrieben wurden [2, 6] (siche Abb. 5).

Stadium I betrifft dabei nur die Epidermis [2]. Die Haut wird trocken, geschwollen und schmerzhaft
gereizt [2, 73]. Sie ist rot gefarbt, durch Druck bleicht sie [6]. Es besteht eine Vasodilatation [6]. Zwar
findet man eine Odembildung, es kommt allerdings nicht zur Ausbildung von Blasen [6]. Diese Verlet-

zung heilt innerhalb von 3-4 Tagen narbenfrei ab [2]. Stadium II wird in IIa und IIb unterteilt [2].
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Verbrennungen des Grades Ila reichen lediglich bis in die papilldre Dermis, wobei Mikrogefaf3e bescha-
digt werden und fliissigkeitsgefiillte Brandblasen entstehen [2, 73]. Die subdermalen GefaB3plexus sind
immer noch in der Lage, die Dermis zu versorgen [6]. Der Wundgrund unter den Blasen ist rot, bei
Druckapplikation bleicht er, farbt sich bei Nachlassen aber wieder [6]. Es zeigt sich eine spontane ka-
pillare Blutung bei Anritzen mit einer Kaniile [6]. Hautanhangsgebilde und Rezeptoren bleiben intakt,
was ein starkes Schmerzempfinden verursacht [73]. In diesem Stadium heilt die Verbrennung zwar nar-
benlos innerhalb von zwei bis drei Wochen ab, kann aber Pigmentstorungen hinterlassen [73]. Eine
konservative Therapieform ist meist ausreichend [6]. Eine linger andauernde Heilung lisst einen Uber-
gang in ein hoheres Stadium vermuten [6].

Im Stadium IIb ist dagegen sowohl die Epidermis als auch die retikulédre Dermis mitbetroffen [2]. Die
Schmerzhaftigkeit und das Sensibilitdtsempfinden ist durch Schidigung der Schmerz- und Tastrezepto-
ren vermindert [2, 73]. Teilweise bilden sich Blasen, teilweise auch nicht [2]. Haare sind leicht zu ent-
fernen [71]. Da der subdermale Gefdliplexus nun mitbetroffen ist, ist der Blasengrund blass weilllich
[6]. Auch ein Abblassen bei Druckapplikation ist demnach nicht mehr zu finden [6]. Eine spontane
kapilldre Blutung bei Anritzen findet sich nicht mehr regelhaft und ist bei Vorhandensein verzdgert [6].
Eine Heilung erfolgt meist unter der Bildung hypertropher und instabiler Narben und eine Operation-
sindikation ist in diesem Stadium meist gegeben, weshalb einer Unterscheidung zum Stadium Ila be-
sonderer Bedeutung zukommt [6].

Verbrennungen des Grades III reichen bis in die Subkutis [2]. Hier kommt es zum Verlust von Haaren
und Négeln sowie der Tast- und Schmerzrezeptoren [73]. Die Durchblutung des subdermalen Gefaf3ple-
xus ist nun vollkommen erloschen, die Wunde ist gréulich bis gelblich mit thrombosierten Blutgefaf3en,
teils auch braunlich bis rotlich [6, 73]. Man findet weder Abblassen bei Druck, noch spontane kapilldre
Blutungen bei Anritzen [6]. Spontane Heilung ist kaum moglich, weshalb eine operative Behandlung
indiziert ist [6]. Narben und Keloide konnen zuriickbleiben [73]. Zum Teil wird zusétzlich eine Ver-
brennung vierten Grades definiert, die bis auf die Muskeln und Knochen reicht [71, 72, 74].

Zur internationalen Vergleichbarkeit wurde 2002 eine neue Einteilung durch die European Burn Associ-
ation beschrieben [6]. Die oberfldchlichste Form der Verbrennung, superficial burns, entspricht in etwa
einer Verbrennung ersten Grades [6]. Die Superficial partial thickness burns beschreibt die Lasion der
Epidermis und der papilldren Dermis, weshalb sie in etwa dem Grad Ila entspricht [6]. Deep dermal
partial thickness burns umschreibt die Verbrennung der Epidermis bis hin zum Stratum reticulare der
Dermis und full thickness burns schadigen die gesamte Epidermis und Dermis, konnen aber auch noch
tiefere Strukturen, wie die Subkutis schidigen [6].

Da die retikuldre Dermis weniger bioaktiv ist als die papilldre, heilen Verbrennungen des Grades Ila
schneller ab als des Grades IIb [73].

Bei oberfliachlichen Verbrennungen kann die Reepithelialisierung aus tieferen Epidermisschichten her-
vorgehen [75]. Ist die Verbrennung allerdings tiefer, so erfiillen vor allem die Hautanhangsgebilde diese
Funktion [75]. Nicht nur die Organisation der Kollagenfasern ist hier minderwertig, was zur Ausbildung

hypertropher Narben fiihrt, auch ist der Prozess der Reepithelialisierung verlangsamt [75].
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Neben Tiefe ist auch die Ausdehnung der Verbrennung relevant [2]. Diese wird angegeben als KOF-

Prozent der Korperoberflache [2].

Grad I
Grad Ila

Grad IIb

Grad IIT
ZOQ.Em
Abb. 5: Grade der Verbrennung

Abb. 5: Hier sind die Verbrennungsgrade am Beispiel der Kontrolle nach 6 Tagen der Haut des Spenders B
dargestellt. Bei Grad I ist nur die Epidermis betroffen [6]. Grad Ila betrifft die oberflichliche, Grad IIb die
tiefe Dermis [2]. Grad III reicht bis in die Subkutis. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauf-
16sung: 0,441um x 0,441 um

Jackson teilte 1953 die drei zwiebelschalenartigen Zonen der Verbrennungswunde (Abb. 6) ein [76].
Dies lag der Uberlegung zugrunde, dass die meisten Verbrennungen im Zentrum am tiefsten und am
Rand flacher sind [73, 76]. Diese beschriebenen Zonen sind bei allen tieferen Verbrennungen vorhan-
den, wobei die Auspragung variieren kann [76].

Jackson definierte die Nekrosezone als das Innerste der Wunde [73]. Hier sind die Zellen, wie der Name
bereits vermuten lésst, abgestorben, die Proteine denaturiert und verklumpt [6, 73]. Daran schlief3t sich
die Stasezone an, in der sich noch vitale Zellen befinden, die im Verlauf noch untergehen kénnen [2, 5,
6]. Man bezeichnet diesen Effekt als Nachbrennen, was die Vertiefung der Verbrennung beschreibt [5,
73]. Zunéchst ist sie noch rot, bleicht aber bei Druck [76]. In dieser Zone stagniert der Blutfluss [75].
Die noch vitalen Zellen sind durch eine Vielzahl an Einflussfaktoren gefahrdet. Zum einen kann ihnen
eine mangelnde Blutversorgung bzw. Sauerstoffmangel durch Dehydratation, Druck, Infektion oder Hy-
povoldmie zum Verhdngnis werden [5, 75]. Zum anderen konnen Zellfragmente, Mediatorenausschiit-
tung, Immunmodulatoren sowie Unterkiihlung und Elektrolytungleichgewicht schadigend wirken [5,
75].

Der Rand wird gebildet durch die Hyperdmiezone, die vitale Zellen enthélt [73]. Jackson beschreibt,
dass ein Verlust der Epidermis ohne Beschiddigung der Dermis stattfindet [76]. Hier herrscht
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Vasodilatation und erhdhter Blutfluss, was dieser Zone ihren Namen verleiht [75]. Vor allem wird dies
durch Entziindungsmediatoren ermoglicht [73]. Es kommt zur Aktivierung von Neutrophilen und damit
zur Produktion von Radikalen [73]. Die dadurch entstehende Entziindungsreaktion wird aulerdem ver-
starkt durch die Schadigung von Zellmembranen [73]. Durch Oxidantien und Peptidasen wird der Effekt
des Nachbrennens weiter begiinstigt, da es zu Druckanstieg und Kompressionen kommt und hierdurch

die Versorgung des bereits vulnerablen Gewebes der Stasezone beeintrachtigt wird [5, 73].

Abb. 6: Jackson Verbrennungszonen

Abb. 6: Zu sehen ist der Querschnitt durch eine Hautstanze mit einer Verbrennung in der Mitte. Im Zentrum
der Verbrennung befindet sich die Nekrosezone, die abgestorbene Zellen enthélt [2]. Daran schlieft sich die
Stasezone an, in der die gefahrdeten Zellen liegen [2]. Die duBerste Zone, die Hyperdmiezone, enthdlt vitale
Zellen [2, 5]; in Anlehnung an Akutversorgung des brandverletzten Kindes [9, 10] Abb. 5

Der Untergang von Kollagen fiihrt zur Entstehung eines lokales Odems, das nach circa 12-24 Stunden
maximale Ausprigung erreicht [73, 75]. Wihrend in normalen Wunden Odembildung zur Wundreini-
gung beitrégt, ist sie in Verbrennungswunden durch die mogliche Kompression und damit weiterer Is-
chamie gefahrlich [75].

Das Weichteilodem wird durch verschiedene Faktoren gebildet, deren Zusammenwirken als ,,capillary
leak’ bezeichnet wird [5]. Eine erhohte Permeabilitit kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen
wird das Endothel direkt geschiddigt, zum anderen sind Mediatoren verantwortlich, die eine systemische

Entziindungsreaktion bewirken [75]. Es handelt sich hierbei unter anderem um Histamin, Bradykinine,
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freie Sauerstoffradikale und Peptide [75]. Die gesteigerte Permeabilitét fiihrt zu einer Verschiebung von
Plasmaproteinen ins Interstitium und somit zu einer Erhéhung des kolloidosmotischen Drucks [5, 75].
Zusitzlich kommt es zu einem gesteigerten Kapillardruck und zur Vasodilatation [75].

Insgesamt ist ein Zusammenspiel von pathologischen Verdnderungen des hydrostatischen und kolloid-
osmotischen Drucks sowie die Verschiebungen interstitieller Fliissigkeiten Ursache des Kapillarlecks
[5]. Im Ergebnis wird mehr interstitielle Fliissigkeit angesammelt, als iiber das Lymphsystem abflielen
kann [5]. Das Odem entsteht [5].

Durch Zelldebris und denaturierte Proteine wird auBlerdem ein Verbrennungsschorf gebildet, der ein
Néahrmedium fiir Bakterien darstellt [75].

Ab einer Verbrennung von 20%VKOF kann nicht nur ein lokales, sondern auch generalisiertes Kapil-
larleck entstehen, sodass es zudem zur systemischen Reaktion kommt [5, 72, 73]. Intravasale Hypovola-
mie und dadurch eine Schadigung des kardiovaskuldaren Systems sind die Folge [5, 73]. Es kann ein
Verbrennungsschock resultieren [73]. Da dieser nicht nur durch Hypovoldmie, sondern auch durch Me-
diatoren bedingt ist, kann er mittels Volumensubstitution nicht vollstindig korrigiert werden [73].

Die haufigste Todesursache Schwerbrandverletzter stellt das Multiorganversagen dar [5]. Dieses kann,
muss aber nicht, mit Infektionen assoziiert sein [5]. Es geht eine Sepsis voraus, deren Ursache zwei
Hypothesen beschreiben, die sich gegenseitig ergdnzen [5]. Zum einen kann eine Antwort der Makro-
phagen auf Erreger Ursache sein, zum anderen konnte eine posttraumatische Immunsuppression, in
Form einer Lymphozytenproliferations- und Antikorpersynthesestérung verantwortlich sein [5].
Patienten ab 10% VKOF, bei Kindern schon ab 5%, sind geféhrdet, einen Schock zu erleiden [72].

Um das Risiko einer Wundinfektion zu minimieren, wird eine frithe und vollstindige Exzision des nek-
rotischen Gewebes angestrebt, wodurch die Expositionszeit gegeniiber moglichen Erregern vermindert
wird [5].

Wie bereits erwahnt, kann die Behandlung von Verbrennungen ersten Grades rein konservativ mit pfle-
genden Salben durchgefiihrt werden [71]. Im Stadium Ila reicht eine Wundreinigung mit Debridement
aus, wihrend bei IIb die Entfernung des nekrotischen Gewebes mit anschlieBender Deckung via Spalt-
hauttransplantation indiziert ist [71]. Falls diese nicht moglich ist, kann ein Debridement erfolgen und
SchlieBung der Wunde mittels tempordren Hautersatz oder antiseptischer Verbiande erreicht werden
[71]. Bleibt eine Heilung innerhalb der néchsten drei Wochen aus, sollte eine Spalthauttransplantation
durchgefiihrt werden [71]. Bei drittgradigen Verbrennungen ist eine tangentiale oder epifasziale Nek-
rektomie und Defektdeckung nétig [71]. Falls die Perfusion der Extremititen, aber auch von Thorax
oder Abdomen, durch zirkuldre Verbrennungen gefihrdet wird, strebt man eine Escharotomie an, bei
der dieser Wundschorf gespalten wird [6]. In jedem Fall ist nach initialer Versorgung und Stabilisierung
des Patienten, eine schnellstmogliche Operation bei Verbrennungen des Grades IIb oder hoher in den

ersten 24h anzustreben [6].
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1.4 Wachstumsfaktoren und Wundheilung

Bereits ab Verbrennungswunden zweiten Grades kommt es zu einem Schaden des mikrovaskuldren

Systems der Haut mit Verlust der Kapillaren [77]. Dies hat eine Ansammlung von Fliissigkeit sowie die
Storung der Signalmolekiile zur Folge, darunter auch Wachstumsfaktoren, die, wie im Folgenden be-
schrieben, eine essentielle Rolle fiir die Wundheilung zu spielen scheinen [77].

Der derzeitige Goldstandard der Behandlung von Verbrennungswunden — die Spalthauttransplantation
— ist ab einem Hautverlust von 70% nicht mehr moéglich, sodass Alternativverfahren dringend bendtigt
werden [78]. Neben dermalen und epidermalen Hautersatzverfahren, die bereits in der Klinik verwendet
werden [79], scheinen, wie im Folgenden beschrieben, Wachstumsfaktoren einen vielversprechenden
Ansatz darzustellen. Ihre topische Anwendung nutzt korpereigene Zellen, um die Wundheilung zu sti-
mulieren und so die Dauer der Lasion zu reduzieren [80].

Verschiedene Ansitze sind hierfiir experimentell getestet worden. Da diese Arbeit ebenfalls den Effekt
eines Wachstumsfaktors auf die Wundheilung in Verbrennungswunden erforscht, werden die Ergeb-
nisse einiger dieser Experimente zusammengefasst. Der Faktor EGF (epidermal growth factor) steht
dabei bisher oft im Fokus der Forschung.

Wachstumsfaktoren sind wichtige Bestandteile der oben beschriebenen Phasen der Wundheilung, da sie
die Zellmigration, Differenzierung und Proliferation stimulieren [81-83].

Sie wirken chemotaktisch auf Entziindungszellen [84-88] und ermdglichen deren Aktivierung [87, 89-
91], fordern die Fibroblastenproliferation [87], die Synthese der Bestandteile der extrazelluldiren Matrix
[92], insbesondere die Kollagensynthese- und Ausschiittung [87, 92-94], ermdglichen die Angiogenese
[81, 85, 95-97] und tragen zur Narbenbildung bei [81, 98].

Bei Betrachtung dieser wichtigen Funktionen der Wachstumsfaktoren fiir die Wundheilung, ist es nahe-
liegend, dass die Behandlung von Wunden mithilfe von Wachstumsfaktoren Bestandteil der aktuellen
Forschung ist.

Der wundheilungsfordernde Effekt konnte in zahlreichen Experimenten bestétigt werden [99, 100].
Auch Hinweise des positiven Einflusses durch lokale Applikation von Wachstumsfaktoren auf Verbren-
nungswunden konnten bereits geliefert werden [101-103]. Sowohl die Entnahmestelle von Spalthaut als
auch die Spalthaut selbst profitierten im Versuch ebenfalls von der Therapie mit Wachstumsfaktoren
[102, 104, 105]. Interessant ist hierbei, dass festgestellt werden konnte, dass hohere Dosen des Faktors
zu schlechteren Ergebnissen fiihrten [105]. Erklért wurde dies dadurch, dass hohere Konzentrationen
von Wachstumsfaktoren eine inaddquate Antwort der Wundheilung verursachen [105].

Uber die genannten vor allem in vivo durchgefiihrten Experimente am Tier hinaus wurden bereits rand-
omisierte kontrollierte Studien an Patienten sowohl fiir die Forderung der Wundheilung [106, 107] als
auch fiir diese bei Verbrennungswunden im Speziellen durchgefiihrt [108].

In manchen Léndern sind einige Wachstumsfaktoren bereits klinisch zugelassen, so beispielsweise der

Faktor basic Fibroblast Growth Factor in Japan [107].
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Einige Préparate waren zwischenzeitlich auch in Deutschland fiir die Behandlung chronischer Wunden
zugelassen, so zum Beispiel Becaplermin, welches Platelet Derived Growth Factor enthielt und als Gel

verfligbar war. Die Herstellung dieses Praparates wurde allerdings 2011 europaweit eingestellt [109].

1.4.1 Die TGF-p Superfamilie
Die TGF-B (Transforming Growth Factor ) Superfamilie ist eine Gruppe von Faktoren, die unter An-

derem Chemotaxis, Mitose, Chondro- und Osteosynthese [110, 111] sowie die Kollagensynthese beein-
flussen [112]. Dariiber hinaus wirken sie auch in Mechanismen mit, wie Proliferation [113], Apoptose
[114], Differenzierung der Zellen [115] und somit schlieBlich in der Entwicklung zahlreicher Organe,
wie zum Beispiel das Nervensystem, die Nieren, die Haut, die Lungen und die Gonaden [116].

Zu dieser Superfamilie gehoren neben der TGF-p Familie selbst, welche eng mit EGF in Beziehung
steht [117, 118], die BMP (Bone Morphogenetic Protein) Familie, zu denen wiederum die GDF-Familie
(Growth differentiation Factor) gehort [119] und viele weitere [120, 121].

BMPs sind 30-38kDa schwere dimere Proteine, die man je nach Aminosdure-Sequenz in Subfamilien
unterteilen kann [122]. Sie wurden bereits 1971 beschrieben [123].

Vereinfacht dargestellt binden die Faktoren der TGF- Superfamilie an einen Rezeptorkomplex, der aus
je zwei Molekiilen Typ I und Typ II besteht [124, 125]. Diese Untereinheiten des Rezeptors bestehen
aus 3 Bereichen: eine kurze extrazelluldre, eine membraniiberspannende sowie eine intrazelluldre Do-
méne mit Serin/Threonin-Kinase-Region [122, 126, 127]. Nach Bindung des Liganden wird die GS-
Doméne (glycin-und serinreiche Doméne) des Typ I durch Typ II phosphoryliert und Typ I damit akti-
viert, welcher als Effektor der Signaltransduktion fungiert [122, 127]. Ein intrazelluldrer Signalweg ist
somit aktiviert [122, 127]. Die einzelnen Mitglieder der BMP Familie weisen unterschiedliche Affinitét
zu den verschiedenen Kombinationen der Typ I und Typ II Untereinheiten auf [128], wodurch vermut-
lich die unterschiedlichen Effekte ermdglicht werden [122].

Vereinfacht dargestellt fithrt die Bindung an den Rezeptor zur Phosphorylierung von SMAD Proteinen
(Receptor regulated SMADS (R-SMADS)) durch den Typ I Rezeptor [129]. Zwei Signalwege scheinen
aktiviert zu werden: SMAD2/3 oder SMAD1/5/8, wobei letzteres den Signalweg der BMPs beschreibt
[129]. Sie bilden jeweils Komplexe mit SMAD4 und aktivieren oder hemmen schlielich im Zusam-
menspiel mit anderen Transkriptionsfaktoren, Koaktivatoren oder Koexpressoren die Genexpression im
Nukleus [129]. SMADG6 und 7 scheinen inhibitorische Funktion zu haben, indem sie die Aktivierung
der SMAD-Signalwege durch den Typ I Rezeptor verhindern [130, 131]. Somit ermdglichen sie einen
auto-inhibitorischen Feedback Mechanismus [131, 132]. Dariiber hinaus scheinen noch weitere “SMAD-
independent”- oder “non-canonical* Signalwege zu existieren [132].

Diese vereinfachte Darstellung scheint allerdings nur einen Bruchteil der Realitét zu erfassen, da immer
noch fraglich bleibt, wie mehr als 30 Liganden nur sieben Typ I und fiinf Typ II Rezeptoren ansteuern
konnen, die hauptséchlich nur zwei Signalwege aktivieren und dennoch zu zahlreichen verschiedenen
Effekten in den Zellen fiihren [130]. Moglich wiren hier noch unbekannte Komponenten, Korezeptoren

sowie Modulatorproteine, welche die Signale spezifizieren konnten [130].
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Als einer der ersten Faktoren der TGF-B Superfamilie wurde TGF-B1 bereits vor circa 40 Jahren be-
schrieben [133]. Es ist demnach wenig iiberraschend, dass vor allem dieser viel erforscht wurde. Da
seine Funktionen im Zusammenhang mit Wundheilung schon vielseitig bekannt sind und er als der
strukturelle Prototyp der Superfamilie gilt, mit denen er verwandt ist [121], wird im Folgenden weiter
darauf eingegangen.

TGF-p gilt im Allgemeinen als Wachstumshemmer, kann paradoxerweise aber auch die Proliferation
fordern [134]. Dies wurde unter anderem im Zusammenhang mit Chrondozyten [135], Osteoblasten
[134, 136], glatten Muskelzellen [137] und Fibroblasten [138] beschrieben. TGF-f scheint somit ein
Induktor der Bindegewebsproliferation zu sein, kann diese aber auch unter bestimmten Bedingungen
inhibieren [134]. Der sowohl inhibitorische als auch induzierende Effekt hdngt sowohl von den Ver-
suchsbedingungen aber auch von der Konzentration des Faktors ab [134]. Niedrige Konzentrationen
scheinen einen wachstumsfordernden Effekt zu haben, wihrend dieser bei hohen Konzentrationen ver-
ringert ist [134]. Es konnte auBlerdem beschrieben werden, dass TGF-f die Bildung von Granulations-
gewebe fordert [92]. So induziert es die Angiogenese und Kollagensynthese [92]. Letzteres scheint
durch die Aktivierung von Fibroblasten zu geschehen [92]. Es scheint somit ein wichtiger Mediator der
Wundheilung zu sein [92, 117], was bereits 1983 in vivo im Mausexperiment gezeigt werden konnte
[139].

Es gibt drei Isoformen von TGF-B: TGF-1, -p2 und -3 [140]. In der Vergangenheit wurden viele
Forschungen durchgefiihrt, die den Zusammenhang zwischen TGF-B, im Speziellen TGF-f1 und der
Wundheilung von chronischen Wunden sowie der Narbenbildung niher beleuchten. Es zeigten sich teil-
weise kontroverse Ergebnisse, die TGF-B1, auch in Verbrennungswunden, zum einen fiir die Bildung
hypertropher Narben verantwortlich zu machen scheinen [141-145], aber auch ein Mangel von TGF-3
moglicherweise zu einer defekten Wundheilung mit Folge der Entstehung von chronischen, nicht hei-
lenden Wunden sowie Narben fithren kdnnte [143, 146-148].

Dieser Faktor scheint also ein wichtiger Bestandteil der physiologischen Wundheilung zu sein.

Auch die anderen Faktoren der TGF-3 Superfamilie sind bereits vielfach untersucht und zum Teil sogar
schon fiir den klinischen Gebrauch genutzt worden, wobei sich die meisten Forschungsergebnisse auf
die Wundheilung und Angiogenese im Knochen beziehen [149].

BMPs scheinen eine wichtige Funktion in Zellproliferation, Zelldifferenzierung [150], Apoptose, Me-
lanogenese, Haarfollikelwachstum und Gewebeumbau der Haut, somit also fiir die Hom&ostase zu spie-
len [127, 151, 152]. Demnach haben sie Einfluss auf die wichtigsten Zellen der Haut (darunter epider-
male Keratinozyten sowie Keratinozyten aus den Haarfollikeln, dermale Fibroblasten, Melanozyten und
epitheliale Stammzellen [127, 152-159]). Thre Funktion erfiillen sie vermutlich durch Interaktion mit
anderen Wachstumsfaktoren [151].

Sowohl Keratinozyten als auch dermale Fibroblasten exprimieren alle Subtypen der BMP-Rezeptoren
[127]. In ihnen scheint der BMP-Smad Signalweg aktiv zu sein [127].

BMPs scheinen die Differenzierung der Keratinozyten iiber Involucrin, Loricrin und Keratin 1 zu steu-

ern, welche als Differenzierungsmarker genutzt werden [152, 154, 160].

18



Es lasst sich vermuten, dass BMP-4 an der Regulierung des Umbaus der extrazelluldren Matrix beteiligt
ist [127].

Der eng mit dem von uns untersuchten Faktor GDF-5 verwandte Faktor GDF-6 ist in hoher Zahl in
regenerierender Epidermis am Wundrand sowie in Fibroblasten des Granulationsgewebes zu finden
[161]. Es wird allerdings ein inhibitorischer Effekt auf die Keratinozyten vermutet [161], da Uberexpri-
mierung zu verzdgerter Reepithelialisierung fiihrt [162]. Ahnlich wie bereits bei anderen Faktoren der
Familie beschrieben, scheint auch BMP-6 eine konzentrationsabhéngige paradoxe Wirkung zu haben
[151, 163]. Demnach hemmen hohe Konzentrationen die epidermale Proliferation, wihrend niedrige
Konzentrationen diese fordern [151, 163].

Zwei Faktoren der BMP -Gruppe scheinen fiir die klinische Anwendung zur Knochenheilung interessant
zu sein: thBMP-2 und rhBMP-7 [164-167]. Zur knéchernen Defektdeckung wurde die BMP-2 enthal-
tene Kollagenmatrix InNFUSE angewendet, deren Nutzen im Zusammenhang mit Operationen bei dege-
nerativen Bandscheibenerkrankungen nachgewiesen wurde [168]. In Deutschland war das Produkt als
InductOs erhiltlich, die Zulassung ruht allerdings seit 2015 [169]. Ein Problem mit den BMPs scheint
zu sein, dass im Menschen eine sehr hohe Dosis des BMPs benétigt wird, um dhnliche Wirkungen zu
entfalten wie in Tierexperimenten [170]. Eine schnelle Ausscheidung, zu kurze Verweildauer im Ge-
webe und eine zu geringe Zahl an ansprechenden Zellen konnten moégliche Ursachen sein [170].

Auch im Bereich Tissue Engineering scheinen BMPs vielversprechende Helfer zu sein. So

wurden BMP-3 und -7 fiir die Bildung von Knochengewebe erforscht [171, 172].

Ein weiterer wichtiger Faktor der BMP-Familie ist GDF-5. Er scheint bei der Gewebekonstruktion von
Sehnengewebe [173], Knorpelgewebe, bei der Zahnbildung [174] und bei der Neuronendifferenzierung
[175] mitzuwirken [176].

GDF-5 ist auch bekannt als Bone Morphogenetic Protein 14 (BMP-14), Morphogenic protein MP52
und Cartilage-derived Morphogenetic Protein 1 (CDMP-1) [177]. Wie diese Namen bereits vermuten
lassen, wurden die Effekte dieses Faktors vor allem im Zusammenhang mit der Osteo- und Chondroge-
nese beschrieben [178]. Deshalb wurde bisher vor allem der mégliche Nutzen von GDF-5 im Zusam-
menhang mit der Heilung von Frakturen untersucht.

Yamashita et al. stellten bereits 1997 fest, dass GDF-5 im in vivo Experiment die Angiogenese induziert
[179]. Dieser Effekt, so beschrieben sie, konnte entweder durch direkte Wirkung auf die endothelialen
Zellen entstehen oder aber durch indirekte Wirkung auf Endothelzellen durch umliegende Zellen [179].
Hinweis auf eine direkte Wirkung liefert das Vorhandensein von Rezeptoren fiir BMPs an den von ihnen
untersuchten endothelialen Zellen [179].

GDF-5 scheint auBlerdem antiapoptotische Wirkung in Fibroblasten aufzuweisen, was an Mause-Emb-
ryonen getestet wurde [180]. Dieser Mechanismus scheint iiber Stabilisierung des Apoptose-Inhibitors
XIAP zu funktionieren [180]. Wie so viele Funktionen dieser Wachstumsfaktoren, scheint auch die
Apoptose durch BMPs entweder inhibiert oder gefordert zu werden. So wirkt BMP2 inhibierend [181].
Die oben bereits erwahnte neurotrophe Wirkung von GDF-5 stellt einen Lichtblick firr die Behandlung

von Parkinson dar [175, 182]. Es wird vermutet, dass der beschriebene antiapoptotische Effekt dabei
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neuroprotektiv wirkt, was, unter anderem, durch die apoptosedarstellende TUNEL-Farbung (terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick-end labeling) sichtbar gemacht wurde [183].

Auch scheint GDF-5 mesenchymale Zellen zur Produktion von Glykosaminoglykane und Kollagen,
also der extrazelluldren Matrix, anzuregen [176]. Auch Fibroblasten konnten mit GDF-5 zur Bildung
von Kollagen sowie zur Differenzierung in eine chrondrogene Linie stimuliert werden [184, 185].

In Sehnengewebe wurde ebenfalls dieser stimulierende Effekt auf Fibroblasten in Bezug auf Migration,
Proliferation sowie Kollagensynthese nachgewiesen [173, 186]. Es konnte dariiber hinaus gezeigt wer-
den, dass die Kombination aus GDF-5 und bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) die Proliferation
und Migration von Fibroblasten sowie die Synthese von Kollagen Typ I anregt [187].

Dass der Faktor fiir die Sehnenheilung von essentieller Bedeutung ist, wurde in GDF-5 defizienten Méu-
sen ermittelt, da hier eine langere Zeit bendtigt wurde, um Revaskularisierung, Zelldichte sowie den
gleichen Gehalt an Glykosaminoglykane und Kollagen zu erreichen [188]. Ein Verlust von GDF-5
scheint auBBerdem eine Verkleinerung des Durchmessers [189] und einen hoheren Anteil irregular ge-
formter Kollagenfibrillen zu begiinstigen [190]. Daher kann gemutmaBt werden, dass er einen entschei-
denden Faktor in der Kollagen Fibrillogenese darstellt [190]. Kollagen ist im Zusammenhang mit der
dermalen Wundheilung besonders wichtig, da es den groften Bestandteil der extrazelluldren Matrix
ausmacht [191, 192]. Es scheint der Haut ihre Stirke zu geben und fiir die Organisation der Matrix zu
sorgen [177], wahrend Elastin fiir Flexibilitdt und Proteoglykane fiir Hydratation zustidndig sind [80].
Der Effekt von GDF-5 auf die extrazelluldre Matrix wurde bereits an dermalem Gewebe mit Hilfe von
GDF-5 iiberexprimierten Méusen getestet [177]. Es konnte hier eine starke Vermehrung von Proteinen
der extrazelluldren Matrix nachgewiesen werden [177]. Dies betraf Kollagen Typ I, IIl und IV, Elastin,
Fibrillin-2 und Decorin [177]. Zudem war eine Verstirkung der Basalmembran, eine Erhdhung des Hy-
aluronsédureanteils sowie eine Verminderung der epidermalen Dicke ersichtlich [177]. Vergleichbare
Effekte wurden dariiber hinaus auch bei direkter Applikation von 1g/ml oder 10g/ml auf die Haut fest-
gestellt [177].

Vorarbeiten von Schiefer et al. 2017 untersuchten bereits die Auswirkung von GDF-5 auf die Heilung
von Wunden [193]. Dabei wurden Minischweinen chirurgisch standardisierte Wunden zugefiigt, die mit
einer Gelatine-Kollagen-Matrix behandelt wurden, in die der Faktor GDF-5 in 3 verschiedenen Kon-
zentrationen integriert wurde [193]. Nach 21 Tagen wurden Biopsien entnommen, an denen eine histo-
logische Untersuchung mit H&matoxylin-Eosin und Masson Trichrom Farbungen durchgefiihrt wurde
[193]. In allen 3 Konzentrationen (100, 1000 und 5000ng/qm) zeigte sich ein beschleunigter Wundver-
schluss, eine dickere Epidermis sowie eine erhohte Zahl epidermaler Zellen [193]. Die Unterschiede in
Dicke der Epidermis und epidermaler Zellzahl waren allerdings nur bei den Konzentrationen 100 und
1000ng/qm, nicht aber bei 5000ng/qm von signifikanter GrofBe [193].

Die Idee GDF-5 als médgliche Behandlungsoption fiir Verbrennungswunden zu nutzen, wurde schon in
einem weiteren Versuch beschrieben [77]. Hier wurden im in vivo Schweinemodell Lasionen mit dem
Dermatom geschaffen, die bis in die oberfldchliche Dermis reichten und somit Verbrennungen zweiten

Grades imitierten [77]. Die Ergebnisse lieBen einen positiven Effekt von thGDF-5 auf die Wundheilung
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insbesondere auf Reepithelialierung, Organisation des Granulationsgewebes sowie Proliferation und
Migration vermuten [77]. Die Analyse der Haut erfolgte in diesem Modell erst nach neun Tagen, ohne
Hinweise auf die tdgliche Entwicklung zu geben [77]. Zudem bleibt offen, ob eine derartige Behandlung
ebendiesen Effekt auch auf menschlicher Haut zeigt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die TGF-B Superfamilie mit ihren zahlreichen Faktoren eine
vielversprechende Aussicht fiir die Behandlung von Wunden, Verbrennungswunden im Speziellen, dar-
stellt. Besonders interessant erscheint hierbei die Wirkung des Faktors GDF-5. Es lasst sich durch die
hier beschriebenen Forschungsergebnisse vermuten, dass er, durch seine Féhigkeit die extrazelluldre
Matrix zu regenerieren sowie die Angiogenese zu induzieren, einen Lichtblick fiir die Behandlung von

schweren und grof3flachigen Verbrennungswunden darstellt.

1.5 Herleitung der Fragestellung und Ziele der Arbeit

Verbrennungswunden stellen auch im heutigen Zeitalter eine gro3e Herausforderung an Kliniker, da die
Folgen weitreichend und die Interventionsmoglichkeiten begrenzt sind [71, 78].

Wachstumsfaktoren, insbesondere Mitglieder der BMP-Familie, stellen wichtige Modulatoren der
Wundheilung dar [151]. Einige dieser Faktoren wurden bereits klinisch angewendet [164, 168].

GDF-5 ist ein Faktor dieser Familie [177]. Er scheint in den wichtigsten Schritten der Wundheilung
positiv einzugreifen, insbesondere in der Angiogenese, Reepithelialisierung und Proliferation der extra-
zelluldren Matrix [77, 176, 179, 193]. Es gibt Hinweise, dass dieser Faktor ebenfalls einen positiven
Effekt auf die Wundheilung von Verbrennungswunden zu haben scheint [77].

Genau diese Frage soll das von uns durchgefiihrte Experiment beantworten. Im Speziellen wird unter-
sucht, ob die wichtigsten Schritte der kutanen Wundheilung (Angiogenese, Myofibrinogenese,
Reepithelialisierung und Proliferation der Keratinozyten) durch die Applikation von GDF-5 unterstiitzt
und beschleunigt werden konnen und ob dieser Faktor sogar den Effekt des Nachbrennens verhindern

kann.

2 Methodik:

2.1 Erzeugung der Gewebeproben
2.1.1 Herkunft der Gewebeproben

Da es sich bei der hier beschriebenen Arbeit um eine Kooperation der Universitdt Witten/Herdecke

sowie der Heinrich-Heine Universitdt Diisseldorf handelt, werden Antrage auf ein Ethikvotum an beide
Institutionen gestellt und bewilligt (Universitdat Witten/Herdecke: Antrag Nummer 78/2017; Heinrich-
Heine-Universitdt: Studiennummer 3634)

Fiir das ex vivo-Verbrennungsmodell erhalten wir menschliche abdominelle Vollhaut von drei verschie-
denen, weiblichen Spendern (n=3) (A= 36 Jahre, B= 53 Jahre, C= 46 Jahre, Median 46 Jahre, Mittelwert
45 Jahre) aus dem Operationssaal der plastischen Chirurgie des Krankenhauses K&Iln-Merheim. Die

Haut stammt von Abdominoplastiken.
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2.1.2 Vorbereitung Hautlappen

Die Kutis wird zunéchst mit einem Skalpell vom subkutanen Fettgewebe weitestgehend abgetrennt
(Abb. 7). Die Haut wird auf einem mit Alufolie umwickeltem Styroporstiick mithilfe von sterilen Nadeln

aufgespannt. Eine Petrischale, die unter die Haut geschoben wird, dient als Widerlager.
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Abb. 7: Priaparation des Hautlappens

Abb. 7: Die Subkutis wurde bereits von der Kutis geldst. Um ein Stiick Styropor wird Alufolie gewickelt und
die préaparierte Haut daraufgelegt (im néchsten Schritt auBerdem durch Nadeln befestigt). Eine Petrischale
wird als Widerlager genutzt und unter den Hautlappen geschoben.

Um einen thermischen Schaden zu erzeugen, wird ein Warmeiibertriger genutzt. Bei diesem handelt es
sich um einen Kupferzylinder, welcher an der Spitze einen Durchmesser von rund 3mm trigt. Das Ge-
samtgewicht des Kupferstempels liegt bei circa 646g. Um die Hautlappen punktuell zu verbrennen, wird
der Kupferstempel unmittelbar vor seinem Einsatz im Wasserbad erhitzt.

Zunichst werden in einem Vorversuch verschiedene Temperaturen und Expositionszeiten der Verbren-
nung evaluiert. Getestet werden dabei Verbrennungen mit Temperaturen von 70, 80 und 90 °C und mit
einer Dauer von 5 oder 10 Sekunden. AnschlieBend werden HE-Farbungen zum Vergleich erzeugt. Da
bei den Temperaturen von 70 und 80°C sowie bei 90°C fiir 5 Sekunden kaum Verdnderungen zu sehen

sind und wir mindestens Verbrennungen des Grades Ila erzeugen mochten, entscheiden wir uns fiir die
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standardisierte Verbrennung aller Priparate mit 90°C und einer Kontaktzeit von 10 Sekunden. In der
Literatur wurden bereits dhnliche Herangehensweisen etabliert und dienen als Vorlage fiir die ausge-
wihlte Temperatur und Dauer [194-197].

Das Wasserbad wird auf circa 93°C erhitzt, damit die Verbrennung bei einer Temperatur von circa 90°C
erfolgen kann. Der Kupferstempel wird ein bis zwei Minuten lang ins erhitzte Wasser gehalten, damit
er die geeignete Temperatur annimmt. Diese wird mithilfe eines Thermometers sichergestellt. Anschlie-
Bend wird der Stempel aus dem Wasserbad entnommen und abgetrocknet, damit moglichst nur
Verbrennungen und keine Verbrithungen entstehen. Das Kupfer wird genau 10 Sekunden mit Eigenge-
wicht auf die Haut gehalten, der dabei ausgelibte Druck entspricht circa 2,1bar. Beim Setzen der Ver-

brennung wird steril vorgegangen (Abb. 8). AnschlieBend wird der Stempel zuriick ins Wasserbad ge-

setzt, um fiir Erzeugung die ndchste Verbrennung erhitzt werden zu kdnnen.
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Abb. 8: Erzeugung der Verbrennungswunde

Abb. 8: Die Verbrennungswunde wird steril mit Hilfe eines im Wasserbad erhitzten Kupferstempels erzeugt.
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Wihrenddessen wird mit einer 8mm groB3en Stanze die Verbrennungswunde, die makroskopisch kreis-

rund zu erkennen ist, ausgestanzt, sodass diese im Zentrum der Stanze liegt (Abb. 9).

Abb. 9: Ausstanzen der Verbrennungswunde

Abb. 9: Ausstanzen der erzeugten Verbrennung, Durchmesser 8mm

Die Stanze wird sofort in Medium, bestehend aus 50mL 10 % FCS (fetal calf serum), 10mL Penicil-
lin/Streptomycin (Pen-Strep), 1ml Amphotericin B und 5Sml HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-
ethanesulfonic acid), gelegt.

Fiir jeden Zeitpunkt existieren 8 Stanzen: +GDF-5 in Spug/mL; +GDF-5 in 1pug/mL, -GDF-5 (nur Me-
dium, ohne GDF-5 aber mit Verbrennungswunde), Kontrolle (ohne GDF-5, ohne Verbrennungswunde)
und jede der genannten Stanzen fiir die PCR-Untersuchung (im Folgenden ,,PCR-Stanzen®) (Abb. 10).
Da es zwischenzeitlich Lieferschwierigkeiten des Wachstumsfaktors gibt, wird die Untersuchungsreihe
von Spender A nach 6 Tagen beendet. Aullerdem wird die Behandlung mit Sug/mL GDF-5 dieses Spen-
ders aus diesem Grund bereits nach 3 Tagen beendet.

Von der verbrannten Haut des Spenders A, die nicht mit GDF-5 behandelt wird, existieren keine Ergeb-
nisse der KI-67-Antikorperfarbung zum Zeitpunkt von 9 Tagen, da die zugehdrigen Priaparate beim

Farben im Verlauf zerreif3en.
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Abb. 10: Well-Platte mit Stanzen im Medium

Abb. 10: Stanzen mit verschiedenen Behandlungen (Spg/mL GDF-5, 1pg/mL GDF-5, -GDF-5/reine Verbren-
nung, K/Kontrolle)

Abb.11 fasst das Erzeugen der Verbrennungswunden sowie das Ausstanzen und die Vitalerhaltung im

Medium zusammen.
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Abb. 11: Erzeugung der Verbrennungswunden und Vitalerhaltung der Haut im Medium

Abb. 11:
1. Erhitzen des Kupferstempels auf 90°C im Wasserbad

2. Erzeugen einer Verbrennungswunde auf dem Hautlappen fiir 10 Sekunden unter Eigengewicht des
Stempels

3. Kreisrunde Verbrennungswunde makroskopisch zu sehen

4. Ausstanzen der Verbrennungswunde

5. Hautstanze mit der Verbrennungswunde im Zentrum

6. Vitalerhaltung der Haut im Medium bestehend aus 50mL 10 % FCS, 10mL Penicillin/Streptomycin

(Pen-Strep), 1ml Amphotericin B und 5Sml HEPES, welchem entweder GDF-5 zugefiigt wird oder
nicht
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2.1.3 Mediumhaltung und Einbettung

Die in 24 Well-Platten befindlichen Stanzen werden bis zu 12 Tage im 37°C warmen Brutschrank ge-
halten. Das Medium (inklusive des GDF-5 beigesetzten Mediums) wird alle zwei Tage gewechselt. In
verschiedenen Zeitabstinden werden die Stanzen dem Medium entnommen und tiber Nacht in Formalin
eingebettet. Zuvor wurden verschiedene Inkubationszeiten fiir das Formalin getestet. Die Inkubation fiir
24 Stunden ergibt Préaparate, die sich im Anschluss optimal verarbeiten lassen. Langere Zeiten erbringen
in Vorversuchen besonders feste Praparate, die das Schneiden mit dem Mikrotom behindern. Fiir die
PCR-Stanzen werden an den gegebenen Zeitpunkten nur die verbrannte Haut mit 2mm Stanzen ausge-
stanzt und bei -80°C in Eppendorfgefifien gelagert.

Nachdem die Stanzen iiber Nacht in 3.7-4.0% Formalin verweilen, werden sie mit dem Gewebeein-

bettautomaten entwissert. Dabei wird folgende Geréteeinstellung vorgenommen:

Position 1: Formalin 1 Stunde

Position 2: Formalin 1 Stunde

Position 3: 70% Ethanol 1 Stunde

Position 4: 90% Ethanol 1 Stunde

Position 5: 100% Ethanol 1 Stunde

Position 6: 100% Ethanol 2 Stunden
Position 7: 100% Ethanol 2 Stunden
Position 8: Xylol 1 Stunde und 45 Minuten
Position 9: Xylol 1 Stunde und 45 Minuten
Position 10: Xylol 1 Stunde und 30 Minuten
Position 11: Paraffin 2 Stunden

Position 12: Paraffin 2 Stunden und 30 Minuten

AnschlieBend werden die Stanzen in Paraffin eingebettet. Bei der Einbettung wird das Gewebe in 3
Scheiben geschnitten, die mittlere Scheibe schliefit die Verbrennungswunde mitsamt ihren Wundrin-
dern exakt ein und ist somit am interessantesten fiir die weitere Verarbeitung. Die Scheiben werden in
das Einbettschélchen gelegt, sodass die spéter entstechenden Schnitte einen Querschnitt durch Epidermis
und Dermis (und somit aller Hautschichten) darstellen. Wiahrend das Gewebe mit einer Pinzette in dieser
Position gehalten wird, iiberschwemmt man es mit Paraffin und driickt anschlieBend den Boden einer
Einbettkassette auf den heilen Wachs. Die Kassetten werden flir mindestens 2 Stunden bei circa -10°C
auf eine Kiihlplatte gelegt und anschlieend bei 4°C im Kiihlschrank fiir mindestens einen Tag bis zur

Nutzung verwabhrt.
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2.1.4 Schneiden des Gewebes
Vor dem Schneiden werden die Schnitte bei circa 15°C auf besagter Kiihlplatte gekiihlt. Nach dem

Einspannen der Préparate ins Mikrotom werden diese in Spm dicke Scheiben geschnitten und im 30°C
warmen Wasserbad aufgefangen, um anschlieend auf die Objekttrager gezogen zu werden. Die Ob-

jekttrager werden iiber Nacht im 60°C warmen Heizschrank gehalten.

Abb. 12 fasst die Bearbeitung der Stanzen zusammen.

Verbrennung ‘Verbrennung

Epidermis = Epidermis —

Dermis — 1 | | Dermis —

E

1 2. 3. 4. 5.
AbbD. 12: Erzeugung der Paraffinschnitte

Abb. 12:
1. Stanze mit Verbrennung im Zentrum
2. Stanze mit Schnittlinien, an denen mithilfe eines Skalpells geschnitten wird
3. Stanze, nachdem sie mit dem Skalpell zurechtgeschnitten wurde
4. In Paraffin eingebettete Stanzen
5. Schnitte auf dem Objekttrager, nachdem sie mit dem Mikrotom geschnitten wurden

2.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen:

2.2.1 Vorbereitung der Priaparate fiir die Firbungen:

Die Schnitte werden zur Entparaffinierung nach laborintern etabliertem Protokoll 20 Minuten in Xylol
gehalten, anschlieBend 10 Minuten in 100% Ethanol, 10 Minuten bei 95% Ethanol, 10 Minuten bei 70%
Alkohol und 5 Minuten in PBS gehalten.

Als Nachstes erfolgt die Antigendemaskierung. Ein Citratpuffer wird hergestellt. Dazu werden 21.01g
(0,1M) Zitronensdure und 29.42¢g (0,1M) Natriumcitrat in jeweils eine Flasche abgefiillt. AnschlieBend
wird 9mL der Zitronensdure (Stammldsung A) mit 41mL des Natriumcitrats (Stammlésung B) in
450mL destilliertem Wasser vermischt. Der pH-Wert des Puffers wird stets auf 6 abgestimmt. Eine
Kivette, die Citratpuffer enthdlt, wird in den Dampfgarer gestellt und dieser 10 Minuten vorgeheizt.
AnschlieBend werden die entparaffinierten Schnitte fiir 60 Minuten hineingestellt. In einem Vorversuch
werden zunéchst die Probepréparate fiir entweder 30 oder fiir 60 Minuten im Dampfgarer gehalten und
die Resultate anschlieBend mikroskopisch untersucht. Dies schafft die Grundlage, bei allen weiteren
Préparaten eine Dauer von 60 Minuten zu verwenden.

Nach verstrichener Zeit wird die Kiivette circa 30 Minuten in Eis abgekiihlt.
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2.2.2 Farbung der Schnitte

Zur Verhinderung der Austrocknung der Schnitte erfolgen die einzelnen Inkubationsschritte in einer

feuchten Kammer.

Die Objekttriager werden in einer Kiivette dreimal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen. 3%iges BSA wird
in einem Falcon gemischt, dazu werden 1,5g BSA mit 50mL PBS vermischt. Dieses wird zum Blocken
der Schnitte verwendet. Zur Permeabilisierung wird 0,03%iges Triton erzeugt, indem 10mL PBS mit
3uL Triton gemischt werden. In einem Versuch wird zuvor ebenfalls die Verdiinnung zu 0,15% Triton
sowie das Auslassen der Triton Behandlung getestet. Unter mikroskopischer Begutachtung der Ergeb-
nisse entscheiden wir uns fiir die hier angegebene Konzentration.

Die Schnitte werden nun mit einem Fettstift umkreist, damit sich die Fliissigkeiten nicht auf dem ge-
samten Objekttrager verteilen, sondern nur auf den Praparaten befindlich sind. Triton wird fiir 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur darauf gegeben. Die Schnitte werden dabei in einer feuchten Kammer gehal-
ten. AnschlieBend wird das Triton abgeschiittelt und BSA auf die Schnitte gegeben, welches dort fiir 30
Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer verweilt. Danach wird auch das BSA
abgeschiittelt und die Antikorperverdiinnungen (mit BSA verdiinnt) werden aufgetragen. Parallel wird
ein Préparat einer Tonsille als Positivkontrolle mitgefarbt.

Die einzelnen Antikorper und ihre Funktion werden in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Fiir die Konzentrationen der verschiedenen Antikorper sowie deren Einwirkzeiten testen wir in Anleh-
nung an die jeweiligen Datasheets verschiedene Zeiten und Verdiinnungen fiir jeden Antikorper aus.
Der CD-31-Antikoérper wird dabei in den Verdiinnungen 1:50, 1:25 sowie 1:100 fiir je 20 Minuten, eine
Stunde oder iiber Nacht bei 4°C getestet. Der KI-67-Antikdrper wird in den Konzentrationen 1:100,
1:200, 1:250 und 1:300 verwendet und die Einwirkzeiten 20, 35 und 60 Minuten werden ausprobiert.
Der a -SMA-Antikorper wird im Verhéltnis 1:400, 1:200, 1:600, 1:300, 1:800 verdiinnt und fiir je 20,
60 Minuten sowie liber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Involucrin-Antikdrperfarbung wird in den Kon-
zentrationen 1:100, 1:200, 1:300 sowie 1:400 fiir 30 Minuten oder iiber Nacht bei 4°C getestet. In Ta-
belle 2 sind die Vorversuche mit den einzelnen Antikorpern zu Zwecken der Ubersicht aufgefiihrt. Nach
Mikroskopieren der erzeugten Priparate entscheiden wir uns fiir die im Folgenden angegebenen Kon-
zentrationen und Einwirkdauern.

Die urspriinglich geplante Verwendung des Angiogenesemarkers vWF wird verworfen, da nach Testung
der Konzentrationen 1:100, 1:600, 1:1500, 1:2000, 1:4000 immer noch keine Farbungen produziert wer-
den kann, die aussagekriftig und nicht vollkommen iiberférbt ist. Die Verdiinnung wird jeweils mit
3%igen BSA durchgefiihrt. Zur Darstellung der Angiogenese wird ein Antikorper gegen CD-31 ver-
wendet [24]. Dieser wird in einer Konzentration von 1:100 (in BSA verdiinnt) fiir eine Stunde auf das
Priparat gegeben.

Zur Darstellung der Keratinozyten wird ein Antikorper gegen Involucrin verwendet und in einer Kon-
zentration von 1:300 iiber Nacht bei 4°C auf die Schnitte aufgetragen [198, 199].

Fibroblasten werden sichtbar mit Hilfe des Antikorpers gegen o -SMA [64]. Dieser wird in einer 1:800
Verdiinnung fiir 20 Minuten auf den Schnitt gegeben.
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Zum Nachweis der Proliferation dient der Antikorper gegen KI-67 [200]. Dieser wird in einer 1:200
Konzentration fiir 20 Minuten auf die Praparate gegeben.

Nach dem Auftragen des Erstantikorpers werden die Schnitte 3-mal je 5 Minuten in PBS gewaschen
(dabei wird die Kiivette mit den darin befindlichen Objekttragern stets bewegt). Die Schnitte werden
anschliefend 15 Minuten im Phosphatpuffer gehalten.

Die Féarbung erfolgt mit dem Dako REALtm Detection System. Fir das Dako Farbekit entscheiden wir
uns, da es gegeniiber der anderen zundchst getesteten Verfahren (Fluoreszenzfarbung und DAB System)
die anschlaulichsten Ergebnisse liefert, indem es die Antikdrperbindungen rot farbt.

Protokollgerecht wird nun das Fldschchen A (biotinylierte Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kanin-
chen-Immunoglobuline) fiir 15 Minuten aufgetragen. AnschlieBend erfolgt eine erneute 15-miniitige
Waschung in frischem Phosphatpuffer. Nun wird Fléschchen B fiir 15 Minuten aufgetragen (an alkali-
sche Phosphatase konjugiertes Streptavidin). Erneut wird 15 Minuten mit frischem Phosphatpuffer ge-
waschen. Es folgt die Auftragung des Farbstoffes, Chromogen Red, der sich aus 3 Komponenten zu-
sammensetzt, die zunédchst gemischt werden miissen.

Nach dieser protokollgerechten Farbung werden die Schnitte circa 5 Minuten in Aqua dest (destilliertes
Wasser) gehalten und danach fiir 3 Minuten in Himalaun gefarbt. Es folgt eine kurze Spiilung fiir 2
Minuten unter flieBendem Leitungswasser. Anschlieend werden die Schnitte mit dem wéssrigen Ein-
deckmedium Aquatex eingedeckt.

In Vorversuchen werden die Einwirkdauern 1, 2 und 3 Minuten des Himalauns getestet. Die Dauer von
3 Minuten liefert die bestmdgliche Gegenfarbung, da die anderen Zeiten zu kurz und die Féarbungen
daher zu blass erscheinen.

In unserem Modell werden die Stanzen in Paraffin eingebettet und anschlieend zu Spm diinnen Schnit-
ten verarbeitet. Diese Methode hat zur Folge, dass ein Schnitt entweder aus dem Rand der Stanze stam-
men kann und somit weder die Verbrennung, noch den direkten Wundrand beinhaltet, direkt aus dem
Zentrum der Verbrennung stammen kann und somit mutmafBlich mehr zerstortes Gewebe enthélt oder
aus dem unmittelbaren Wundrand stammt und somit hier mutmafBlich am meisten Wundheilung statt-
findet.

Dies hat zur Folge, dass je nachdem, aus welchem Bereich der Schnitt stammt, Unterschiede in den
Parametern erwartet werden. Um diese Fehlerquellen moglichst gering zu halten, werden fiir jedes Pré-
parat mehrere Schnitte produziert.

Wir streben an, von jeder Stanze mindestens drei Schnitte zu erzeugen. Da auf den Objekttragern manch-
mal mehr Schnitte im Wasserbad aufgefangen werden (vergleiche Schritt Schneiden des Gewebes) und
da einige Schnitte wihrend der Farbungen zerreilen und daher nicht mehr verwertbar sind, kann die

feste Anzahl von drei Schnitten allerdings nur teilweise eingehalten werden.
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2.3 Digitalisierung und Auswertung der Praparate

2.3.1 Digitalisierung der Priaparate

Die Praparate werden mithilfe des ZEISS Axio Scan Gerétes im Hellfeldmikroskop digitalisiert. Dabei

werden folgende Einstellungen verwendet:

Image Dimension:
Scaling (per Pixel): 0,441um x 0,441 pum
Bit Depth: 24 Bit

Acquisition Information:
Microscope: AxioScan.Z1
Objective: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27
Contrast Method: Brightfield
Light Source Intensity: 265%
Channel Name: TL Brightfield
Imaging Device: Hitachi-HV-F202SCL
Camera Adapter: 1x Camera Adapter
EM Gain: 0
Exposure Time: 200us
Depth of Focus: 5,43um
Binning Mode: 1,1

Teilweise gibt es Unebenheiten in den Praparaten, die dazu fiihren, dass diese nur verschwommen ge-

scannt werden. Wir schlieen diese Schnitte von der anschlieBenden Analyse aus.

2.3.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Insgesamt produzieren wir 1590 immunhistochemisch gefarbte Schnitte. Aufgrund dieser enormen
Menge entscheiden wir uns fiir eine quantitative Auswertung der Préparate. Die Firma Biovoxxel wird
daher von uns beauftragt, ein Macro fir das Programm Fiji (Version heruntergeladen am 21.12.2019),
welches hier im Anhang hinterlegt ist, zu programmieren. Das Macro ermoglicht, dass nicht jeder
Schnitt einzeln ausgewertet wird, sondern eine standardisierte Auswertung fiir alle Schnitte durchge-
fiihrt wird. Dies stellt nicht nur eine grofe Erleichterung der Arbeit dar, sondern verhindert auch, dass
sich Fehler in der Auswertung einzelner Schnitte einschleichen.

Das Macro berechnet die rot gefirbte Flache pro Gesamtflache in Prozent fiir die Antikérperfarbungen
mit CD-31, KI-67, Involucrin und a -SMA. Fiir CD-31 gibt es dariiber hinaus ein weiteres Macro, wel-
ches die Anzahl der roten Flichen und somit die Anzahl der Geféfe zihlt.

Fiir die Analyse mit Fiji muss man zunéchst einen Farbbereich definieren, den das Programm erkennen

soll. Wichtig hierfiir ist, dass dieser sich deutlich vom Hintergrund und damit der Gegenfarbung
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abgrenzt, was durch die intensive Rotfarbung, die durch das von uns gewahlte Farbekit gewihrleistet
ist, in unseren Préparaten ermdglicht wird. Das von Experten geschriebene Macro wird dabei fiir alle
Priparate gleich eingestellt, um vergleichbare und damit auswertbare Ergebnisse zu erhalten.

Zunichst werden mithilfe einiger Beispielbilder, die die Farbvarianz darstellen, optimale Einstellungen
ermittelt. An ihnen wird, nachdem sie in den HSB Farbraum umgewandelt werden, in den drei Kanédlen
fiir Farbton, Saturierung und Helligkeit die Einstellungen so definiert, dass moglichst viele der zu er-
mittelnden Pixel registriert werden. Die Pixel, die in allen drei Bereichen positiv sind, werden anschlie-
Bend ermittelt. Dieses Verfahren mit den so bestimmten Einstellungen (Hue:180-255, Saturation: 100-
255, Brightness: 0-255) wird bei allen auszuwertenden Priaparaten in gleicher Weise durchgefiihrt.

Fiir die Antikorper gegen KI-67, o -SMA und Involucrin werden dabei fiir die Einstellung ,,min. satu-
ration* ein Wert von 100, fiir ,,max. brightness* ein Wert von 255 und fir ,,min. stained area (pixel)
ein Wert von 5 verwendet. Fiir den Antikorper gegen CD-31 werden die gleichen Einstellungen ver-
wendet und zusitzlich fiir die Anzahl der gefarbten Flachen die Einstellung ,,CD-31 separation control*
auf 2 festgelegt. Diese definiert, ab wann zwei Bereiche, die nebeneinander liegen, als eine Flache re-
gistriert werden und bis wann sie separat gezahlt werden.

Die Einstellungen werden mit Biovoxxel zusammen erarbeitet, indem man verschiedene Werte auspro-
biert und sich fiir die Werte entscheidet, die den GroBteil der gewiinschten Bereiche aufzeichnet, ohne
dabei unspezifisch zu werden.

Die Préparate, die mit dem Antikorper gegen KI-67 bearbeitet werden, bringen das Problem, dass die
verbrannte und damit abgestorbene Haut ebenfalls rot gefarbt wird. Dariiber hinaus sind einige Kerne
deformiert, was im Zusammenhang mit thermischen Wunden bereits beschrieben wurde [201]. Da die-
ser Fehler bei allen dieser Préaparate auftaucht, entscheiden wir uns, ein weiteres Macro vor der Bestim-
mung der roten Flachen vorzuschalten, welches ebenfalls im Anhang zu finden ist. So werden die falsch
positiven Bereiche und die deformierten Nuclei von der Analyse ausgeschlossen, was mit dem Vorgehen
in der Literatur iibereinstimmt [201]. Zur Veranschaulichung wird dieses Vorgehen in Abb. 13 darge-
stellt.

Mit diesem Verfahren wird bei allen 377 KI-67-Farbungen das Zentrum der Verbrennung markiert und
vor der spéteren Berechnung ausgeschnitten. Hierbei wird meist das Werkzeug Rotaded Rectangle ge-
nutzt, bei besonders zerrissenen Priparaten der Bereich mit dem Werkzeug Polygon selection frei trans-
formiert. Dabei wird nicht nur die Epidermis, sondern auch die darunter befindliche Dermis, moglichst

rechteckig ausgeschnitten.
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Abb. 13: Vorgeschaltetes Macro fiir KI-67-Firbungen

Abb. 13: Hier sieht man die Verwendung des vorgeschalteten Macros fiir die KI-67-Antikorperfarbung an-
hand des Beispiels einer Stanze, die von Spender B stammt und mit 1pg/mL GDF-5 fiir 6 Stunden behandelt
wurde. Dargestellt ist die Verwendung des Rotated Rectangle-Tools
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2.3.3 Statistische Analyse der Ergebnisse

Zur Auswertung der mit Fiji bestimmten Rohdaten der immunhistochemischen Farbungen, die entweder
die Flache oder die Anzahl der rotmarkierten Bereiche angeben, werden zundchst alle Werte pro Zeit-
punkt mit dem Programm Microsoft Excel (Version: 16.30) in Tabellen sortiert und der Mittelwert so-
wie die Standardabweichung fiir jeden der Spender A, B und C und fiir jede Behandlung pro Zeitpunkt
bestimmt (Abb. 14). Zudem werden die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir alle drei Spender
berechnet (Abb. 15).

positive Fliche/Gesamtfliche als Reaktion auf die Behandlungen mit:

Ing/mL GDF-5 Spg/mL GDF-5 - GDF-5 Kontrolle

Schnitt | 0,245278 0,230089 0,153879 0,138757
Schnitt 2 0251719 0,198161 0,160061 0,17449
Schnitt 3 0,173756 0,197234 0,165545 0,138757
Schnitt 4 0,2344 0,81206 0,154779 0,17449
Ergebnisse

MW 0,22628825 0,359386 0,158566 0,1566235
Stabw 0,035743398 0,302168957 0,005392921 0,020630457

Abb. 14: Auswertung am Beispiel fiir Spender A der Fiarbung mit o -SMA nach 6 Stunden

Fliiche/Gesamtfliiche aller Spender als Reaktion auf die Behandlung mit:

Ipg/mL GDF-5  5Sug/mL GDF-5  -GDF-5 Kontrolle
MW 0,291821 0,408980917 0,31462825 0,220557941
|Stabw 0.23611128 0.284259516 0.287133791 0.121987941]

Abb. 15: Auswertung am Beispiel der Firbung mit a -SMA nach 6 Stunden fiir alle Spender zusam-
mengefasst

Abb. 14: Auswertung am Beispiel fiir Spender A der Farbung mit @ -SMA nach 6 Stunden
Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen fiir jeden Zeitpunkt und jede Behandlung anhand
des Beispiels der Farbung mit a -SMA von Spender A, zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach Verbrennung, die
Werte geben Anteile an

Abb. 15: Auswertung am Beispiel der Firbung mit a -SMA nach 6 Stunden fiir alle Spender zusam-
mengefasst

Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen zusammengefasst fiir alle drei Spender am Beispiel
der Farbung mit a -SMA zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach Verbrennung jeweils fiir die Behandlungen mit
1pug/mL GDEF-5, 5pg/mL GDF-5, -GDF-5/ohne GDF-5, K/Kontrolle; die Werte geben den Anteil der geférb-
ten Flache pro Gesamtflache an

Dariiber hinaus werden fiir jeden Antikdrper mithilfe dieser Standardabweichungen und Mittelwerte

Grafiken erzeugt, die den zeitlichen Verlauf je nach Behandlung visualisieren (Abb. 16).
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Abb 16: Zeitlicher Verlauf der KI-67-Antikorperfiarbung fiir jede der Behandlungen

Anzahl der positiv markierten
Flachen/Gesamtfldche

-0,05 -

Abb. 16: Zeitlicher Verlauf der Proliferation fiir alle 3 Spender zusammengefasst. Die X-Achse beschreibt die
Zeitpunkte (6 Stunden, 24 Stunden, 3 Tage, 6 Tage, 9 Tage, 11 Tage, 12 Tage), die Y-Achse beschreibt die
Anteile der gefarbten Flachen pro Gesamtflidche. Die grauen Balken stellen dabei den Mittelwert dar, die Aus-
ziehungen stellen die Standardabweichung dar. Die Behandlungen, die im zeitlichen Verlauf statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen den Priparaten zeigen, sind mit einem ,,* markiert.

Aus den entstandenen Tabellen kann entnommen werden, dass einige Werte gleich oder anndhernd null
sind, andere dagegen viel zu hohe Werte im Vergleich zu den Ubrigen zeigen. Bei solchen Ausreifiern
werden die eingescannten Priparate nochmals digital betrachtet. Bei den auffillig niedrigen Werten
handelt es sich meist um Praparate, die Unebenheiten aufweisen und vom ZEISS Axio Scan nur unscharf
aufgenommen werden (Abb. 17). Da diese Praparate fiir die Auswertung unbrauchbar sind, werden sie
von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die erwahnten ungewohnlich hohen Werte zeigen bei Be-
trachtung der dazugehdrigen Praparate Schnitte, die bei der Antikdrperfarbung ausgetrocknet und als
Folge vollkommen {iberfarbt sind (Abb. 18). Auch sie werden, um eine Verfalschung der Ergebnisse zu

verhindern, von den folgenden Schritten eliminiert.
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1000 pm

Abb.17: Verschwommenes Priparat

1000 pm

Abb. 18: Uberfirbtes Priparat
Abb. 17 und 18: Abbildung 17 zeigt ein verschwommen aufgenommenes, Abbildung 18 ein ausgetrocknetes
und daher iberfdrbtes Priparat. Diese Praparate werden von der Analyse ausgeschlossen. Objektiv: Plan-

Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441um x 0,441pum

Fiir die weiteren Schritte arbeiten wir mit dem ,,Institut fiir Systemische Neurowissenschaften® des Uni-
klinikums Diisseldorf eng zusammen. Durch dessen Mitarbeiter erfolgen die nun beschriebenen statis-
tischen Tests.

So werden zwei unterschiedliche Mehrgruppenvergleiche mittels einfaktorieller ANOVA Tests mit dem
Programm Matlab durchgefiihrt. Diese Tests stellen eine Erweiterung von T-Tests dar, bei denen, im
Gegensatz zu diesem, auch mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen werden [202]. Da in unserem
Versuch vier verschiedene Behandlungen miteinander verglichen werden sollen, entscheiden wir uns

fiir diese Methode [202].
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Zum einen wird jede Behandlung im zeitlichen Verlauf fiir jeden Antikorper dargestellt und somit er-
mittelt, ob es signifikante Unterschiede der Werte iiber die Zeit gibt. Somit iiberpriifen wir, ob eine
Veranderung tiber die Zeit und damit eine mogliche Wundheilung stattfindet. Zum anderen werden fiir
jeden Zeitpunkt die vier Behandlungen an einem bestimmten Antikdrper miteinander verglichen, um so
Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungen feststellen zu kdnnen. Unsere vier verglichenen
Behandlungen sind die Verwendung von GDF-5 mit einer Konzentration von 5 pg/mL, GDF-5 mit einer
Konzentration von 1pg/mL, die verbrannte Haut ohne die Behandlung mit GDF-5 sowie die nicht ver-
brannte Haut, die ebenfalls keine Behandlung mit GDF-5 erhielt als Kontrolle. Unser Einflussfaktor ist
die jeweilige Behandlung der Haut, unsere Zielvariable ist die mit Fiji ermittelte rot markierte Flache
pro Gesamtflache, bzw. im Falle von CD-31 dariiber hinaus die Anzahl der markierten Flachen. Fiir den
Mehrgruppenvergleich im zeitlichen Verlaufist der Zeitpunkt der Einflussfaktor. Die Zielvariable bleibt
dabei gleich. Das Signifikanzniveau wird stets als p < 0,05 definiert.

Bei multiplen Testungen wird die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers der ersten Art gesteigert [202], was
als a-Fehler-Inflation bezeichnet wird. Hier kann also félschlicherweise die Nullhypothese abgelehnt
und ein statistisch signifikantes Ergebnis vorgetduscht werden [203].

Um dies zu verhindern, schlieBen wir an die ANOVA-Testung die Bonferroni-Korrektur an. Eine Ab-
wandlung des Bonferroni-Tests stellt die Bonferroni-Holm-Korrektur dar, die verldsslicher ermdoglicht,
falsche Hypothesen abzulehnen und daher immer zu bevorzugen ist [204]. Aufgrund dessen wird diese
Methode auch hier verwendet.

Fehlerkorrigiert wird hierbei entweder die False Discovery Rate oder die Family Wise Error Rate. Bei
der Family Wise Error Rate handelt es sich um eine Irrtumswahrscheinlichkeit, mindestens eine der
Testhypothesen abzulehnen, obwohl diese korrekt ist und somit félschlicherweise die Nullhypothese zu
bestitigen [205-207]. Mit der False Discovery Rate wird der erwartete Anteil falsch abgelehnter Hypo-
thesen an allen abgelehnten Hypothesen iiberpriift [206, 207].

Die False-Discovery-Rate wird mit der Methode nach Benjamini & Hochberg (1995) ermittelt.

Im Weiteren wird allerdings nur mit den Werten der Family Wise Error Rate gearbeitet.

Ein ANOVA-Test beschreibt lediglich, ob es Unterschiede zwischen den Gruppen gibt, allerdings nicht
zwischen welchen Gruppen diese auftreten [208, 209]. Zum Vergleich zweier Gruppen schliefen wir
daher post-hoc Analysen in Form von T-Tests an. Hierbei wird jede der vier Behandlungen (+GDF-5 in
Spg/mL; +GDF-5 in 1pg/mL, nur Verbrennung aber ohne GDF-5, Kontrolle) mit den drei anderen Be-
handlungen verglichen. Erneut werden Fehler durch den Family Wise Error approach behoben. So kann
zum Signifikanzniveau von p < 0,05 bestimmt werden, ob ein signifikanter Unterschied zwischen je-
weils zwei Behandlungen vorliegt. Ist das Ergebnis signifikant, werden anschlieend die Mittelwerte
aus den Excel Tabellen miteinander verglichen, um zu ermitteln, welche der Behandlungen zu hoheren

Flachenanteilen beziehungsweise im Fall von CD-31 zu einer vermehrten Anzahl an Geféfen fiihrt.
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2.4 Andere Verfahren

Zum anschaulichen Vergleich der Antikdrperfarbungen mit den nativen Préparaten entscheiden wir uns

fiir zwei Routinefarbungen: Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Masson-Goldner- Farbung. Letztere Far-
bung werden freundlicherweise vom Institut fiir Anatomie I der Heinrich-Heine-Universitét ibernom-
men. Zudem werden zu jedem Zeitpunkt Stanzen fiir eine PCR-Analyse erzeugt. Dariiber hinaus wird,

wie unten beschrieben, zur Darstellung der Apoptose ein weiteres Verfahren angewendet.

2.4.1 HE-Firbung
Fiir die Durchfiihrung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung werden die Objekttriger zundchst entparaffi-

niert. Dazu nutzt man die absteigende Alkoholreihe:

2x 5 Minuten Xylol bei Raumtemperatur

1x 5 Minuten Ethanol 100% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 100% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 95% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 85% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 70% bei Raumtemperatur

1x 3 Minuten Ethanol 50% bei Raumtemperatur

AnschlieBend erfolgt das Fiarben mit Himalaunldsung nach Mayer fiir 5-10 Minuten. Die Priparate
werden dann kurz mit destilliertem Wasser gespiilt. Es folgt das Blduen unter flieBendem Leitungswas-
ser fiir 15 Minuten. Erneutes Spiilen mit destilliertem Wasser wird fiir zwei Minuten durchgefiihrt. Nun
wird in Eosin G-L6sung inkubiert, in welchem zuvor 1 Tropfen Eisessig pro 100 mL Fliissigkeit gelost
wird. Erneutes Spiilen mit destilliertem Wasser folgt. Die Praparate werden schlieBlich iiber die aufstei-

gende Alkoholreihe entwéssert und mit Depex eingedeckt.

2.4.2 Masson-Goldner-Farbung

Die benétigten Losungen werden angesetzt wie in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Protokolle entsprechen

hierbei den Standards des Instituts fiir Anatomie [ der Heinrich-Heine-Universitit.
Zunichst werden die Préparate fiir 15 Minuten bei 70°C im Wiarmeschrank gelagert. AnschlieBend er-
folgt das zweimalige Inkubieren in Xylol fiir je 15 Minuten. Dann werden die Préaparate wie folgt in der

absteigenden Alkoholreihe getrankt:

2x 3 Minuten Ethanol 100% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten bei Ethanol 96% Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 90% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 70% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 50% bei Raumtemperatur
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1x 3 Minuten in destilliertem Wasser bei Raumtemperatur

Es folgt die Inkubation mit Weigert’s Eisenhimatoxylin fiir 1-2 Minuten, wobei eine Uberfirbung ver-
hindert werden muss. Unter flieBendem Leitungswasser werden die Préparate nun fiir 10-15 Minuten
gespiilt. AnschlieBend folgt die Farbung mit Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin fiir 5-7 Minuten. Ab-
gespiilt werden die Praparate nun in 1%;iger Essigsaure. Es erfolgt die vollstdndige Entfarbung des Bin-
degewebes mit Wolframatophosphorsidure-Orange, welche in der Regel einige Minuten dauert. Erneut
erfolgt das Abspiilen in 1%iger Essigsdure. Nun wird mit Lichtgriin fiir 5 Minuten gegengefarbt. Erneu-
tes Auswaschen mit 1%iger Essigsdure flir 5 Minuten wird dem angeschlossen. Nun wird erneut fiir
eine Minute in absolutem Alkohol entwéssert. Die Priparate werden dann drei Mal je 5 Minuten in

Xylol inkubiert und anschlieBend mit DePex eingedeckt.

2.4.3 PCR
Die PCR erfolgt nach etablierten Standards unseres Labors.

2.4.3.1 Probenvorbereitung
Die Eppendorfgefilie, in denen sich die Gewebeprobe befinden, werden nun aus dem -80°C kalten

Kiihlschrank geholt. Dem Gewebe werden 500uL Trizol zugesetzt. Hierbei wird mehrfach auf- und
abpipettiert. Das Gewebe wird zerdriickt und im Vortex Mixer bearbeitet. Anschlieend werden die
Proben fiir mindestens eine Stunde erneut bei -80°C gelagert. Nun werden die Spitzen der Eppendorfge-
faBe kurz in ein Wasserbad gehalten. Erneut werden sie im Vortex Mixer gemischt. Hat sich das Gewebe
bis hierhin noch nicht gut aufgeldst, erfolgt das erneute Zerdriicken und die Bearbeitung im Vortex
Mixer. Es werden weitere 500uL Trizol zugefiigt und die Proben erneut fiir 30 Minuten im Kiihlschrank
gelagert. AnschlieBend erfolgt erncutes Auftauen im Wasserbad. Danach wird die Zentrifuge auf

11200rpm fiir 10 Minuten bei 4°C eingestellt.

2.43.2 RNA-Isolation
Es werden 200ug Chloroform zu den Proben gegeben und diese erneut fiir etwa 15 Sekunden im Vortex

Mixer vermischt. Nun wartet man circa 10 Minuten bei Raumtemperatur, bis sich die Phasen deutlich
voneinander geldst haben. AnschlieBend werden die Proben mit den oben genannten Voreinstellungen
zentrifugiert. Es werden nun deutlich mehrere Phasen sichtbar. Eine farblose, wissrige Phase, die der
RNA entspricht, eine schmale, weille Phase, die die DNA darstellt sowie eine rote Phenol-Chloroform-
Phase, welche aus Proteinen besteht, sind nun differenzierbar.

Die RNA-Schicht wird vorsichtig entnommen und in frische 1,5mL Eppendorfgefdfie gegeben. Nun
erfolgt das Zugeben von 500uL Isopropanol (pro mL Trizol). Es wird kraftig im Vortex Mixer gemischt.
Ermeut wird 10 Minuten bei Raumtemperatur gewartet. In der Wartezeit erfolgt die Vorbereitung einer
75%igen Ethanol-Ldsung aus 7,5mL 100%igem Ethanol und 2,5mL H20. Das Gemisch wird im Kiihl-
schrank verwahrt. Mit den gleichen Grundeinstellungen werden die Proben nun wieder in die Zentrifuge

gestellt. Der Uberstand wird abgezogen und die RNA mit einem Milliliter der Ethanol-Lésung
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gewaschen. Es wird mehrfach auf- und abpipettiert und erneut im Vortex Mixer gemischt. Nun wird mit
den Einstellungen 8 800rpm fiir 7 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut abgezogen.
Der Waschschritt mit der Ethanollosung wird wiederholt. Erneut wird mit den letzten Einstellungen
zentrifugiert. Es folgt nochmals das Abziehen des Uberstandes. AnschlieBend wird ein letztes Mal zent-
rifugiert. Nach erneutem Abziehen mit der Pipettenspitze werden die offenen Eppendorfgefa3e unter
dem Abzug getrocknet, bis das Ethanol verdampfen kann. Dieser Schritt dauert circa 5 bis 10 Minuten.
Nun wird 10uL reines H20 auf die Proben gegeben. Diese werden anschlieBend auf Eis gelagert. Zur
Aufreinigung werden die Proben mit dem DNA free Kit der Firma Ambion AM 1906 wie folgt gereinigt.
Zu 10ul RNA in H20 wird 1ul des DNAse Puffers (10mM Tris HCL, 2,5mM MgCl, 0,5mM CacCl bei
pH6) gegeben. Zudem wird 1ul rtDNA Enzym beigefiigt. Erneut wird im Vortex Mixer vermischt und
die Losung schlieBlich 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wird die Probe mit Hilfe
des Inaktivating —Puffers 1,2ul gefallt und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
erfolgt erneute Zentrifugation bei 10.000rpm und Raumtemperatur (22°C) fiir 2 Minuten

Die klare Fliissigkeit, reine RNA, wird in ein neues Eppendorfreaktionsgefal liberfiihrt, auf Eis gelagert
und die Konzentration mit Hilfe des NanoDrop Photometers bestimmt. Dieser wird auf Nucleid Acid-

RNA Messung bei einer Wellenlédnge von A260 und Multiplikation mit dem Faktor 40 eingestellt.

2.4.4 TUNEL
Fiir die TUNEL-Férbung (DeadEndTM Fluorometric TUNEL System) werden die Schnitte, dhnlich wie

bei den Antikoérperfiarbungen, nach folgender Vorgehensweise entparaffiniert:

2x 5 Minuten Xylol bei Raumtemperatur

1x 5 Minuten Ethanol 100% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 100% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 95% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 85% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 70% bei Raumtemperatur
1x 3 Minuten Ethanol 50% bei Raumtemperatur
1x 5 Minuten NaCl 0,85% bei Raumtemperatur
1x 5 Minuten PBS bei Raumtemperatur

1x 15 Minuten Formaldehyd 4% bei Raumtemperatur
2x 5 Minuten PBS bei Raumtemperatur

Nun setzt man die Proteinase K Stocklosung an. Dazu mischt man 10mg Proteinase K (Promega Kit)
mit 1 mL Proteinase K-Buffer (zusammengesetzt aus 100mM Tris-HCL (pH 8.0) + 50m M EDTA).
Nun wird eine 20pg/mL Proteinase-Losung vorbereitet, indem sie mit PBS im Verhéltnis 1:500 ver-
mischt wird. Es wird mit einem Tuch jegliche Fliissigkeit vom Objekttrager entfernt, ohne die Proben

zu berilihren. Es wird 100uL der verdiinnten Proteinase K Losung auf jeden Schnitt gegeben und 8-10

39



Minuten lang inkubiert. AnschlieBend wéscht man erneut 5 Minuten in PBS. Jetzt wird mit 4%igen
Formaldehyd nachfixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS fiir 5 Minuten, wird die Positivkontrolle
vorbereitet. Es wird 100uL DNAse-Puffer (10mM Tris HCL, 2,5mM MgCl, 0,5mM CaCl bei pH 6) fiir
5 Minuten auf den fiir die Positivkontrolle verwendeten Schnitt gegeben. Anschliefend werden 100ul
DNAse-Puffer und 5,5-10 Units DNAse I vermischt. Nach Entfernen von Fliissigkeit vom Objekttrager,
wird 100uL der angesetzten DNAse im Puffer auf den Schnitt gegeben und 10 Minuten inkubiert. Nun
wird viermal in destilliertem Wasser gewaschen. Es ist darauf zu achten, dass bei den folgenden Schrit-
ten die Positivkontrolle stets von den anderen Proben getrennt zu halten ist. Sie diirfen nicht in einem
gemeinsamen Gefdll aufbewahrt werden.

Die folgenden Schritte beziehen sich wieder auf alle Proben.

Die Fliissigkeit auf den Objekttragern wird entfernt und die Schnitte mit 100puL Equilibrationspuffer
(aus dem Promega-Kit) fiir 5 bis 10 Minuten bedeckt. Es wird nun berechnet, wie viel Inkubationspuffer
fiir den folgenden Schritt benétigt wird. Dabei ergibt die Summe aus 45 pL multipliziert mit der Schnitt-
zahl, SpL multipliziert mit der Schnittzahl und 1pL rTdT Enzym (aus dem Promega-KI) multipliziert
mit der Schnittzahl die Menge an Inkubationspuffer. Zusitzlich erzeugt man eine Negativkontrolle, bei
der man nicht das rTdT-Enzym sondern 1uL H20 verwendet.

Nach Entfernung des zuvor aufgebrachten Equilibrationpuffers, wird sofort SOuL. des angefertigten In-
kubationspuffers auf den Schnitt gegeben. Die Schnitte miissen vor Austrocknung sowie vor direktem
Licht geschiitzt werden. Die Schnitte werden mit Plastik Coverslips aus dem Promega-Kit bedeckt.
AnschlieBend inkubiert man sie in einer feuchten Kammer bei 37°C fiir 60 Minuten bei Dunkelheit.
Nun wird der SSC-Puffer vorbereitet. Dazu wird die SSC-Stockldsung (aus dem Promega-Kit) im Ver-
héltnis von 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Die Plastik Coverslips werden nach der Inkubation von den Préparaten entfernt und die Objekttrager fiir
15 Minuten im SSC-Puffer getrankt.

Es wird erneut drei Mal in PBS gewaschen. Eingedeckt werden die Objekttrager nun mit der DAKO
Mounting Losung und DAPI im Verhéltnis 1:1000.

Die Bearbeitung der PCR-Stanzen erweist sich als schwierig, da die Stanzen nur einen Durchmesser
von 2 mm betragen sollen, um diese sinnvoll fiir eine PCR verwenden zu kénnen. Da wir so leider nur
wenige PCR-Proben erzeugen konnen, entschlieBen wir uns diese fiir die Arbeit nicht zu verwenden.

Die urspriinglich geplante TUNEL-Féarbung zur Darstellung der Apoptose gestaltet sich ebenfalls als
problematisch, da bei Betrachtung der Préparate unter dem Fluoreszenz-Mikroskop alle Proben stark
positive Markierungen zeigen. Dies gilt auch fiir die Kontrollen, in denen keine Verbrennung vorhanden
sind. Da wir hier von einem Fehler im Farbeprotokoll ausgehen, entscheiden wir uns ebenfalls, diese

Methode von der Arbeit auszuschlief3en.
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2.5 Verwendete AntikOrper

Antikorper Funktion

KI-67 Stellt die Proliferation dar. Das durch diesen Antikdrper visualisierte nukleare Antigen wird in
der G1, S, G2 und M Phase des Zellzyklus, nicht aber in der GO Phase exprimiert [200]

CD-31/PE- [ Stellt die Angiogenese dar. Zell-Zell-Adhésionsmolekiil, lokalisiert in der lateralen Plasma-

CAM-1 membran [24, 210, 211]

VEGF Stellt die Angiogenese dar [211]

Involucrin Differenzierungsmarker der Keratinozyten. Bestandteil der verhornten Hiille differenzierter Ke-
ratinozyten. [198, 199, 212]

a -SMA Differenizierungsmarker kontraktiler Myofibroblasten [64]

Tabelle 1: Verwendete Antikorper sowie deren Funktion

Antikorper Mischungsverhiltnis Inkubationsdauer

vWF 1:100 Jeweils 60 Minuten bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
1:600 bei 4°C
1:1500
1:2000
1:4000

CD-31 1:25 Jeweils 20 Minuten bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
1:50 bei 4°C
1:100

KI-67 1:100 Jeweils 20, 35 und 60 Minuten bei Raumtemperatur
1:200
1:250
1:300

o -SMA 1:200 Jeweils 20, 25 und 60 Minuten bei Raumtemperatur oder
1:300 tiber Nacht bei 4°C
1:400
1:600
1:800

Involucrin 1:100 Jeweils 30 Minuten bei Raumtemperatur oder iiber Nacht
1:200 bei 4°C
1:300
1:400

Tabelle 2: Verwendete Antikorper mit getesteten Mischungsverhiltnissen und Inkubationszeiten im Vor-

versuch

Losung

Bestandteile
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Masson-Losung

0,2g Ponceau de Xylidine
0,1g Saurefuchsin in 300mL Aqua dest. Kurz kochen, dann 0,6mL Eisessig

hinzufiigen

Azophloxin-Losung

0,5g Azophloxin
100mL Aqua dest.
0,2mL FEisessig

Ponceau-Saurefuchsin-

88mL 0,2%ige Essigsdure

Azophloxin 7mL Masson-Ldsung

2mL Azophloxinlosung
Wolframatophosphorséure- 3-5g Wolframatophosphorséure
Orange 2g Orange G

100mL Aqua dest
Lichtgriin 0,1-0,2 Lichtgriin SF

100L Aqua dest.

0,2mL Eisessig

Tabelle 3: Ansitze fiir die Masson-Goldner-Firbung (entsprechend Protokoll des Instituts fiir Anatomie I

der Heinrich-Heine-Universitit)

3 Materialien

Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 4 dargestellt.

Material

Hersteller:

Skalpell

Feather Disposable Skalpell; Skalpellklinge Nummer 11; Socorex Isba SA;
Champ-Colomb 7a; 1024 Ecublens; Schweiz

sterile Nadeln

BD Eclipse™ Hypodermic Injection Needle with SmartSlip™ Technology,
Thermo Fisher Scientific Inc.; Arendalsvéigen 16; 418 78 Goteborg; Schweden

MaBe Zylinder + Gewicht 645¢g

Wasserbad Memmert WTB, Memmert GmbH & Co. KG; AuBere Rittersbacher Strafie 38;
91126 Schwabach; Deutschland

Thermometer VOLTCRAFT IR 1201-50D USB Infrarot-Thermometer Optik 50:1 -50 bis

1200°C Pyrometer; Conrad Electronic SE; Klaus-Conrad-StraBe 1; 92240 Hir-

schau; Deutschland

8mm Stanze

pfmmedical, Kai Industries Co. Ltd.; 1110 Oyana, Seki-shi; Gifu 501-3992
Japan

Europiischer Bevollméchtigter; Kai Europe GmbH; Kottendorfer Strafle 5;
42697 Solingen; Deutschland

Dulbecco’s Modified eagle

Gibco, Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue; Waltham; MA USA

medium 02451

NacCl 0,9% 1000mL Plastipur, Fresenius Spiillosung, Fresenius Kabi, Else-Kroner-Straf3e
1; 61352 Bad Homburg; Deutschland

FCS Sera Plus, EU approved regions, special processed FBS, PAN-Biotech GmbH,

Aidenbach Deutschland
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Penicillin/Streptomycin

Gibco Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL); Thermo Fisher Scientific
GmbH; Waltham; Massachusetts; USA

Ampbhotericin Gibco™ Amphotericin B 50mL; Fisher Scientific GmbH, Im Heiligen Feld 17,
58239 Schwerte; Diisseldorf; Deutschland

HEPES Sigma Aldrich Hepes Solution; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstr. 5;
82024 Taufkirchen; Deutschland

GDF-5 Recombinant Human GDF-5 Protein; R & D Systems; Minneapolis; Minne-

sota; USA

Formaldehyd 3.7-4.0%

PanReac AppliChem ITW Reagents, AppliChem GmbH; Ottoweg 4; 64291
Darmstadt; Deutschland

Petri Schale

Sarstedt AG & Co. KG; Sarstedtstr 1; 51588 Niimbrecht; Deutschland

Gewebeeinbettautomaten

Thermo Electron Corporation Shandon Citadel; Anatomical Pathology (Inter-
national); 168 Third Avenue; Waltham, MA USA 02451

Ethanol 70%

VWR Chemicals bvba-Gedenaaksebaan 464, 3001 Leuven; Belgium

Ethanol 90%

VWR Chemicals Ethanol 90% (v/v), TechniSolv®, VWR International GmbH;
Hilpertstrafle 20a; 64295 Darmstadt; Deutschland

Ethanol 95%

Otto Fischar GmbH & Co. KG; Kaisterstrale 221; 66133 Saarbriicken;
Deutschland

Ethanol 100%

Shell Deutschland Oil GmbH; Zentralapotheke Universitédtsklinikum Diissel-
dorf, Moorenstralle 5, 40225 Diisseldorf; Deutschland

PBS

Dulbecco’s Phosphate buffered Saline modified without calcium, chloride and
magnesium chloride, liquid, sterile-filtered suitable for cell culture; Sigma-al-
drich; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstr. 5; 82024 Taufkirchen;
Deutschland

Xylol

Xylol (Isomerengemisch) >98%; VWR chemicals; Rue Carnot; 94126; Fonte-

nay-sous-Bois; France

Paraffin

LeicaBiosystems Surgipath Paraplast Plus; Leica BioSystems; 1700 Leider
Lane; Buffalo Grove; 60089; USA

Einbettgerit

Einbettgerdt Pathisto TPS-1 EVO2 BG2; Gerdtenummer 950.002.1105.008;
Typ-Nr: 230V 50Hz 0,4 KW, Baujahr 2005; Pathisto GmbH; Medizintechni-
sche Laborgerite; Biirgermeister-Wehrmann-Strale 23; 30826 Garbsen;
Deutschland

Einbettkasetten

Biopsie- Einbettkasetten Swingsette; Carl Roth Schoemperlenstra3e 3-5; 76185
Karlsruhe; Deutschland

Kiihlplatte

Pathisto TPS-1 EVO2 BG1, Gerdtenummer 950.001.1105.008, Typ Nr.: 230V
50Hz 0,3 kW, Baujahr 2005; Pathisto GmbH; Medizintechnische Laborgerite;
Biirgermeister-Wehrmann-Stralle 23; 30826 Garbsen; Deutschland

Mikrotom

SLEE Mainz CUT 6062 SN: C110851; Lise-Meitner-Straf3e 11; 55129 Mainz;
Deutschland

CO2 Inkubator

Thermo Fisher Scientific Heracell™ 150i CO2 Incubator, 150 L per chamber,
Electropolished Stainless Steel; 168 Third Avenue; Waltham, MA USA 02451
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Mikrobiologischer

Thermo Fisher Scientific Heraeus UT 6060 Kelvitron; 168 Third Avenue; Wal-

Brutschrank tham, MA USA 02451

Zitronensidure Citric Acid C6H807; Merck; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstrafie 5;
82024 Taufkirchen; Deutschland

Natriumcitrat tri-Natriumcitrat-Dihydrat C0HSNa307 * 2 H20, Merck; Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH; Eschenstrafle 5; 82024 Taufkirchen; Deutschland

Aqua dest. Ampuwa Spiillésung, 1000mL Plastipur, LOT 12PMP13; Fresenius Kabi
Deutschland GmbH; Else-Kroner-Straf3e 1; 61346 Bad Homburg; Deutschland

BSA Albumin Fraktion V, 8076.4, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land; Schoemperlenstr. 3-5, 76185 Karlsruhe

Triton Triton X-100; Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstr. 5; 82024 Taufkir-
chen; Deutschland

Fettstift Dako Pen Code S2002; Agilent Dako; 5301 Stevens Creek Blvd.
Santa Clara; CA 95051; USA

CD-31 Invitrogen; Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue; Waltham, MA USA
02451

KI-67 KI-67 Monoclonal Mouse Anti-Human, Clone MIB-1, Agilent Dako; 5301 Ste-
vens Creek Boulevard; Santa Clara; CA 95051; United States

o -SMA Abcam; 152 Grove Street; Waltham, MA 02453; USA

Involucrin Involucrin, mouse monoclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology, Inc.;
Bergheimer Strafle 89-2; 69115 Heidelberg; Deutschland

VEGF Forward-VEGF-A: CTTGCCTTGCTGCTCTACC (19)
Reverse-VEGF-A CACACAGGATGGCTTGAAG (19)
Eurofins genomics; Anzingerstrafle 7a; 85560 Ebersberg; Deutschland

vWF Abcam; 152 Grove Street; Waltham, MA 02453; USA

Phosphatpuffer OXOID Phosphate buffered Saline (Dulbecco A) BR0O014G; Thermo Fisher

Scientific; 168 Third Avenue; Waltham, MA USA 02451

Dako Farbekit

Dako REALtm Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse
(Code K5005); Agilent Dako; 5301 Stevens Creek Blvd.; Santa Clara; CA
95051; USA

Dab Farbekit

DAB Chromogen/Substrate Kit (High Contrast) (RUO), Dianova GmbH, Liibe-
ckerstralle 128 / Landwehr 2, 22087 Hamburg; Deutschland

Héamalaun

Carl Roth GmbH Schoemperlenstraf3e 3-5; 76185 Karlsruhe; Deutschland

Aquatex

Aquatex; (aqueous mounting agent) for microscopy; Sigma-Aldrich Chemie

GmbH; Eschenstr. 5; 82024 Taufkirchen; Deutschland

Fluorescence Mounting Me-

dium (Dako Omnis)

Agilent Dako; 5301 Stevens Creek Blvd.; Santa Clara; CA 95051; USA

DePeX mounting medium

SERVA Electrophoresis GmbH; Carl-Benz-Strafle 7; P.O.B. 10 52 60; 69115
Heidelberg; Deutschland
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Weigert-Hématoxylin

Losung A Haematoxylin (Merck Art. 4302)

Losung B. Salzsdure 25% (Merck Art. 316)

Merck; Feldbergstrale 80; 64293 Darmstadt; Deutschland

Ponceau-Saurefuchsin-

Ponceau de Xylidine (Chroma C.1.16150) 1B207

Azophloxin Saurefuchsin (Merck C.1.42685) Certistain

Azophloxin Chroma ( C.1.18050) 1B103

Merck; Feldbergstrafie 80; 64293 Darmstadt; Deutschland
Essigsdure Merck; Feldbergstrae 80; 64293 Darmstadt; Deutschland

Wolframatophosohorséure

Acros Organics Code; Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue; Waltham,

Hydrat MA USA 02451

Lichtgriin Lichtgriin SF gelblich Merck Certistain; Merck; Feldbergstralie 80; 64293
Darmstadt; Deutschland

Deckglédser Marienfeld Suprior, Paul Marienfeld GmbH & Co.; Am Wollerspfad 4; 97922
Lauda-Kd&nigshofen; Deutschland

Pipetten Eppendorf Research plus Pipette, variables Volumen; Merck; Feldbergstral3e
80; 64293 Darmstadt; Deutschland

Pipettenspitzen TipOne, Bevelled Tip, Starlab International; GmbH; Neuer Holtigbaum 38;
22143 Hamburg; Deutschland

Eppendorfgefil3 Eppendorf Research fix 0,5-10 pl / 2-20 pl / 10-100 pl / 20-200 pl / 100-1000

ul; Eppendorf AG, Barkhausenweg 1; 22339 Hamburg; Deutschland

Reagiergefiall PCR

Sarstedt Ag & Co. KG; Sarstedtstrale 1 D-51588 Niimbrecht; Deutschland

24 Wells Platte

Greiner Bio-One Cellstar 24 Well Cell Culture Plate; Merck; Feldbergstraf3e
80; 64293 Darmstadt; Deutschland

pH-Meter

Hanna instruments HI 221 Calibration Check Microprocessor pH Meter; Hanna
Instruments Deutschland GmbH; An der Alten Ziegelei 7; 89269 Vohringen;
Deutschland

pH-Meter 2

Hanna Instruments; HI2020 edge Multiparameter-Tablet-Messgerit fiir pH;
Hanna Instruments Deutschland GmbH; An der Alten Ziegelei 7; 89269 Voh-

ringen; Deutschland

Waage |

Sartorius Extend M-prove; Sartorius Corporate Administration GmbH; Otto-
Brenner-Straf3e 20; 37079 Goettingen; Deutschland

Waage 2 (Feinwage)

Sartorius Extend; Ultra-Micro Balances; Sartorius Corporate Administration

GmbH; Otto-Brenner-Strafie 20; 37079 Goettingen; Deutschland

Kipp-/Rollenmischer

RS-TR-Serie Modell RS-TR 05 Carl Roth; Carl Roth GmbH Schoemperlen-
strafle 3-5; 76185 Karlsruhe; Deutschland

Kleinschiittler

Kleinschiittler KM2; Edmund Biihler GmbH; Schindéckerstrale 8; D-72411
Bodelshause; Deutschland
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Laborschiittler

See-saw Rockers — SSM4, SSL4; Stuart-Equipment; Cole-Parmer; Beacon
Road; Stone, Staffordshire; ST15 OSA; UK

Lichtmikroskop

Zeiss Xiovert 200 Mikroskop Axio Scope.Al fiir Durchlicht-Hellfeld HALSO0;
Carl Zeiss AG (Global Corporate Headquarter); Carl-Zeiss-Stralle 22; 73447
Oberkochen; Deutschland

Vortex Mixer

Labinco L46; Labinco BV; PO Box 3259; 4800 DG Breda; The Netherlands

Multimode Plate Reader

Mikrozentrifuge Thermo Scientific™ Fresco™ 17 Mikrozentrifuge, gekiihlt, 230 V, mit doppel-
reihigem 18 x 2.0/0.5 ml-Rotor; Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue;
Waltham, MA USA 02451

NanoDrop Photometers/ | PerkinElmer VictorX3; Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue; Waltham,

MA USA 02451

Pipettierhelfer Brand Accu-jet pro; Brand GMBH + CO KG; Otto-Schott-Str. 25; 97877 Wert-
heim; Deutschland

Stripetten 25mL, 10mL, SmL Costar Corning Incorporated, Coning, New York 14831;
836 North Street, Building 300 Suite 3401; Tewksbury MA 01876; USA

Falcon Cellstar Tubes Greiner Bio One; Fisher Scientific GmbH; Im Heiligen Feld 17;
58239 Schwerte; Deutschland

Gefrierschrank —80°C | Heraeus Holding GmbH, Heraeusstrafle 12 — 14; 63450 Hanau; Deutschland

HeraFreeze

Gefrierschrank —20 °C Pre-

mium No- Frost

Liebherr-International AG; Rue Hans-Liebherr 7; 1630 Bulle, Schweiz

Desoxyribonuclease I | DNase I Digest Kit, peqGOLD, Produktnummer: 12-1091-1, VWR Internatio-
(DNase 1) / Desoxyribo- | nal GmbH; Hilpertstralie 20a; 64295 Darmstadt; Deutschland

nuklease I (DNase I)

Promega Kit TUNEL DeadEnd Fluorometric TUNEL System; Promega GmbH; Gutenbergring 10;

69190 Walldorf; Deutschland

rDNA Enzym PCR

Ambion Kit AM1906; Thermo Fisher Scientific; 168 Third Avenue; Waltham,
MA USA 02451

Orangene Pipettenspitzen

Eppendorf 1-10uL ep dualfilter tips per clean; Eppendorf AG; Barkhausenweg
1; 22339 Hamburg; Deutschland

EDTA OmniPur® EDTA, Disodium Salt, Dihydrate, Solution 0.5 M, 100mL, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH; Eschenstrafle 5; 82024 Taufkirchen; Deutschland

Magnesiumchlorid Magnesiumchlorid Hexahydrat, 1 kg, Kunst.; Carl Roth GmbH und Co. KG;
Schoemperlenstral3e 1-5; 76185 Karlsruhe; Deutschland

Tris HCL Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstr. 5; 82024 Taufkirchen; Deutschland

CaCl Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Eschenstr. 5; 82024 Taufkirchen; Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Materialien

Aufgefiihrt sind die verwendeten Materialien sowie die jeweiligen Hersteller
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitative Beurteilung der immunhistochemischen Farbungen
In Abb. 19-24 sind die Féarbeprodukte der Antikdrperfarbungen mit CD-31, KI-67, o -SMA und Invo-

lucrin sowie der HE- und Masson-Goldner- Firbung anhand von Beispielpriparaten in der Ubersicht

und in Abb. 25-30 in der VergroBerung dargestellt. Es handelt sich jeweils um die Kontrolle des Spen-

ders C nach 9 Tagen.
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Abb. 20: HE-Féarbung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

Abb. 21: CD-31-Antikérperfirbung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)
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Abb. 22-:‘KI-67-Antik6rperﬁirbung (Spender C, 9 Tage, K;)ntrollé)
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Abb. 23: o -SMA-Antikorperfiarbung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

A ™
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Abb. 24: Involucrin-Antikérperfirbung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

Abb. 19, 20, 21, 22, 23 und 24: Zeigen jeweils die 6 Farbungen am Beispiel der Kontrolle von Spender C
nach 9 Tagen in der Reihenfolge: Masson-Goldner-Farbung, HE-Féarbung, CD-31-Antikérperfarbung, KI-67-
Antikorperfarbung, o -SMA-Antikdrperfarbung, Involucrin-Antikdrperfarbung. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm
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Abb. 26: HE-Féarbung Vergrofierung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

RS

Abb. 27: CD-31-A

ntikorpefairbung Vergrofierung (Spendier C9 Tag, Konrolle)
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Abb. 28: KI-67-Antikorperfirbung Vergrofierung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

ety o 2
ikorperfirbung
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Abb. 30: o -SMA-Antikorperfiarbung (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

Abb. 25,26, 27, 28, 29 und 30: zeigen jeweils die 6 Farbungen am Beispiel der Kontrolle von Spender C nach
9 Tagen in der Reihenfolge: Masson-Goldner-Farbung, HE-Férbung, CD-31-Antikérperfarbung, KI-67-Anti-
korperfarbung, Involucrin-Antikdrperfarbung, o -SMA-Antikorperfarbung; Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

4.1.1 CD-31-Antikorperfarbung

Der Antikorper gegen CD-31 dient in unserem Experiment der Darstellung von Gefdfen und dadurch

der Beurteilung der Angiogenese. In unseren Priparaten scheint der Marker, soweit ersichtlich, zuver-
lassig die Endothelzellen der meisten Gefd3e im Zellverband zytoplasmatisch in einem intensiven Rot
zu farben (Abb. 21 & 31). Einige Geféle sind etwas blasser gefarbt und daher eventuell in der Auswer-
tung nicht beriicksichtigt worden (Abb. 33).

Es konnte sich hierbei um sehr kleine Venolen und Arteriolen handeln, deren Epithel nur aus einer
diinnen Endothelzellschicht besteht oder aber um kutane Lymphgefafle, die von einer Schicht flacher
Endothelzellen [8] umgeben sind.

Ob es sich hierbei tatsdchlich um schwach gefarbte Gefdfie handelt oder um unspezifisch gefarbte Be-
reiche, die optisch den Eindruck von Gefdflen erwecken, ist aufgrund der Qualitit der Praparate schlecht
beurteilbar.

Dariiber hinaus scheinen noch einzelne Zellen im Bindegewebe angefarbt zu sein (Abb. 32). Es konnte
sich hierbei um Makrophagen, Monozyten oder neutrophile Granulozyten handeln [213, 214]. In der
Literatur wird vor einer Verwechslung von Makrophagen mit Endothelzellen aufgrund der Farbung mit
CD-31 gewarnt [214]. Da das Vorhandensein solcher Zellen auch bei unseren Préparaten aufgrund der
stattfindenden Wundheilung mdglich ist, konnte dies die Beurteilung der Angiogenese verfalschen.
Durch das sporadische Auftreten dieser einzelnen Zellen und durch die zu erwartende Kontinuitét dieses
Fehlers in allen Priparaten unabhéngig von Behandlung und Zeitpunkt, wird dieser mogliche Fehler

vernachléssigt.
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Abb. 31: Beispiel der Antikérperfirbung mit CD-31 (Spender B, 11 Tage, Kontrolle)

Abb. 31: Abbildung 31 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit CD-31 nach 9 Tagen in der Kon-
trolle. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelaufldsung: 0,441pum x 0,441pum
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Abb 32: Abbildung 32 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit CD-31 nach 11 Tagen bei der Kon-
trolle. Die Pfeilspitzen zeigen auf einzelne angeférbte Zellen. Hierbei kdnnte es sich um Zellarten, wie Mak-
rophagen, Monozyten oder neutrophile Granulozyten oder aber um sehr kleine Geféf3e handeln. Objektiv:
Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm
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Abb. 33: Beispiel der Antikﬁrperfﬁirbung mit CD-31 (Spender C, 9 Tage, Kontrolle)

Abb. 33: Abbildung 33 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit CD-31 nach 9 Tagen in der Kon-
trolle. Die Pfeilspitze zeigt auf ein blass angeféarbtes Gefal3. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixel-
auflosung: 0,441um x 0,441pum

4.1.2 KI-67-Antikorperfarbung

Proliferierende Zellen scheinen mit der rein nukledren Farbung zuverldssig angezeigt zu werden. Die

tiefrot markierten Zellkerne liegen vor allem im Bereich des Stratum basale der Epidermis, sind aber
auch rund um Haarfollikel, im Driisenepithel sowie in einzelnen dermalen Zellen zu finden (Abb. 34
sowie 35 & 38)

Teilweise kommt es auch zu unspezifischen Farbungen, die aber so blass sind, dass sie gegebenenfalls
gar nicht in die Auswertung einflieBen (Abb. 36).

Wie oben bereits erwéhnt, kommt es regelhaft zu falsch positiv gefarbten Bereichen innerhalb der Ver-
brennung (Abb. 37). Diese werden, nach dem in ,,Methodik* beschriebenen Verfahren, von der Bildan-

alyse ausgeschlossen (Abb. 13).
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Abb. 34: Beispiel der Antikorperfirbung mit KI-67 (Spender B, 24 Stunden, Kontrolle)

Abb. 34: Abbildung 34 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 nach 24 Stunden in der
Kontrolle. Die Pfeilspitzen zeigen auf einzelne gefiarbte dermale Zellen. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45
M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

= » -

Abb. 35: Beispiel der Antikorperfirbung mit KI-67 (Spender B, 24 Stunde
Abb. 35: Abbildung 35 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 nach 24 Stunden in der
Kontrolle. Die Pfeilspitzen zeigen auf einzelne gefarbte dermale Zellen. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45
M27, Pixelauflgsung: 0,441pm x 0,441pm
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_-Abb. 36: Beispiel der Antikiirperﬁirliuﬁg mit IKI-67 (Spéhder B, 3. Tége, vérbrannte, unbehandelte Haut) '
Abb. 36: Abbildung 36 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 nach 3 Tagen in der ver-
brannten, aber nicht behandelten Haut. Die Pfeilspitzen zeigen auf blasse Bereiche, bei denen es sich am ehes-

ten um unspezifische Farbungen handelt. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflsung:
0,441pum x 0,441 um
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Abb. 37: Beispiel der Antikorperfirbung mit KI-67 (Spender C, 6 Stunden, Behandlung mit 1pg/mL

GDF-5)

Abb. 37: Abbildung 37 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 nach 6 Stunden in der mit
1nug/mL behandelten Haut. Die Pfeilspitzen zeigen auf die Rénder der Verbrennung. Hier ist der, wie oben
beschrieben, regelhaft vorkommende falsch positive Bereich in der Verbrennung ersichtlich. Objektiv: Plan-

Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

’ 1 - <
¥ Zms 7 R
> ? o, = < \
- 7 O 7 WA~
P i
4 cf’f’ e ’.-' ” N
PR L ) i
7 el
2k S S & =
. N X \
; By A
e > / { ¥ W
[ oy e - A5
” R " & 7 ¢ f 3 3 \
J ’ o e 0 : / 5 3 X o
aln 3
g s ’ ' - Nidlls A\
= J - i = Y ) 0N
- . A
2 as {4 - 4 !
e 1M\ ‘\
\ 1
= —J - AR - ‘1"
s ~ » %
. X N
’ - Y
- i . S
o ~
) 0k ! =~ =
- ~ xs . IS i
e a ® Sk
— > e e
. 3 gl % ¢ - v

Abb. 38: Beispiel der Antikorperfarbung mit KI-67 (Spender C, 6 Tage, Kontrolle)
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Abb. 38: Abbildung 38 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 nach 6 Tagen in der Kon-
trolle. Die Pfeilspitze zeigt auf ein Haarfollikel im Querschnitt. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27,

Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

4.1.3 o -SMA-Antikorperfarbung

In unserem Projekt dient die zytoplasmatische Antikdrperfarbung mit a-SMA der Darstellung der Dif-

ferenzierung von Fibroblasten, welche eine grofe Rolle in der Wundheilung spielen (siche Einleitung).

Es ist bekannt, dass dieser Marker nicht nur in Myofibroblasten, sondern auch in der glatten Muskulatur

von GefdBlen vorkommt [22, 23] (Abb. 39 und 40). Auch Myoepithelzellen [215, 216] und Perizyten

[217] sind durch eine Expression von a-SMA charakterisiert. Somit gilt: Obwohl a-SMA der meistge-

nutzte Marker fiir die Myofibroblasten-Differenzierung darstellt, kommt er auch in anderen Zellen vor

[64, 218].

Dementsprechend sind in unseren Priparaten nicht nur Myofibroblasten, sondern auch Gefédfe und Drii-

sen mit der Farbung in einem intensiven Rot markiert.

Dies hat zur Folge, dass die unabhéngige Betrachtung der Myofibroblasten in unserem Experiment nicht

gewihrleistet wird.
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Auf der anderen Seite produzieren nicht alle Myofibrobasten a-SMA [64, 218].

Zur sicheren Identifikation von differenzierten Myofibroblasten wire also eine kombinierte Farbung

verschiedener Marker, die von Myofibroblasten produziert werden, sinnvoll [64].
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bb. 39: Beispiel der Antikorperfirbung mit a -SMA (Spender A, 6 Stunden in der mit 5
behandelten Haut)

Abb. 39: Abbildung 39 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit o -SMA in der mit Spg/mL GDF-
5 behandelten Haut nach 6 Stunden. Angefarbt sind auch zahlreiche Gefafle. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441 pm
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Abb. 40: Beispiel der Antikorperfirbung mit a -SMA (Spender A, 3 Tage in der mit 1pg/mL GDF-5
behandelten Haut)

Abb. 40: Abbildung 40 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit o -SMA in der mit 1pg/mL GDF-
5 behandelten Haut nach 3 Tagen. Angeférbt sind auch zahlreiche Gefafe. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

4.1.4 Involucrin-Antikorperfarbung

Die zytoplasmatische Farbung zur Darstellung der Keratinozytendifferenzierung mit Involucrin scheint
in unserem Versuch spezifisch zu funktionieren. Zwar wird die gesamte Epidermis blassrosa gefarbt,
einen intensiven Rotton tragen allerdings nur das Stratum granulosum sowie eventuell der oberflachli-
che Anteil des Stratum spinosums (Abb. 41).

Obwohl immer die gleiche Einwirkzeit und Antikdrperverdiinnung genutzt wird, sind einige Praparate
nur sehr blass oder ginzlich ungeféarbt (Abb. 42). Die Ursache hierfiir ist uns unerklérlich. Da wir es als
Manipulation der Daten ansehen, entscheiden wir uns dagegen, diese Praparate von der Auswertung zu

exkludieren.

A

100 pm

Abb. 41: Beispiel der Antikorperfarbung mit Involucrin (Spender B, 11 Tage in der Kontrolle)

Abb. 41: Abbildung 41 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit KI-67 in Kontrolle nach 11 Tagen.
Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441 pm
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Abb. 42: Beispiel der Antikorperfirbung mit Involucrin (Spender A, nach 6 Stunden in der verbrannten,

3
.

unbehandelten Haut)

Abb. 42: Abbildung 1 zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Farbung mit Involucrin in der verbrannten, un-
behandelten Haut nach 6 Stunden. Das Préparat erscheint nur sehr blass gefarbt. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441 pm
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4.2 Quantitative Beurteilung der immunhistochemischen Farbungen

4.2.1 CD-31-Antikérperfarbung Flache
Die statistische Analyse der Flachenergebnisse der Antikdrperfarbungen mit CD-31 pro Zeitpunkt ergibt

folgende Werte:

Zeitpunkt 0: F(1,24)=2,39 and p = 0,1352

Zeitpunkt 6 Stunden: F(3,73)=6,42 and p = 0,0006
Zeitpunkt 24 Stunden: F(3,54)=3,12 and p = 0,0334
Zeitpunkt 3 Tage: F(3,40)=2,35 and p = 0,0869
Zeitpunkt 6 Tage: F(3,41)=11,99 and p = 0,00000903784
Zeitpunkt 9 Tage: F(3,32)=2,82 and p = 0,0546
Zeitpunkt 11 Tage: F(3,24)=1,31 and p = 0,2938
Zeitpunkt 12 Tage: F(3,30)=11,93 and p = 0,0000260238

Vier der hier angegebenen Werte fallen unterhalb des Signifikanzniveaus von p<0,05% und scheinen
dadurch statistisch signifikant zu sein. Dabei handelt es sich um die Ergebnisse der Zeitpunkte 6 Stun-
den, 24 Stunden, 6 Tage und 12 Tage.

Unter Korrektur der False Discovery Rate (FDR) sowie der Family Wise Error Rate (FWE) mittels
Bonferroni sind nur noch die Ergebnisse der Zeitpunkte 6 Stunden, 6 Tage und 12 Tage statistisch sig-
nifikant. An diesen wird eine Posthoc-Analyse mit Hilfe von T-Test-Analysen durchgefiihrt und die

Family Wise Error Rate wiederum korrigiert.

Zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach Verbrennung kann man einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Behandlungen mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle, der Behandlung mit Spg/mL GDF-
5 und der Kontrolle sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle feststellen. Zwischen
der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 kann nur ohne Behebung
des Alphafehlers mittels Bonferroni ein statistisch signifikantes Ergebnis gefunden werden. Das Ergeb-
nis zeigt lediglich, dass es einen signifikanten Unterschied gibt. Um zu erkennen, in welche Richtung
dieser besteht, ist ein Vergleich der Mittelwerte notig. Dies wird erst im Abschnitt ,,Diskussion® be-
schrieben.

Da im Folgenden zur Veranschaulichung der Ergebnisse der statistischen Auswertung Boxplot-Dia-
gramme genutzt werden, wird in der Bildbeschreibung der Ergebnisse fiir die CD-31 Antikorperféarbung
nach 6 Stunden ndher auf die Interpretation des Boxplots eingegangen (Abb. 43). Diese kann dquivalent
fiir die darauffolgenden Diagramme angewendet werden. In dieser Arbeit erscheinen nur die Boxplot-
Diagramme, die nach Behebung des Alphafehlers statistisch signifikante Ergebnisse erbrachten. Alle

weiteren Boxplot-Diagramme sind dem Anhang zu entnehmen.
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CD-31 Fldche 6 Stunden
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Abb. 43: Gekerbte Boxplot-Diagramme der mit CD-31 gefirbten Fliche 6 Stunden nach Verbrennung

Abb. 43: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit CD-31 nach 6 Stunden
dar. Anhand der roten Linie kann der Median abgelesen werden [1]. 50% der Werte liegen unter, 50% der
Werte liber dem Median [3-5]. Die Enden der Box beschreiben jeweils das 1. Quartil sowie das 3. Quartil [7].
Die untere Grenze stellt dabei das 1. Quartil dar, somit liegen 25% aller Werte unter dieser Zahl, 75% aller
Werte dariiber [1, 7]. Das 3. Quartil bestimmt die obere Grenze der Box [1]. 75% der Werte liegen unter die-
ser Zahl, 25% dariiber. Die Antennen (Whiskers) geben das Minimum bzw. das Maximum an, welche vom
Algorithmus nicht als Ausreier angesehen werden [1, 7, 9]. Die Kreuze beschreiben die Ausreifler [9]. Die
Einkerbungen (Notches) geben das Konfidenzintervall des Medians an [4, 7]. Bei kleinem Stichprobenumfang
und sehr weitem Abstand zwischen dem Median und dem 1. bzw. dem 3. Quartil ist eine sogenannte /nside-
Out Form moglich [11]. Das heif3t, dass die Einkerbung ober- oder unterhalb der Box liegt, so wie in diesem
Beispiel das Diagramm der Behandlung mit 1ug/mL GDF-5 sowie Spg/mL GDF-5. Uberschneiden sich die
Einkerbungen (Notches) zweier Boxplot-Diagramme nicht, so spricht dies fiir ein statistisch signifikantes Er-
gebnis [12].

In diesem Fall konnen anhand der beschriebenen Methodik statistisch signifikante Unterschiede (zum Signifi-
kanzniveau von p<0.05) zwischen den Behandlungen mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,** mar-
kiert), der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,#* markiert) sowie der reinen Verbren-
nung ohne GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,§“ markiert) festgestellt werden. Die Y-Achse beschreibt dabei den
Anteil der gefirbten Fliache pro Gesamtfldche. Unter den Diagrammen sind die jeweiligen mit Excel entspre-
chend dem Kapitel ,,Methodik* ermittelten Mittelwerte der Ubersichtlichkeit halber gerundet aufgefiihrt. Es
wird ersichtlich, dass die Mittelwerte der verbrannten Stanzen mit 0,27963009 fiir die mit 1pg/mL GDF-5 be-
handelte Haut, mit 0,2207586 fiir die mit Spg/mL behandelte Haut sowie mit 0,1737555 fiir die ohne GDF-5
behandelte Haut zu diesem Zeitpunkt stets hoher sind als die der Kontrolle, der 0,0995238 betrigt. Dies wird
durch die Diagramme veranschaulicht.
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Zum Zeitpunkt von 6 Tagen kann man einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Behand-
lung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle, der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der Kontrolle
sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle feststellen (Abb. 44).
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Abb. 44: Gekerbte Boxplot-Diagramme der mit CD-31 gefirbten Fliche 6 Tage nach Verbrennung

Abb. 44: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit CD-31 nach 6 Tagen
dar. Die Y-Achse beschreibt die gefarbte Flaiche pro Gesamtflache.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,** markiert), der Behand-
lung mit Spg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,#“ markiert) sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und
der Kontrolle (mit ,,§“ markiert). Die in der Abbildung gerundeten Mittelwerte sind mit 0,245479 fiir die Be-
handlung mit 1pg/mL GDF-5, mit 0,237078 fiir die Behandlung mit Spg/mL sowie fiir die verbrannte, aber
unbehandelte Haut mit 0,216403 groBer als der fiir die Kontrolle bestimmte Mittelwert von 0,080791.

Zum Zeitpunkt von 12 Tagen kann man einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Be-
handlung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle, der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der reinen
Verbrennung ohne GDF-5 sowie der reinen Verbrennung und der Kontrolle feststellen (Abb. 45).
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Zwischen der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und 1pg/mL GDF-5 kann nur ohne Behebung des Al-

phafehlers mittels Bonferroni ein statistisch signifikantes Ergebnis gefunden werden.
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ADb. 45: Gekerbte Boxplot-Diagramme der mit CD-31 gefirbten Fliche 12 Tage nach Verbrennung

Abb. 45: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikorperfarbung mit CD-31 nach 12 Tagen
dar. Die Y-Achse beschreibt die gefarbte Flache pro Gesamtflache.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,** markiert), der Behand-
lung mit 5 pg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 (mit ,.#* markiert) sowie der reinen Ver-
brennung und der Kontrolle (mit ,,§* markiert).

Die Mittelwerte sind mit 0,4034188 fiir 1pg/mL GDF-5 sowie mit 0,42894 von der reinen Verbrennung ohne
GDF-5 hoher als der Mittelwert der Kontrolle zum gleichen Zeitpunkt, welcher bei 0,1853673 liegt. Der Mit-
telwert der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 ist dariiber hinaus mit 0,2773375 kleiner als der fiir die reine Ver-
brennung.

65



4.2.2 CD-31-Antikérperfarbung Anzahl:
Die statistische Analyse der Anzahl der durch die Antikérperfairbungen mit CD-31 markierten Geféalie

pro Zeitpunkt ergibt folgende Werte:

Zeitpunkt 0: F(1,24)=0,4 and p = 0,5348

Zeitpunkt 6 Stunden: F(3,72)=13,56 and p = 0,00000041706
Zeitpunkt 24 Stunden: F(3,61)=5,32 and p = 0,0025
Zeitpunkt 3 Tage: F(3,40)=4,64 and p = 0,0071

Zeitpunkt 6 Tage: F(3,41)=13,39 and p = 0,00000311209
Zeitpunkt 9 Tage: F(3,33)=9,08 and p = 0,0002

Zeitpunkt 11 Tage: F(3,24)=4,15 and p = 0,0168

Zeitpunkt 12 Tage: F(3,32)=4,54 and p = 0,0092

Sieben der hier angegebenen Werte fallen unterhalb des Signifikanzniveaus von p<0,05% und scheinen
dadurch statistisch signifikant zu sein. Dabei handelt es sich um die Ergebnisse der Zeitpunkte 6 Stun-
den, 24 Stunden, 3 Tage, 6 Tage, 9 Tage, 11 Tage und 12 Tage.

Unter Korrektur der False Discovery Rate sind alle und unter Korrektur der Family Wise Error Rate
mittels Bonferroni nur noch die Ergebnisse der Zeitpunkte 6 Stunden, 6 Tage und 9 Tage statistisch
signifikant. An diesen wird eine Posthoc-Analyse mit Hilfe von T-Test-Analysen durchgefiihrt und die
Family Wise Error Rate wiederum korrigiert.

Zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach Verbrennung kann man einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Behandlungen mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle, der Behandlung von 1pg/mL GDF-
5 und 5pg/mL GDF-5 sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle feststellen (Abb.
46). Zwischen der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 sowie der
Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der Kontrolle kann nur ohne Behebung des Alphafehlers mittels

Bonferroni ein statistisch signifikantes Ergebnis gefunden werden.
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CD-31 Anzahl 6 Stunden
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Abb. 46: Gekerbte Boxplot-Diagramme der Anzahl der mit CD-31 gefiirbten Geféfie 6 Stunden nach
Verbrennung

Abb. 46: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit CD-31 nach 6 Stunden
dar. Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der mit CD-31 markierten Gefdfe.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,.#* markiert), der Behandlung von 1pg/mL
GDF-5 und 5pg/mL GDF-5 (mit ,,** markiert) sowie zwischen der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der
Kontrolle (mit ,,§“ markiert).

Der in der Abbildung gerundete Mittelwert der Kontrolle ist mit 172,7619 kleiner als die Mittelwerte der ver-
brannten Haut, die fiir 1 pg/mL GDF-5 430,5 und ohne GDF-5 315,15 betrégt. Der Mittelwert der mit 5
pg/mL GDF-5 behandelten Haut ist mit 266,07692 kleiner als der Mittelwert der mit 1pg/mL behandelten
Haut.

Zum Zeitpunkt von 6 Tagen kann man einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Behand-
lung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle, der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der Kontrolle
sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle feststellen (Abb. 47). Zwischen der Be-
handlung mit 1pg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 kann nur ohne Behebung des

Alphafehlers mittels Bonferroni ein statistisch signifikantes Ergebnis gefunden werden.
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CD-31 Anzahl 6 Tage
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Abb. 47. Gekerbte Boxplot-Diagramme der Anzahl der mit CD-31 gefirbten Gefifie nach 6 Tage

Abb. 47: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit CD-31 nach 6 Tagen
dar. Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der mit CD-31 markierten Geféd3e. Ein statistisch signifikanter Unter-
schied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Berechnungen zwischen der Behand-
lung mit 1pg/mL GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,** markiert), der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der
Kontrolle (mit ,,# markiert) sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,§ markiert).
Der in der Abbildung gerundete Mittelwert der Anzahl der Gefd3e der Kontrolle ist mit 183,58333 kleiner als
die Mittelwerte der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5, welcher 333,84615 betrégt, der Behandlung mit Spg/mL
GDF-5, welcher 409,625 betrigt sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 Zugabe, bei der ein Mittelwert
von 324,5 vorliegt.

Zum Zeitpunkt von 9 Tagen kann man einen statistisch signifikanten Unterschied lediglich zwischen
der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle feststellen (Abb. 48). Zwischen der Behandlung
mit Spg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 sowie der Behandlung mit 1pg/mL und
der Kontrolle kann nur ohne Behebung des Alphafehlers mittels Bonferroni ein statistisch signifikantes

Ergebnis gefunden werden.
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CD-31 Anzahl 9 Tage
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ADb. 48: Gekerbte Boxplot-Diagramme der Anzahl der mit CD-31 gefirbten Gefifle 9 Tage nach Ver-
brennung

Abb. 48: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit CD-31 nach 9 Tagen
dar. Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der mit CD-31 markierten Geféf3e.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,** markiert).

Der in der Abbildung gerundete Mittelwert der Anzahl der Gefdf3e ist in der Kontrolle mit 277,916667 kleiner
als der Mittelwert der verbrannten Haut, die nicht mit GDF-5 behandelt wurde, welcher 555,545455 betrégt.
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4.2.3 Involucrin-Antikorperfarbung

Die statistische Analyse der Antikdrperfarbungen mit Involucrin ergibt folgende Werte:

Zeitpunkt 0: F(1,31)=3,55 and p = 0,0688

Zeitpunkt 6 Stunden: F(3,69)=2,76 and p = 0,0485

Zeitpunkt 24 Stunden: F(3,56)=0,92 and p = 0,4369

Zeitpunkt 3 Tage: F(3,46)=2,15 and p = 0,1063

Zeitpunkt 6 Tage: F(3,54)=0,26 and p = 0,8561

Zeitpunkt 9 Tage: F(3,52)=0,66 and p = 0,5782

Zeitpunkt 11 Tage: F(3,40)=1,45 and p = 0,2434

Zeitpunkt 12 Tage: F(3,37)=1,7 and p = 0,1845

Lediglich der hier angegebene p-Wert zum Zeitpunkt 6 Stunden ist statistisch signifikant. Nach Adjus-
tierung der Family Wise Error Rate und der False Discovery Rate ist allerdings keiner der Ergebnisse
der Antikorperfarbung mit Involucrin statistisch signifikant, so dass wir hier keine Posthoc-Tests mehr

durchfiihren.

4.2.4 KI-67-Antikoérperfarbung

Die statistische Analyse der Antikdrperfarbungen mit KI-67 ergibt folgende Werte:
Zeitpunkt 0: F(1,26)=8,37 and p = 0,0076

Zeitpunkt 6 Stunden: F(3,76)=1,58 and p = 0,2006

Zeitpunkt 24 Stunden: F(3,44)=0,09 and p = 0,9677

Zeitpunkt 3 Tage: F(3,47)=0,62 and p = 0,6084

Zeitpunkt 6 Tage: F(3,42)=1,53 and p = 0,221

Zeitpunkt 9 Tage: F(3,37)=1,32 and p = 0,2817

Zeitpunkt 11 Tage: F(3,28)=4,81 and p = 0,008

Zeitpunkt 12 Tage: F(3,28)=14,16 and p = 0,00000839305

Drei der hier angegebenen Werte fallen unterhalb des Signifikanzniveaus von p<0,05% und scheinen

dadurch statistisch signifikant zu sein. Dabei handelt es sich um die Ergebnisse der Zeitpunkte 0 Stun-
den, 11 Tage und 12 Tage.

Unter Korrektur der False Discovery Rate sind alle und unter Korrektur der Family Wise Error Rate
mittels Bonferroni nur noch das Ergebnis zum Zeitpunkt 12 Tage statistisch signifikant. An diesem wird
eine Posthoc-Analyse mit Hilfe von T-Test-Analysen durchgefiihrt und die Family Wise Error Rate
wiederum korrigiert.

Ein statistisch signifikanter Unterschied kann zu diesem Zeitpunkt zwischen den Behandlungen mit
1png/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5, der Behandlung von 5pg/mL GDF-5 und der
reinen Verbrennung ohne GDF-5 sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle festge-

stellt werden (Abb. 49).
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KI-67 12 Tage
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ADb. 49: Gekerbte Boxplot-Diagramme der mit KI-67 gefirbten Fliiche 12 Tage nach Verbrennung

Abb. 49: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit KI-67 nach 12 Tagen
dar. Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der gefarbten Flache pro Gesamtflache.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen den Behandlungen mit 1pg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 (mit
» ¥ markiert), der Behandlung mit Spug/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 (mit ,,#* mar-
kiert) sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle (mit ,,§ markiert). Der in der Abbildung
gerundete Mittelwert der Flache der Stanzen, die nicht mit GDF-5 behandelt sind (Mittelwert= 0,066715714)
ist gegeniiber der mit Spg/mL GDF-5 (Mittelwert= 0,0224625) und 1 pg/mL GDF-5 (Mittelwert=
0,01771375) behandelten Haut sowie der Kontrolle (Mittelwert= 0,026941111) grofer.

4.2.5 o-SMA-Antikorperfarbung

Die statistische Analyse der Antikdrperfarbungen mit o -SMA ergibt folgende Werte:
Zeitpunkt 0: F(1,26)=0,05 and p = 0,8274

Zeitpunkt 6 Stunden: F(3,63)=7,17 and p = 0,0003

Zeitpunkt 24 Stunden: F(3,41)=2,52 and p = 0,0709

Zeitpunkt 3 Tage: F(3,53)=1,51 and p = 0,2234

Zeitpunkt 6 Tage: F(3,46)=4,34 and p = 0,0089

Zeitpunkt 9 Tage: F(3,46)=0,54 and p = 0,6563

Zeitpunkt 11 Tage: F(3,30)=3,18 and p = 0,0382

Zeitpunkt 12 Tage: F(3,29)=1,93 and p = 0,1475
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Drei der hier angegebenen Werte fallen unterhalb des Signifikanzniveaus von p<0,05% und scheinen
dadurch statistisch signifikant zu sein. Dabei handelt es sich um die Ergebnisse der Zeitpunkte 6 Stun-
den, 6 Tage und 11 Tage.

Unter Korrektur der False Discovery Rate sind alle Ergebnisse und unter Korrektur der Family Wise
Error Rate mittels Bonferroni nur noch das Ergebnis zum Zeitpunkt 6 Stunden statistisch signifikant.
An diesem wird eine Posthoc-Analyse mit Hilfe von T-Test-Analysen durchgefiihrt und die Family Wise
Error Rate wiederum Korrigiert.

Zum Zeitpunkt von 6 Stunden nach Verbrennung konnte man einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 feststellen
(Abb. 50). Ohne Korrektur der Family Wise Error Rate sind zudem signifikante Ergebnisse zwischen
den Behandlungen mit 1pg/mL GDF-5 und 5pg/mL GDF-5, der Behandlung von 1pg/mL GDF-5 und
der reinen Verbrennung ohne GDF-5, zwischen Sug/mL GDF-5 und der Kontrolle sowie zwischen der

reinen Verbrennung ohne GDF-5 und der Kontrolle festzustellen.
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Abb. 50: Gekerbte Boxplot-Diagramme der mit o -SMA gefirbten Fliche 6 Stunden nach Verbrennung

Abb. 50: Die Abbildung stellt die statistische Auswertung der Antikdrperfarbung mit o -SMA nach 6 Stunden
dar. Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der gefarbten Flache pro Gesamtflache.
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Ein statistisch signifikanter Unterschied (zum Signifikanzniveau von p <0.05) besteht entsprechend der Be-
rechnungen zwischen der Behandlung mit Spg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 (mit ,,**
markiert).

Der in der Abbildung gerundete Mittelwert der Flache der nicht behandelten verbrannten Haut ist mit
0,5096203 gegeniiber dem Mittelwert der mit Spug/mL GDF-5 behandelten Haut mit 0,1947903 groBer.

4.2.6 Ergebnisse im zeitlichen Verlauf

Uber diese Ergebnisse hinaus untersuchen wir die Verinderungen der Ergebnisse der Antikdrperfirbun-
gen iiber die Zeit je nach Behandlung.
Die statistische Auswertung ergibt Folgendes:

Es besteht ein statistisch signifikanter Unterschied der Flachenfarbung, die durch den CD31-Antikdrper

identifiziert wird, in der Gruppe ohne GDF-5 Behandlung (korrigierter p-Wert (FWE)= 0,00000069)
sowie in der Kontrolle (korrigierter p-Wert (FWE)=0,000000000019) tiber die Zeit (Abb. 51).

CD-31 Flache
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Zeitpunkt nach Verbrennung
lug/mL GDF-5 m Spug/mL GDF-5m -GDF-5 m Kontrolle

Abb. 51: Zeitlicher Verlauf der mit CD-31 markierten Flichen

ADbb 51: Die Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der Farbeergebnisse fiir die mit CD-31 markierten Flidche
pro Gesamtfldche der verschiedenen Behandlungen dar. Es zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede
iiber die Zeit (zum Signifikanzniveau von p <0.05) in der verbrannten und nicht behandelten Haut sowie in
der Kontrolle. Dargestellt sind hier die in Excel bestimmten Mittelwerte sowie Standardabweichungen.

Fiir die Anzahl der mit CD-31 dargestellten Flichen konnen signifikante Unterschiede bei den mit
1ug/mL GDF-5 (korrigierter p-Wert (FWE)=0,039) behandelten sowie ohne GDF-5 (korrigierter p-
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Wert (FWE)=0,00000027) behandelten Hautstanzen und den Kontrollstanzen (korrigierter p-Wert
(FWE)=0,00000000013) im zeitlichen Verlauf festgestellt werden (Abb. 52).
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Abb. 52: Zeitlicher Verlauf der mit CD-31 ermittelten Gefillanzahl

Abb 52: Die Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der Farbeergebnisse fiir die mit CD-31 markierte Gefal3-
anzahl der verschiedenen Behandlungen dar. Es zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede iiber die Zeit
(zum Signifikanzniveau von p <0.05) in der verbrannten und mit 1pg/mL GDF-5 behandelten sowie in der
verbrannten und nicht behandelten Haut. Dargestellt sind hier die in Excel bestimmten Mittelwerte sowie
Standardabweichungen.
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Fiir die Involucrin-Antikdrperfarbung ist bei keiner Behandlung ein statistisch signifikanter Unterschied

im zeitlichen Verlauf zu beobachten (Abb. 53).
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ADbb. 53: Zeitlicher Verlauf der mit Involucrin dargestellten Flichen

ADbb 53: Die Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der Farbeergebnisse flir die mit Involucrin markierten
Flache pro Gesamtflache der verschiedenen Behandlungen dar. Es zeigen sich (zum Signifikanzniveau von p
<0.05) keine statistisch signifikanten Unterschiede. Dargestellt sind hier die in Excel bestimmten Mittelwerte
sowie Standardabweichungen.

Die mit der KI-67-Antikorperfarbung markierten Stanzen zeigen einen statistisch signifikanten Unter-
schied im zeitlichen Verlauf fiir die Behandlung mit 1ug/mL GDF-5 (korrigierter p-Wert
(FWE)=0,0005), Sug/mL GDEF-5 (korrigierter p-Wert (FWE)=0,000024) sowie ohne GDF-5-Behand-
lung (korrigierter p-Wert (FWE)=0,0001) (Abb. 54).
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ADb. 54: Zeitlicher Verlauf der mit KI-67 markierten Fliche

ADb. 54: Die Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der mit KI-67 markierten Fléche pro Gesamtflache dar.
Es zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede (zum Signifikanzniveau von p <0.05) im zeitlichen Ver-
lauf der mit 1pg/mL GDF-5 und mit Spg/mL GDF-5 behandelten sowie der verbrannten, aber nicht behandel-
ten Haut. Dargestellt sind hier die in Excel bestimmten Mittelwerte sowie Standardabweichungen.

positiv markierte
Fliche/Gesamtflache

-0,05 -

Ein statistisch signifikanter Unterschied kann auch bei den a -SMA-Antikorperfarbungen {iber die Zeit
fiir die Behandlung mit S5pg/mL GDF-5 (korrigierter p-Wert (FWE)=0,0031) und 1ug/mL GDF-5 (kor-
rigierter p-Wert (FWE)=0,0012) ermittelt werden (Abb. 55).
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Abb. 55: Zeitlicher Verlauf der mit o -SMA markierten Fliache
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ADbb. 55: Die Abbildung stellt den zeitlichen Verlauf der mit o -SMA markierten Flidche pro Gesamtfliche
dar. Es zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede im zeitlichen Verlauf (zum Signifikanzniveau von p
<0.05) der mit 1pg/mL GDF-5 und mit Spg/mL GDF-5 behandelten Haut. Dargestellt sind hier die in Excel
bestimmten Mittelwerte sowie Standardabweichungen.

4.3 Auswertung alternativer Verfahren

Wie oben beschrieben, sehen wir von einer Auswertung der PCR-Stanzen ab, da sich die Herstellung
von 2mm groflen Stanzen nicht als praktikabel erweist. Zudem zeigt sich in allen durchgefiihrten TU-
NEL-Firbungen eine konstante Uberfirbung. Da wir davon ausgehen, dass es sich um einen Fehler im

Férbeprotokoll handelt, werden diese Préaparate ebenfalls verworfen.
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5 Diskussion

Verbrennungen stellen Kliniker bis heute weltweit vor grofle Herausforderungen, da sie neben funktio-
nellen Beeintrichtigungen auch in den Aspekten Asthetik und Stigmatisierung Folgen tragen konnen
[71]. Haufig sind soziale Randgruppen, Kinder und psychisch Erkrankte betroffen [6, 72]. Vor allem
aufgrund eines drohenden Multiorganversagens sind Schwerstverletzte vital bedroht [S]. Daneben be-
lastet diese Form der Verletzung das Gesundheitssystem unter anderem durch lange Krankenhausauf-
enthalte und aufwéndige RehabilitationsmaBinahmen [219, 220]. Bei tieferen Verbrennungen stellt die
Exzision des nekrotischen Gewebes mit eventuell folgender Spalthauttransplantation immer noch die
Therapie der Wahl dar [5, 71]. Bei groBem Hautverlust ist dies allerdings nicht mehr moglich, weshalb
dringend nach Alternativverfahren gesucht wird [78].

Wiinschenswert wire eine Therapiealternative, die die Wundheilung von Verbrennungswunden be-
schleunigt.

Wachstumsfaktoren stellen einen vielversprechenden Ansatz fiir die Verbesserung der Wundheilung dar
[80]. In den verschiedenen Phasen der Wundheilung spielen sie in der Chemotaxis aber auch in der
Aktivierung von fiir die Wundheilung essenzieller Zellen eine zentrale Rolle [84-91].

Wundheilung ist in Exsudations-/Entziindungsphase, Resorptionsphase, Granulationsphase, Reparati-
onsphase sowie Remodellierungsphase gegliedert [14, 18, 19]. In der ersten Phase bildet sich ein Fib-
rinkoagulum [14, 18]. In der darauffolgenden Resorptionsphase spiclen vor allem Entziindungszellen
eine Rolle, die beschidigtes Gewebe und Bakterien phagozytieren [14, 18]. Die anschlieBende Resorp-
tionsphase ist von einer Persistenz dieses Aufrdumprozesses sowie der Proliferation von Fibroblasten
gepragt [18, 19]. Es folgt die Proliferationsphase [18]. Hier bildet sich eine primére extrazelluldre Mat-
rix, die groBtenteils aus Fibroblasten und Myofibroblasten besteht [18, 19, 21]. Letztere kontraktionsfa-
hige Zellen tragen Alpha-Smooth muscle actin (o -SMA) und ermdglichen den Wundverschluss [18, 19,
22, 221]. In dieser Phase beginnt {iber die genannten Prozesse hinaus auBerdem die Angiogenese, fiir
die endotheliale Adhédsionsmolekiile wie der Angiogenesemarker Platelet Endothelial Cell adhesion
molecule-1 (CD-31/PECAM-1) essenziell sind [14, 24-27].

Die letzte Phase bildet die Reparationsphase [18]. Reepithelialisierung findet durch Keratinozyten vom
Wundrand aus, aber auch durch Stammzellen der duBBeren Haarwurzelscheide, statt [28]. Die Stamm-
zellen prasentieren Proliferationsantigene wie KI-67 [8]. Die ausdifferenzierten verhornten Keratinozy-
ten des Stratum corneum tragen Involucrin in ihrer verhornten Hiille [8].

Essentielle Schritte der Wundheilung sind demnach die Angiogenese [222], die Reepithelialisierung
[223, 224] und die Myofibrogenese. In anderen Arbeiten wurden folgende Marker zur Darstellung der
Wundheilung genutzt: CD-31 und VEGF zur Darstellung der Angiogenese [222], Involucrin zur Dar-
stellung der Reepithelialisierung [225] und o -SMA zur Darstellung der Myofibrogenese [226].
Aufgrund der weitliufigen Nutzung dieser Faktoren, entscheiden wir uns ebenfalls fiir ihre Verwen-
dung.

In dem hier beschriebenen Modell wird der Faktor GDF-5 untersucht. Er scheint die beschriebenen

wichtigen Schritte der Wundheilung zu unterstiitzen.
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Bereits lange ist bekannt, dass durch ihn die Angiogenese gefordert wird [179]. Er besitzt antiapoptoti-
sche Wirkung [180], was dem Wachstum zugutekommen kdnnte.

Die Bildung und das Wachstum wichtiger dermaler Bestandteile, wie beispielsweise der extrazelluldren
Matrix, werden durch diesen Faktor angeregt [176]. So hat er auf Fibroblasten, die wie oben beschrie-
ben, eine zentrale Rolle in der Wundheilung spielen, eine stimulierende Wirkung [173, 184-187].

In der Literatur konnte der positive Effekt von GDF-5 auf die Wundheilung bereits beschrieben werden
[193]. Dariiber hinaus bestehen Ansétze, die den Effekt dieses Faktors auf Verbrennungswunden be-
schreiben [77].

Fiir die Evaluation der Wundheilung finden sich verschiedene Modelle.

Vor allem werden in der Literatur in vivo [99, 101-103, 227, 228] und in vitro [100] Modelle am Tier
bzw. an tierischen Zellen aufgefiihrt. Die Nutzung tierischen Gewebes ist nicht nur aufgrund der Ver-
fiigbarkeit vom Vorteil, sie birgt auch weitaus geringere Risiken fiir den Untersucher beispiclsweise
eine Infektionskrankheit zu erleiden [229]. Verschiedene Spezies werden zur Evaluation der Wundhei-
lung genutzt. Fiihrend sind die Versuche am Kaninchen [99, 100], an der Maus [101, 102] sowie am
Schwein [100, 103] [227, 228]. Vor allem die Verwendung von Letzterem hat sich etabliert. Schweine-
haut weist dhnliche Charakteristika wie humane Haut auf, unter anderem in Bezug auf Anatomie, Dicke

und Permeabilitét [229, 230].

Je frither man in der Literatur zuriickgeht, umso mehr Quellen finden sich iliber Versuche, bei denen
Probanden Wunden zugefiigt wurden, um die Wundheilung zu erforschen [231-233]. Dariiber hinaus
wurden auch randomisiert kontrollierte Studien an humaner Haut durchgefiihrt [104, 106, 107].

Die in vivo Arbeit an menschlicher Haut wirft ethische Probleme auf [230]. Eine grofle Schwachstelle
ihrer Verwendung ist dariiber hinaus die grof3e Variabilitit, so zum Beispiel Unterschiede in Alter, Ent-
nahmestelle und nicht genau ermittelbare Einflussfaktoren wie der Lifestyle [229]. Systemische FEin-
flussfaktoren kdnnen im in vivo Experiment nicht unterbunden werden, was zu einer schweren Ver-
gleichbarkeit fiihrt [230].

Bereits 1996 wurde ein Modell beschrieben, das die Wundheilung an menschlicher Haut erforscht und
dabei die ethischen Konflikte umgeht [230]. Das iiberschiissige Gewebe von Mammareduktionsplasti-
ken wurde dabei genutzt. Das subkutane Fettgewebe ist von der Dermis entfernt worden. Nun wurden
mit Hilfe einer Stanze Wunden gesetzt und diese ausgestanzt. Die Haut wurde im Medium bestehend
aus DMEM, Antibiotika und FCS vital erhalten. Ahnliche Zusammensetzungen des Mediums wurden
auch in anderen Forschungsarbeiten beschrieben: DMEM, FCS 10%, Penicillin/Streptomycin fiir hu-
mane Fibroblasten [234].

Das beschriebene Modell ist einfach und reproduzierbar [230]. Die Verwendung der Haut eines Spen-
ders sowie der gleichen Lokalisation ermoglichen eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse [230].
In der Literatur ist dariiber hinaus ein in vivo Verbrennungsmodell am Schwein beschrieben, bei dem
ein Metallstiick auf je 50, 60 und 70°C im Wasserbad erhitzt und damit eine Verbrennungswunde zuge-

fiigt wurde [235]. AnschlieBend wurden an bestimmten Zeitpunkten nach Verbrennung Biopsien
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entnommen und immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt [235]. Ein ganz &hnliches Modell
wurde dariiber hinaus an humaner Haut beschrieben [194]. Hierbei wurde das entfernte Gewebe von
Abdominoplastiken verwendet und mit einem Lotkolben bei 95°C fiir 10 Sekunden eine Verbrennungs-
wunde zugefligt [194]. Die Proben wurden ebenfalls im Medium vital gehalten und anschlieBend unter
anderem mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen evaluiert.

Die beschriebenen Modelle gleichen dem hier durchgefiihrten Experiment in vieler Hinsicht. Wir ver-
wenden ebenfalls das iiberschiissige Gewebe von Abdominoplastiken und trennen die Kutis von der
Subkutis. Anschliefend fiigen wir der Haut Verbrennungen mit Hilfe eines im Wasserbad auf 90°C
erhitzten Kupferstempels flir 10 Sekunden zu. Die Lasionen werden ausgestanzt und im Medium, dem
entweder zwei unterschiedliche Konzentrationen GDF-5 oder kein GDF-5 zugesetzt wird, vital erhalten.
An definierten Zeitpunkten werden die Stanzen dem Medium entnommen und histologische Schnitte
erzeugt. AnschlieBend erfolgen immunhistochemische Farbungen, bei denen die oben beschriebenen
Marker zur Evaluation zentraler Schritte der Wundheilung verwendet werden. Mit der beschriebenen
Methodik konnen wir die Wundheilung von Verbrennungswunden humaner Haut in reproduzierbarer,
standardisierter Weise beschreiben und dabei ethische Konflikte groBtenteils umgehen. Fiir dieses Mo-
dell muss weder Menschen noch Tieren Schaden zufiigt werden und es besteht die Mdglichkeit, die
Versuchsreihe, bei ausreichend viel Gewebe, beliebig lang fiir jeden Spender fortzufiihren.

Ziel des Experiments ist es, den wundheilungsférdernden Effekt von GDF-5 im ex vivo Experiment
anhand einer neu etablierten Methodik zu erforschen. Erreicht wird dies durch die Verbrennung und
anschlieBende Vitalerhaltung von humanen Hautlappen. Uberpriift werden die Effekte auf die Wund-
heilung mithilfe von Formalin fixiertem Paraffin eingebetteten Gewebes unter Evaluierung durch im-
munhistochemischen Antikdrperfarbungen mit CD-31, a -SMA, KI-67 und Involucrin.

Im Folgenden werden die Antikdrperfarbungen einzeln betrachtet:

5.1 Immunhistochemische Farbungen
5.1.1 CD-31

Ein essenzieller Bestandteil der Wundheilung stellt die Angiogenese dar, welche in der Proliferations-

phase stattfindet [14]. Es entstehen hierbei neue Gefidlle aus den Kapillaren des umliegenden Gewebes
[14]. Wir nutzen die Angiogenese als einen Faktor, um die Wundheilung evaluieren zu kénnen. Einer
der wichtigsten in der Literatur beschriebenen Marker dieses Prozesses ist CD-31 [24-27], weshalb auch
wir uns fiir diese Antikorperfarbung entscheiden.

Gemessen wird nicht nur die mit dem Antikdrper gegen CD-31 markierte Fldache, sondern auch die
Anzahl der Gefil3e, die gefarbt werden.

Bei Betrachtung der Ergebnisse konnen einige Beobachtungen getroffen werden.

Lediglich drei Ergebnisse der Analyse der Flichenberechnung sind bei der Antikdrperfarbung mit CD-
31 statistisch signifikant.

Zum Zeitpunkt von 6 Stunden zeigt sowohl die Behandlung mit 1ug/mL GDF-5, Sug/mL GDF-5 sowie

die Verbrennung, die nicht mit GDF-5 behandelt wird, einen zum Signifikanzniveau von p<0,05
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statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Die Mittelwerte der Flichenberechnung der ver-
brannten Stanzen, die mit 1pg/mL, mit Sug/mL sowie ohne GDF-5 behandelt werden, liegen zu diesem
Zeitpunkt stets hoher als die der Kontrolle. Es scheinen sich also mehr Gefédfe in ihnen gebildet zu haben
als in der nicht verbrannten Haut.

Zum Zeitpunkt von 6 Tagen sind die Ergebnisse der verbrannten Haut unabhingig von der Behandlung
statistisch signifikant groer als die der Kontrolle. Auch hier sind die Mittelwerte fiir die Behandlung
mit 1pg/mL GDF-5, die Behandlung mit Spg/mL sowie fiir die verbrannte, aber unbehandelte Haut
grofer als der fiir die Kontrolle bestimmte Mittelwert. Folglich scheinen sich hier ebenfalls mehr Geféal3e
in der verbrannten Haut gebildet zu haben als in der Kontrolle.

Zum Zeitpunkt von 12 Tagen kann zum Signifikanzniveau von p<0,05 ein statistisch signifikanter Un-
terschied zwischen der Behandlung mit 1ug/mL und der Kontrolle sowie zwischen der reinen Verbren-
nung ohne GDF-5 und der Kontrolle gesehen werden. Betrachtet man die Mittelwerte, so ist ersichtlich,
dass der Wert fiir 1ug/mL GDF-5 sowie der Mittelwert der reinen Verbrennung ohne GDF-5 hoher ist,
als der Mittelwert der Kontrolle zum gleichen Zeitpunkt. Dies zeigt uns, dass eine groBere Fliache im
Préparat rotgeférbt und damit mehr GefiaB3e in der verbrannten und mit 1 pg/mL GDF-5 behandelt sowie
in der verbrannten und nicht mit GDF-5 behandelten gegeniiber der nicht verbrannten Kontrolle vor-
handen zu sein scheinen.

Dariiber hinaus liegt ein signifikanter Unterschied zum gleichen Zeitpunkt zwischen der Behandlung
mit Spg/mL GDF-5 und der reinen Verbrennung ohne GDF-5 vor. Betrachtet man hier ebenfalls die mit
Excel berechneten Mittelwerte, sicht man, dass anders als erwartet, ein hoherer Wert ohne die Behand-
lung mit GDF-5 besteht. Dies zeigt, dass sich nach 12 Tagen mehr Gefédle in der Haut, die nur verbrannt,
aber nicht mit GDF-5 behandelt wurde, gebildet haben.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass sich zumindest in den Stanzen zu den Zeitpunkten 6 Stunden,
6 Tage und 12 Tage in der verbrannten Haut mehr Gefafle gebildet zu haben scheinen. Dies konnte
darauf hinweisen, dass in der neu etablierten Methodik eine Form der Wundheilung stattfindet. Leider
lasst sich auf die Flache der Gefédle in den Préparaten in keiner Konzentration ein positiver Effekt von
GDF-5 nachweisen, sogar ein negativer Effekt ist durch das Ergebnis nach 12 Tagen zu vermuten.
Betrachtet man den Mittelwert fiir jeden Zeitpunkt (siche ,,Ergebnisse), so ist bei keiner Behandlung
ein kontinuierlicher Verlauf ersichtlich. Vielmehr scheinen die Werte zu undulieren. Anderen Versu-
chen zu Folge hitte man zunéchst einen Anstieg und einen anschlieenden Abfall der Blutgefdfdichte,
die durch Anti-CD-31 dargestellt wird, erwartet [236].

Die Evaluation der Angiogenese anhand von Flachenbestimmung der mit CD-31 markierten Bereiche
hat zwei wesentliche Schwachstellen. Zum einen variiert die Fliche je nach Anschnitt des Geféal3es. Ist
ein Gefdll im Préaparat lings angeschnitten, liegt also der Verlauf des Geféaf3es parallel zur Schnittrich-
tung des Mikrotoms, so ist davon auszugehen, dass die markierte und somit von uns berechnete Flache
grofer ist, als wenn das Geféll quer angeschnitten wird (Abb. 56). So kann die durch den Langsschnitt

groflere Flache des Gefiles eine vermeintlich verstarkte Angiogenese vortiduschen.
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Abb. 56: Vergleich eines lingsangeschnittenen Geféifles und eines querangeschnittenen Gefifles

Abb. 56: Zu sehen ist der Schnitt durch ein Gefal parallel zu dessen Langsverlauf (links) sowie ein GefaB,
welches quer geschnitten wurde (rechts). Unten sind Objekttrager dargestellt, auf denen sich die Schnitte be-
finden. Man sieht, dass sich beim Léngsanschnitt mehr Fliche des Gefélles auf dem Objekttrager befindet als
beim Queranschnitt. Dies konnte zu verfélschten Ergebnissen fiihren.

Zur Behebung dieses Fehlers nutzen wir zwei Ansatze:

Zum einen ermdglicht das Erzeugen von mehreren Schnitten pro Stanze (wie in ,,Methodik* vorgestellt,
haben wir angestrebt jeweils 3 Schnitte pro Stanze zu produzieren) ein valideres Ergebnis. Ein ldngsan-
geschnittenes Gefall kommt eher nur in einem der Schnitte vor, wihrend ein querangeschnittenes Gefal3
mehrfach angeschnitten vorliegen kann.

Zum anderen bestimmen wir zusétzlich die Anzahl der rot gefarbten Bereiche, um so Aussagen liber die
Anzahl der Gefédfle im Schnitt treffen zu kénnen.

Das zweite Problem, das sich im Zusammenhang mit der Evaluierung der Angiogenese ergibt, ist die
Tiefe der Verbrennung.

Unser Ziel ist es, Verbrennungen des Grades Ila zu erzeugen. Somit ist die Léasion oberflachlich genug,
dass eine Wundheilung durch die teilweise noch intakte Dermis liberhaupt stattfinden kann, zugleich
aber tief genug, sodass der Versuch klinische Relevanz hat.

Trotz des standardisierten Verfahrens der Erzeugung der Verbrennungswunden des Grades Ila ist frag-
lich, ob dies tatsdchlich bei allen Praparaten erreicht wird. So kdnnte teilweise nur die Epidermis betrof-
fen sein (Abb. 57). Folglich handelt es sich um Verbrennungen . Grades, bei der die Gefafe, die ohnehin
nicht in der betroffenen Schicht vorhanden sind, gar keinen Schaden tragen. Selbst beim Vergleich von
Schnitten ein und derselben Stanze wirkt es teilweise so, als handle es sich um eine Verbrennung des
Grades Ila, in anderen Schnitten wiederum um eine Verbrennung ersten Grades (Vergleiche Abb. 57 &
58). Hinzu kommt, dass teilweise schwer zu beurteilen ist, ob eine Lision im Gewebe durch Zerreiflen

beim Farben oder durch die Verbrennung zustande kommt (Abb. 58 & 59).
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Abb. 57: Verbrennung, die augenscheinlich nur die Epidermis betrifft

Abb. 57: Zu sehen ist der Schnitt, bei dem die Léasion nur auf die Epidermis beschrénkt zu sein scheint. Es
handelt sich dabei um mit 1pg/mL GDF-5 behandelte Haut des Spenders A nach 6 Stunden. Objektiv: Plan-
Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441 pm
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Abb. 58: Verbrennung, die augenscheinlich die Epidermis sowie die Dermis betrifft

Abb. 58: Zu sehen ist der Schnitt, bei dem die Lasion bis in die Dermis zu reichen scheint. Es handelt sich da-
bei um mit 1pg/mL GDF-5 behandelte Haut des Spenders A nach 6 Stunden. Objektiv: Plan-Apochromat
10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

Die Analyse der Anzahl der Geféale ergibt zum Signifikanzniveau von p<0,05 signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Behandlungen fiir die Zeitpunkte 6 Stunden, 6 Tage und 9 Tage. Auch hier
liegen die Unterschiede 6 Stunden nach Verbrennung zwischen der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5,
Sug/mL GDF-5 sowie ohne GDF-5 und der Kontrolle vor. Die Anzahl der Gefa3e der Kontrolle ist
kleiner als die der verbrannten Haut, die mit 1ug/mL GDF-5, mit Sug/mL GDF-5 und ohne GDF-5
behandelt wurden. Somit scheinen sich nach 6 Stunden mehr Gefédlle in der Haut, die verbrannt wurde
zu befinden als in der Kontrolle. Dies steht im Einklang zu den Ergebnissen der Flachenbestimmung
der Gefédfle. Zudem findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Behandlung mit S5pg/mL und
1ug/mL GDF-5, wobei 1pg/mL zu einer hoheren Anzahl von Gefallen zu fiihren scheint.

Nach 6 Tagen sind die Unterschiede in gleicher Weise statistisch signifikant. Auch hier zeigt ein Blick
auf die Mittelwerte, dass die Anzahl der Gefélle der Kontrolle kleiner ist als die der Behandlung mit
1ug/mL GDEF-5, der Behandlung mit Sug/mL GDF-5 sowie der reinen Verbrennung ohne GDF-5 Zu-
gabe.

Auch dies entspricht dem Ergebnis der Flaichenauswertung von CD-31.

Zum Zeitpunkt von 9 Tagen ist nach Korrektur der Family Wise Error Rate lediglich ein statistisch
signifikanter Unterschied zum Signifikanzniveau von p<0,05 zwischen der Kontrolle und der Verbren-
nung ohne Zugabe von GDF-5 zu erkennen. Der Mittelwert und somit die Anzahl der Gefal3e ist also in

der verbrannten Haut ohne GDF-5 hoher als in der Kontrolle.
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Betrachtet man den Mittelwert fiir jeden Zeitpunkt (siehe ,,Ergebnisse), so ist bei keiner Behandlung
ein kontinuierlicher Verlauf ersichtlich. Die Anzahl und Fliache der Gefal3e scheinen im Verlauf der Zeit
nicht immer libereinzustimmen. Betrachtet man beispielsweise die verbrannte Haut, die nicht mit GDF-
5 behandelt wurde in Bezug auf Anzahl und Fléche, so findet man den niedrigsten Mittelwert der Anzahl
der GefdBe in der mit Spug/mL GDF-5 behandelten Haut nach 9 Tagen, bei der Flichenbestimmung
allerdings nicht. Dies visualisiert das zuvor beschriebene Problem der Evaluation der Angiogenese mit-
tels Flachenbestimmung.

Zusammenfassend sind unsere Ergebnisse hinweisend, dass in der verbrannten Haut gegeniiber den
nicht verbrannten Kontrollen Angiogenese stattgefunden zu haben scheint. Vorausgehende Forschungs-
ergebnisse legen einen fordernden Effekt von GDF-5 auf die Angiogenese nahe [179]. Man hétte somit
erwartet, dass sowohl die Anzahl als auch die Fliache der markierten Gefdlle in den mit GDF-5 behan-
delten Stanzen hoher sind als in den Verbrennungen, die nicht mit GDF-5 behandelt wurden.

Der Prozess der Angiogenese ist ein komplexes Unterfangen, welches vielen Einflussfaktoren unter-
liegt. Es scheint, als spiele das Immunsystem eine wesentliche Rolle, da durch die Einwanderung von
Leukozyten unmittelbar nach Trauma Mediatoren ausgeschiittet werden, die diese induzieren [30].
Ebenso scheinen auch neutrophile Granulozyten eine Quelle proangiogener Faktoren zu sein [30, 237,
238].

Neben metabolischen Triggern der Angiogenese, wird diese auch durch mechanische Faktoren stimu-
liert. Demnach scheint sie durch den Blutfluss selbst angeregt zu werden [36, 55, 239].

Blutfluss und Blutdruck tragen zur Entstehung von Scherkréften bei [36], die sowohl zur Lumenvergro-
Berung als auch zur Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen fiihren [29]. Die Scherkrifte
werden dabei von der extrazelluldren Matrix, Zelladhidsionskomplexen, Membranbestandteilen und den
zytoskeletallen Filamenten registriert [240]. Auch epitheliale Natriumkanéle scheinen als Mechano-
sensoren zu fungieren und die Angiogenese zu stimulieren [239, 241].

In unserem Versuchsaufbau ist das GefaB3system unserer Stanzen nicht durchflossen und somit wirken
keine der genannten mechanischen Faktoren. Leukozyten kénnen zudem aus diesem Grund nicht aus
dem Blut einwandern. Es ist also moglich, dass die Angiogenese gar nicht initiiert wird und unsere
Ergebnisse in diesem Zusammenhang eher zufillig entstanden sind. Dies wiirde erkldren, warum die

Verwendung von GDF-5 keinen eindeutigen Vorteil bringt.

5.1.2 Involucrin

Ein weiterer wichtiger Schritt der Wundheilung stellt neben der Angiogenese die Reepithelialisierung
dar, wodurch der Hautmantel wieder verschlossen werden kann. Der Prozess beginnt bereits einige
Stunden nach Wundentstehung [14]. Zur Darstellung der Reepithelialisierung verwenden wir ein Pro-
tein, das in der verhornten Hiille differenzierter Keratinozyten zu finden ist und daher als deren Diffe-
renzierungsmarker dient: Involucrin [198, 199, 212].

Bei den Ergebnissen der Antikorperfarbungen mit Involucrin ist in der Posthoc-Analyse kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen zu erkennen. Auch bei Betrachtung des
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zeitlichen Verlaufs ist hier keine klare Tendenz zu sehen. Wie bei der CD-31-Antikorperfarbung undu-
lieren die Werte im zeitlichen Verlauf (siche ,,Ergebnisse*) auch hier.

In anderen Experimenten konnten Hinweise gefunden werden, dass die Verwendung von GDF-5 zur
Proliferation der Epidermis beitrdgt [77, 193]. Da die Zellen der Epidermis zu 90-95% Keratinozyten
sind [8], hdtte man erwartet, dass der Anteil an gefarbten Flachen im Praparat bei der mit GDF-5 behan-
delten Haut deutlich hoher ausfallt als ohne Behandlung. Dies kann nicht bestétigt werden. Stattdessen
zeigen sich keine Unterschiede zwischen behandelter, nicht behandelter und nicht verbrannter Haut.
Wie bei der qualitativen Auswertung dieses Antikdrpers bereits erwahnt, kann man bei dieser Antikor-
perfarbung im Mikroskop beobachten, dass viele Priaparate keine oder nur eine sehr blasse Fiarbung
enthalten (Abb. 42). Es ldsst sich vermuten, dass eine fehlerhafte Farbung Ursache hierfiir ist. Dies
konnte die nicht zufriedenstellenden Ergebnisse der statistischen Auswertung der Farbung erklaren.

Zudem ist die Epidermis in einigen Praparaten komplett abgerissen (Abb. 61 und 62).

5.1.3 KI-67
Als Marker fiir die Proliferation nutzen wir KI-67. Aufgrund der Darstellung der Zelldynamik kann

dieser Marker gut fiir die Evaluation der Wundheilung verwendet werden [15, 16]. Er wird von Stamm-
zellen und Zellen, die den Zellzyklus durchlaufen haben, im Stratum basale prasentiert [8, 13, 14]. Des
Weiteren befinden sich proliferierende Keratinozyten-Stammzellen in der dufleren epithelialen Wurzel-
scheide der Haare [13].

Bei den KI-67-Antikorperfarbungen zeigen sich lediglich signifikante Unterschiede nach 12 Tagen zum
Signifikanzniveau von p<0,05 zwischen der Behandlung mit 1pg/mL GDF-5 und ohne GDF-5-Behand-
lung, zwischen 5pg/mL GDF-5 und ohne GDF-5-Behandlung sowie zwischen der reinen Verbrennung
ohne GDF-5 und der Kontrolle. Bei Betrachtung der Mittelwerte stellt man fest, dass dieser flir die
Stanzen, die nicht mit GDF-5 behandelt werden, gegeniiber der mit Spg/mL GDF-5 und 1pg/mL GDF-
5 sowie der Kontrolle hoher ist. Es scheint also, als finde mehr Proliferation in der Epidermis der nicht
mit GDF-5 behandelten aber verbrannten Haut statt. Die Wundheilung scheint somit auch in diesem
Aspekt keineswegs von einer Behandlung mit GDF-5 zu profitieren, im Gegenteil, er scheint eher schiad-
lich auf sie zu wirken. Wie bereits bei den anderen Antikorperfarbungen festgestellt, kann im zeitlichen
Verlauf (siche ,,Ergebnisse‘) keine Kontinuitit erkannt werden. In anderen Versuchen wurde allerdings
auch beschrieben, dass ein Anstieg der Proliferation in den ersten Tagen nicht festzustellen ist, sondern
erst danach einsetzt und am 20. Tag seinen Hohepunkt erreicht [242]. Daher ist es denkbar, dass die
Beobachtungsdauer unseres Versuches zu kurz gewihlt ist.

Der Nutzen des Proliferationsmarker KI-67 in thermischen Verletzungen wurde in der Literatur mehr-
fach beschrieben [201, 242-244].

Ein alternatives Auswertungsverfahren der KI-67 Antikorperfarbung ist die Ermittlung der gefarbten
Zellkerne pro Gesamtzahl der Zellen [245]. In histologischen Schnitten verbrannter Haut ist dies aller-
dings kaum realisierbar, da die Darstellung einzelner Zellen nicht mehr moglich und daher die Gesamt-

zahl der Zellkerne nicht zu zédhlen ist [201].

86



Wie bereits beschrieben, kam es dariiber hinaus regelhaft zu falsch positiv gefirbten Bereichen im Zent-
rum der Verbrennung (Abb. 37 Methodik). Entsprechend des in ,,Methodik* beschriebenen Verfah-
rens, exkludieren wir diese Bereiche, in dem wir sie mit Fiji einzeichnen und so von der Analyse aus-
schlieBen (Abb. 13 in Methodik). Diese Markierung der Bereiche verlduft nach Augenmal} und birgt

somit auch hier eine mogliche Fehlerquelle.

5.1.4 o -SMA

Die in der Proliferationsphase gebildete primire extrazelluldre Matrix wird vor allem aus Myofibroblas-
ten und Fibroblasten gebildet [18, 21, 246]. Myofibroblasten sind gekennzeichnet durch die Prasentation
von Alpha-Smooth muscle actin (0. -SMA) [22, 23]. Durch sie wird der Wundverschluss erméglicht,
weshalb sie einen essentiellen Bestandteil der Wundheilung darstellen [22, 23, 66]. Wir nutzen den
Faktor a -SMA als Differenzierungsmarker kontraktiler Myofibroblasten [64].

Nach Korrektur des FWE ist in der Posthoc-Analyse der a -SMA-Antikorperfarbungen lediglich ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der mit Spg/mL GDF-5 behandelten Haut und der ohne
GDF-5 behandelten Haut nach 6 Stunden feststellbar. Auch hier ist der Mittelwert der ohne GDF-5
behandelten Haut gegeniiber dem Mittelwert der mit Sug/mL GDF-5 behandelten Haut groer. Somit
scheint GDF-5 auch auf den Myofibroblastengehalt eher einen negativen Effekt zu haben.

Die Literatur lasst einen stimulierenden Effekt von GDF-5 auf Fibroblasten vermuten [173, 186], der in
unserem Experiment somit nicht nachgewiesen werden kann.

Wie bereits erwihnt, ist die isolierte Betrachtung der Myofibroblasten mit diesem Marker allerdings
nicht moglich. Es spielen auch immer der Gehalt der Geféalle und Myoepithelzellen mit ein [14, 22, 23,
247]. Zudem exprimieren auch die Mm. arrectores pilorum o -SMA [197].

Ob der negative Zusammenhang der gefarbten Bereiche mit der GDF-5-Behandlung also wirklich einem
niedrigeren Gehalt an Myofibroblasten gegeniiber der ohne GDF-5 behandelten Praparate bedeutet, lasst
sich daher sehr schwer einschitzen.

Auch erkennt man im zeitlichen Verlauf (siche ,,Ergebnisse) keine klare Tendenz. Der Literatur zu-
folge hitte man ein Maximum des Gehalts an Myofibroblasten und somit einen maximalen Wert der
mit o -SMA gefarbten Flachen nach etwa zwei Wochen bzw. in unserem Experiment 12 Tagen, erwartet
[248].

Mechanischer Stress fordert zudem die Vermehrung und den Fortbestand von Myofibroblasten die a -
SMA prisentieren [61, 65, 68-70]. Wie bereits im Zusammenhang mit Angiogenese beschrieben, konnte
der statische Aufbau unseres Experimentes und somit das Fehlen mechanischer Reize eine mogliche

Ursache fiir die fehlenden signifikanten Ergebnisse sein.
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5.1.5 Zusammenfassung

Zusammengefasst scheint der Faktor GDF-5 in den von uns getesteten Konzentrationen weder auf die
Flache noch auf die Anzahl der Gefél3e, die Proliferation und die Keratinozyten- sowie Fibroblastendif-
ferenzieung einen positiven Effekt zu haben. Eher noch scheint er diese Parameter und dadurch die
Wundheilung negativ zu beeinflussen.

Dennoch ist die hier etablierte Methodik zur Evaluation der Wundheilung und Beobachtung der Ver-
brennungswunden im Verlauf moglicherweise gegliickt. So konnen in vielen Féllen unabhéngig von der
Behandlung ein signifikanter Unterschied zwischen der verbrannten Haut und der Kontrolle nachgewie-
sen werden. Auch beim Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Zeitpunkte (siche ,,Ergebnisse) einer
Behandlung zeigen sich signifikante Unterschiede. So ldsst sich davon ausgehen, dass die Vitalerhaltung

des Gewebes gegliickt ist.

5.2 Das Phinomen des Nachbrennens

Aussagen iiber den von uns erhofften Effekt des Faktors auf das Phdnomen des Nachbrennens konnen
mittels der von uns gewéhlten Auswertungsmethode nicht getroffen werden. Es kann bei Betrachtung
der Mittelwerte im zeitlichen Verlauf keine klare Verminderung der Parameter und folglich keine Ver-
tiefung der Verbrennungswunde beobachtet werden.

In der Literatur schwanken Angaben iliber die Zeitspanne dieses Effekts zwischen wenigen Minuten
[249], 48 Stunden [250], 72 Stunden [251] bis hin zu mehreren Tagen [2, 252, 253]. Ein pharmakologi-
sches Mittel zur Verhinderung der Progression des Verbrennungsgrades sollte dabei moglichst frithzei-
tig nach Verbrennung angewendet werden [196], was in unserem Projekt ermdglicht wird.

Der Effekt des Nachbrennens scheint aullerdem erst ab einer bestimmten Verbrennungstiefe stattzufin-
den [250, 251, 254]. Ist sie nur gering, scheint die Tiefe zu stagnieren, reicht sie hingegen bis tief in die
Dermis, so scheint das Phdnomen stattzufinden [250, 251, 254]. Wie zuvor geschildert, sind unsere
Verbrennungswunden vermutlich vom Grad Ila, jedoch zeigt sich dies nicht kontinuierlich. Somit ist es
also moglich, dass sie zu oberfldchlich sind und somit kein Nachbrennen stattfindet. Zudem wird auch
beschrieben, dass selbst im standardisierten Verbrennungsmodell Vermischungen im Grad der Verbren-
nung nicht vermeidbar sind [197, 255].

Dartiiber hinaus ist die von uns verwendete Methode eher zur Evaluation der Wundheilung als zur Be-
obachtung des Effekts des Nachbrennens geeignet, da die Parameter in der gewihlten Auswertungs-
weise keine direkte Auskunft tiber die Tiefe der Verbrennung geben [236].

In der Literatur wurde von anderen Autoren vorgeschlagen, man konne diese mithilfe immunhistoche-
mischer Farbungen unter Verwendung des Markers Antivimentin [253] oder mithilfe der Visualisierung
von Kollagen IV in Haarfollikeln [256] ermitteln. Dariiber hinaus kann durch geschultes Auge auch aus
simplen histologischen Farbungen die Tiefe bestimmt werden [242, 254, 257, 258]. Dies ist aber sowohl
extrem zeitintensiv als auch sehr subjektiv je nach Betrachter [257]. Auch mit den von uns gewéhlten
Antikdrperfiarbungen ist theoretisch eine Uberpriifung der Verbrennungstiefe moglich. Hier wurde in

der Literatur allerdings eine andere Herangehensweise beschrieben. So wurden KI-67 positive Zellkerne
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in den Haarfollikeln gezahlt, um deren Vitalitdt zu ermitteln [201]. Anhand dessen kann die Tiefe der
Verbrennung gemessen werden. Zwar ist in der Literatur ebenfalls ein Zusammenhang mit dem o -
SMA-Gehalt und der Tiefe der Verbrennung beschrieben, dennoch scheint diese nach unserem Recher-

che- und Wissensstand daran nicht direkt ablesbar zu sein [197].

5.3 Beurteilung der Einbettungs- und Auswertungsmethodik

In unserem Versuchsaufbau entscheiden wir uns fiir die Verwendung von Paraffin- anstatt Kryoschnit-
ten. Fiir die Einbettung in Paraffin muss man vorher in Formalin fixieren und das Gewebe wird im
Prozess erhitzt. Aus der Literatur geht hervor, dass diese Behandlung zu einem Verlust der Antigenitét
und somit der Qualitdt der Farbung fiihren kann [259].

Zudem scheint die von uns verwendete Methode der Antigendemaskierung mittels Erhitzen im Citrat-

puffer gegeniiber anderen Verfahren unterlegen zu sein [259].

Aufgrund der hohen Anzahl an Praparaten entscheiden wir uns fiir eine computergestiitzte quantitative
Auswertung. Bei der Analyse immunhistochemischer Farbungen gibt es keinen allgemein akzeptierten
Standard [260].

Die im Folgenden beschriebenen Methoden umfassen die manuelle quantitative Analyse ausgewéahlter
Bereiche oder des gesamten Préparates, die qualitative und die semiquantitative Analyse mithilfe eines
erstellten Scores.

In anderen Zusammenhéngen wurde beschrieben, dass die quantitative Analyse einzelner mikroskopi-
scher Felder représentativ flir das gesamte Priparat sei [261].

Weit verbreitet ist die qualitative Auswertung immunhistochemischer Farbungen [260]. Hier wird eine
Art nicht numerischer Score erstellt und die Priparate mit ,,-,, fiir negativ und ,,+* fiir positiv bewertet
[260]. Alternativ ist auch eine Abstufung von ,,-" bis ,,+++“ moglich [260, 262-265]. Eine Umwandlung
dieses Scores in Zahlen bedeutet eine semiquantitative Auswertung, wodurch die statistische Analyse
ermoglicht wird [266].

Ein Score konnte beispielsweise von 0 bis 4 erstellt werden, wobei 4 die grofite Dichte markierter Be-
reiche aufweist [267-269]. In der Literatur sind verschiedene Varianten dieses Score-Systems beschrie-
ben [270]. Die semiquantitative Analyse birgt das Problem, dass bisher nur fiir 3 Marker ein Goldstan-
dard definiert wurde [260, 271]. Zwar besteht die Moglichkeit einen individuellen Score zu erstellen,
jedoch werden die Ergebnisse dann nicht mit anderen Publikationen vergleichbar sein [260, 272]. Zu-
dem kann es zu Inter-Observer Fehlern kommen [272, 273].

Aufgrund des hohen Zeitaufwands der Auszihlung positiv gefarbter Bereiche kam die Idee der compu-
ter-gestiitzten Auswertung immunhistochemischer Férbungen auf. So kann eine hohe Objektivitét bei
vergleichbar geringem Zeitaufwand erreicht werden [274, 275]. Es kann im Gegenteil zu manuellem

Scoring auch fiir eine grole Datenmenge verwendet werden kann [275, 276].
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Die von uns gewidhlte Methode der computergestiitzten, quantitativen Auswertung bietet neben dem
Vorteil der Reproduzierbarkeit eine hohere Sensitivitit und genauere Messung der gefarbten Bereiche
[277].

Ein Nachteil der computer-gestiitzten Auswertung ist, dass optimalerweise sehr diinne Schnitte verwen-
det werden sollten, um mdglichst wenig positiv gefirbte Uberlappungen zu erhalten [274].

Ein weiteres Problem kann eine unsachgeméfBe Fixierung oder Antikdrperverdiinnung darstellen [273].
Es kann zu unspezifischen Signalen kommen [273].

Zudem kann die unsaubere Verarbeitung der Praparate zum Beispiel durch Bildung von Luftblasen zu
falsch negativen Ergebnissen fiihren [273]. Zwar werden unsere Priparate mit grofter Sorgfalt gefarbt,
jedoch ist bei der immunhistochemischen hindischen Farbung sowie zusétzlicher HE- und Masson-
Goldner-Farbungen von insgesamt 1590 Schnitten nicht zu vermeiden, dass dennoch einige Schnitte

zerrissen, liberlappend oder von Luftblasen bedeckt sind (Abb. 59 und 60).

77T __500um
ADb. 59: Eingerissenes Préparat

Abb 59: Zu sehen ist das zerrissene Praparat der mit Spg/mL GDF-5 behandelten Haut 24 Stunden nach Ver-
brennung in der HE-Farbung. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pum x
0,441pm
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Abb. 60: Beispiel eines Priparates mit Luftblasen und Uberlappungen

Abb. 60: In diesem Schnitt ist eine Luftblase sowie die durch Pfeile dargestellten Uberlappungen verschiede-
ner Strukturen zu sehen. Es handelt sich hierbei um die Kontrolle des Spenders B nach 11 Tagen der CD-31-
Antikorperfarbung. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelaufldsung: 0,441pum x 0,441 pum
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AbD. 61: Zu sehen ist ein Schnitt, in dem die Epidermis im linken Bildrand abgerissen ist. Es handelt sich
hierbei um die Kontrolle des Spenders C nach 6 Tagen in der KI-67-Antikdrperfiarbung. Objektiv: Plan-
Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441pm x 0,441pm

S
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Abb. 62: Beispiél eines Priparates, bei dem die Epi"dgermis fast komplett fehlt

Abb. 62: Zu sehen ist der Schnitt, in dem die Epidermis nur noch im rechten Bildrand vorhanden ist. Es han-
delt sich hierbei um die Kontrolle des Spenders C nach 6 Stunden der unbehandelten, aber verbrannten Haut
in der HE-Farbung. Objektiv: Plan-Apochromat 10x/0.45 M27, Pixelauflosung: 0,441um x 0,441um

5.4 Limitationen

Auf Rat des Instituts fir Pathologie des Uniklikums Diisseldorf erzeugen wir fiir jede Farbeeinheit Po-
sitivkontrollen unter Verwendung von Tonsillengewebe.

Dadurch konnen wir sicherstellen, dass der Farbeprozess korrekt ablauft, auch wenn nur wenige Berei-
che in unseren Préparaten geférbt erscheinen.

Beim Gebrauch immunhistochemischer Farbungen ist es dariiber hinaus {iblich, eine Negativkontrolle
in Form einer Probe, die nur mit dem Sekundér-, nicht aber mit dem Primérantikérper behandelt wurde,
zu erstellen [278, 279]. Somit ldsst sich sicher gehen, dass der Sekundarantikorper keine unspezifischen
Bindungen unabhéngig vom Primédrantikorper verursacht, was die Ergebnisse verfilschen kdnnte.

In unseren Farbungen haben wir keine Negativkontrolle mit dem Sekundirantikorper erzeugt. Es lésst
sich somit also nicht génzlich ausschlielen, dass unsere Farbungen unspezifisch sind.

Bei Betrachtung der Priaparate sicht man allerdings, dass groBtenteils nur die Strukturen markiert sind,

an die der Primérantikorper bindet. Somit kdnnten die Farbungen dennoch spezifisch sein.
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Ein weiteres Problem kann die variierende Grofe der zu ermittelnden Strukturen darstellen. Dies wurde
fiir nukledre Farbungen beschrieben [273]. Zwei oder mehrere Zellkerne kdnnten so nicht separat son-
dern als ein Zellkern gezdhlt werden [273]. Dieses Problem konnte auch bei der Berechnung der Anzahl
der mit CD-31 gefarbten Gefal3e passiert sein und somit zu einer geringeren Zahl gefiihrt haben.

Auf der anderen Seite ist es bei dem Computer-basierten Auswertungsverfahren auch moglich, dass ein
groBBes Gefal fiir mehrere kleine gehalten wird [280].

Zwar werden die Fixierung und die durchgefiihrten Farbungen der Préparate in unserem Versuch stan-
dardisiert durchgefiihrt, es mangelt aber an einem Kontrollstandard, der als Proben Referenz zur Nor-
malisierung genutzt wird [276].

Zudem besteht bei Versuchen wie hier auch immer das Risiko von Férbeartefakten, Farbung von Hin-
tergrundstrukturen und andere Farbefehlern, die félschlicherweise als die gesuchte Struktur erkannt wer-
den [280]. Somit konnen bei der Zahlung gefarbter Bereiche Fehler auftreten durch eine nicht homogene
Féarbung oder durch die Gegenfarbung des Hintergrundes [260, 281].

Auch bei der von uns gewihlten Methode der Auswertung mit dem Programm Fiji ist es mdglich, dass
iiberlappende Bereiche oder starke Hintergrundfarbung mit Himalaun von der Auswertung ausgeschlos-
sen wurden und der ermittelte Bereich somit kleiner ist als in Wirklichkeit.

In diesem Zusammenhang konnten eine unterschiedliche Dicke der Préparate und damit Unterschiede
in der Intensitét der Farbungen auch eine Rolle spielen [282, 283]. Zwar wurden immer die gleichen
Einstellungen am Mikrotom vorgenommen, wir konnten aber beobachten, dass das Gewebe dazu neigt,
sich je nach Temperatur zusammenzuziehen oder auszudehnen und somit kdnnte die Dicke der Schnitte
variieren.

Es wird versucht, den Bias der quantitativen Auswertung moglichst gering zu halten, durch Verwendung
identischer Einstellung, sowohl beim Scannen der Préparate als auch beim Auswerten mit Fiji. Somit
haben alle analysierten Bilder die gleiche Helligkeit, Auflosung und Kontrast.

Ein weiteres Problem besteht darin, dass die Epidermis in den Priparaten teilweise fehlt. Dies ist unter
anderem dadurch zu erkldren, dass wir beobachten kénnen, dass sich die Stanzen auf der Seite der Epi-
dermis bei Fixierung wolben und die Fldche der Epidermis somit verkleinert wird.

Die Préparate und dabei insbesondere die Epidermis, denen ein thermischer Schaden zugefiigt wird,
sind zudem héufiger zerrissen. Da weniger Epidermis pro Gesamtfléche existiert, kdnnen als logische
Schlussfolgerung auch weniger Proliferation in den KI-67 Farbungen bzw. weniger angefarbte Kera-
tinozyten in den Involucrin-Farbungen pro Gesamtfldche ausgerechnet werden. Die Ergebnisse dieser
Féarbungen konnten dadurch verfélscht sein. Im Fall der KI-67-Antikorperfarbung wére das Problem zu
umgehen, indem man, wie oben bereits beschrieben, die gefarbten Zellkerne der Epidermis pro Gesamt-
zahl der Zellkerne in der Epidermis misst [245].

Die Subkutis wird unter makroskopischer Beurteilung gelost, es ist also denkbar, dass teilweise auch
Teile der Dermis abgetragen werden, was die errechnete gefarbte Fliche pro Gesamtfliche verfilschen

konnte.
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Des Weiteren kann man beim Schneiden mit dem Mikrotom nicht genau sagen, an welcher Stelle des
Priparates man sich befindet. Es wird zwar immer nur der mittlere Teil der Stanzen verwendet, der die
Verbrennung enthélt, aber ob man sich genau im Zentrum der Verbrennung oder eher am Rand befindet,
ist makroskopisch nicht sicher zu bestimmen. Dies veréndert offensichtlich auch den Anteil der visua-
lisierten Strukturen. Wir versuchen dieses Problem zu umgehen, indem wir anstreben, immer mindes-
tens drei Schnitte pro Stanze zu verwenden, allerdings kann dieser Fehler vermutlich dennoch nicht
géinzlich behoben werden.

In unserem Versuch wird insgesamt Haut von drei Spendern verwendet. In der Auswertung werden nur
fiir wenige Zeitpunkte und Féarbungen signifikante Unterschiede gefunden. Im Allgemeinen kann dies
darauf zuriick zu fiihren sein, dass tatsachlich keine signifikanten Unterschiede vorliegen oder aber die
Fallzahl zu gering ist, um diese zu erkennen [284]. Ein Hinweis auf einen zu kleinen Stichprobenumfang
liefern auch die mit Matlab erstellten Boxplot-Diagramme. Es findet sich haufig die ,,/nside-Out“-Kon-
figuration (Abb. 43 in ,,Ergebnisse‘), welche bei kleinem Stichprobenumfang entsteht [11].

Unsere Methodik arbeitet mit vital erhaltener, ausgestanzter Haut. Die darin befindlichen Gefidf3e sind
nicht durchflossen und haben keinerlei Anschluss an einen Blutkreislauf. Dieser Umstand kann zu meh-
reren Problemen fiihren. Faktoren aus der Blutzirkulation und inflammatorische Antworten fehlen ginz-
lich [230].

Bereits die Initialisierung der Wundheilung beginnt mit dem Austritt von Blutbestandteilen und Plasma
[19]. Zum physiologischen Ablauf bendtigt es aus dem Blut stammende Zellen, wie Entziindungszellen
und Thrombozyten [14, 18, 20]. Diese Zellen sind zudem die Quelle der fiir die Wundheilung erforder-
lichen Wachstumsfaktoren [84, 87, 89-91, 285].

In unserem Versuchsaufbau kann die Wundheilung allenfalls durch lokale Zellen realisiert werden.
Dariiber hinaus akkumulieren negative Faktoren aufgrund des fehlenden Abflusses [77].

Hayashi et al. beschrieben dhnliche Probleme bei ihrem ex vivo Versuch mit GDF-5 [286]. Hier wurde
der Effekt von GDF-5 in Bezug auf die Wundheilung von Sehnen in einer Zellkultur erforscht [286].
Die Autoren mutmafiten, dass die fehlende Blutversorgung erst die isolierte Beurteilung des Effekts von
GDF-5 erlaubt. In diesem Experiment fand die Wundheilung nicht in den physiologischen Phasen statt.
Es ist also auch bei uns denkbar, dass zwar eine Wundheilung stattfindet, diese aber von dem normalen
Ablauf einer Wundheilung in vivo abweicht.

Selbst unter der Annahme eines positiven Effektes von GDF-5 auf die Wundheilung, stellt sich die Frage
einer addquaten Narbenbildung auch unter dsthetischen Gesichtspunkten.

Da Myofibroblasten in der physiologischen Wundheilung nach Erfiillung ihrer Aufgabe der Wundkon-
traktion zugrunde gehen und es Hinweise gibt, dass Dysregulation dieses Prozesses Fibrose und hyper-
trophe Narben bedingt [62-64, 66], besteht die Frage, ob GDF-5 zu einer nicht zufriedenstellenden Nar-
benbildung fiihrt.

Ein weiterer Kritikpunkt unseres Modells ist, dass wir eine inaddquate Dosierung von GDF-5 verwendet

haben konnten.
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In vergleichbaren Experimenten, die den Effekt von Wachstumsfaktoren auf die Heilung von Verbren-
nungswunden untersuchten, zeigte sich ein besseres Resultat bei niedrigen anstatt hoher gewahlten Kon-
zentrationen des Wachstumsfaktors [105]. So scheinen hohe Konzentrationen einen wachstumshem-
menden, niedrigere Konzentrationen allerdings einen wachstumsfordernden Effekt zu haben [134].
Ahnliches ist beispielsweise auch fiir den Faktor BMP-6 beschrieben. Demnach hemmen hohe Kon-
zentrationen die epidermale Proliferation, wahrend niedrige Konzentrationen diese fordern [151, 163].
Auch mit GDF-5 wurde ein dhnlicher Effekt beschrieben [193].

Die von uns gewdhlten Dosierungen beruhen auf vorausgegangenen Modellen unserer Forschungs-
gruppe. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die Wahl einer niedrigeren Konzentration, zu einem besseren
Ergebnis fiithren kann.

In unserem Versuchsaufbau bleibt die Frage der Applikationsform von GDF-5 génzlich ungeklért.

Als mogliche Applikationswege bzw. Triagersysteme findet man in der Literatur diverse Ansétze. Be-
schriebene Methoden reichen von lokaler Injektion, {iber bioresorbierbare Wundauflagen, in GDF-5
getrankte Faden und Kollagenmatrizen bis hin zum Gentransfer [77, 193, 287-291]. Fiir andere, mehr
erforschte Mitglieder der BMP-Familie wurden dariiber hinaus unter anderem Gelatine [292], Chitosan
[293], Alginat [294] und Fibrin [295] als Tragersysteme beschrieben. Andere Autoren mutmaliten zu-
dem bereits, dass nur eine lokale Applikation der BMP Familie denkbar ist, da es sonst zur Bildung
ektopen Knochengewebes kommen konnte [296]. Im Falle von GDF-5 sind dhnliche Bedenken auf-
grund des chondroinduktiven Effekts beschrieben worden [297]. So bildete sich Knorpelgewebe in Seh-
nen aus, die mit GDF-5 behandelt wurden [289, 297].

Ein Problem mit der Verwendung von BMPs scheint zu sein, dass im Menschen eine sehr hohe Dosis
des BMPs benotigt wird, um dhnliche Wirkungen zu entfalten wie in Tierexperimenten [170]. Eine
schnelle Ausscheidung, zu kurze Verweildauer im Gewebe und eine zu geringe Zahl ansprechender
Zellen kénnten mogliche Ursachen sein [170].

Das ideale Triagersystem sollte die kontrollierte und kontinuierliche Gabe bei gleichzeitigem Schutz vor
proteolytischem Abbau ermdglichen sowie das Verbleiben des Faktors an der Applikationsstelle ohne
systemische Diffusion garantieren [164, 298]. Zumindest in Bezug auf Knochenheilung ist eine gewisse
Verweildauer der BMPs forderlicher als ein schnelles Anfluten [164, 294, 298-303]. Daneben sollte das
Tréagersystem natiirlich biokompatibel, abbaubar, nicht toxisch, allergen oder karzinogen sein [298].
Bei anderen Mitgliedern der BMP-Familie konnte beschrieben werden, dass bei direkter Applikation
eine sehr hohe Dosis erforderlich ist [164]. Zugrunde liegt die oben bereits beschriebene sehr kurze
systemische Halbwertszeit von wenigen Minuten bei schnellem proteolytischen Abbau [298-300, 304],
weshalb man sehr hohe Dosen nutzt, um diesen Abbau zu kompensieren [298, 300]. Dies steigert das
Risiko moglicher Nebenwirkungen [294, 305]. Deshalb versucht man Tragersysteme zu nutzen, die die
lokale Konzentration aufrechterhalten [164, 306].

Keine der derzeit existierenden Tragersysteme wird all diesen Voraussetzungen gerecht [298]. Lediglich
Kollagen ist als Triger fiir BMPs weitldufig akzeptiert [ 164, 298]. Problematisch ist hier, dass ein GroB-
teil der Wachstumsfaktoren eine zu geringe Affinitét an Kollagen besitzt [164, 298].
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Da der von uns verwendete Wachstumsfaktor GDF-5 Proliferation bestimmter Zellen und die Angioge-
nese fordert [173, 179, 186, 187], ist die Vermutung naheliegend, dass dies zur Tumorentstehung bei-
tragen konnte.

In der Literatur ist ein paradoxer Effekt der TGF-p Superfamilie und ihrem Signalweg im Zusammen-
hang mit der Entstehung von Krebs beschrieben worden [307]. Demnach ist sowohl eine Funktion als
Supressor als auch als Promotor nachgewiesen [308-310]. Wir konnten keine Forschungsarbeit finden,
die einen Zusammenhang zwischen der lokalen Applikation von GDF-5 und der Krebsentstehung be-
schreibt.

Selbst bei den klinisch bereits eingesetzten Faktoren der BMP-Familie sind die Langzeitfolgen noch
ungewiss [164]. Dennoch wurde ein Zusammenhang zwischen BMPs und Krebs in der Literatur be-
schrieben. Insbesondere der klinisch bereits verwendete Faktor BMP-2 wurde hier intensiv erforscht.
So konnte das Auftreten von Mitgliedern der BMP-Familie, deren Uberexpression oder deren Rezepto-
ren in einer Vielzahl an Tumoren nachgewiesen werden, darunter Weichteil- [311] und Knochentumo-
ren [311] sowie Pankreas- [312], Magen- [313] und Prostatakarzinomen [314, 315]. Es konnte einigen
Autoren zufolge sogar eine signifikant hohere Inzidenz an Karzinomen bei der Verwendung von BMP-
2 nachgewiesen werden [316]. Eine Dosisabhéngigkeit ist nicht auszuschlieBen [317].

Auf der anderen Seite gibt es keine eindeutige Bestétigung fiir den moglichen kanzerogenen Effekt der
Mitglieder dieser Familie [304, 318]. In mehreren Studien konnte man diesen nicht reproduzieren [318-
320]. Vielmehr handelt es sich derzeit um Spekulationen [321]. Die beschriebene hohe Konzentration
dieser Faktoren in Tumoren konnte dariiber hinaus eher einer resultierenden Hochregulierung als dem
Beweis fiir die Induktion von Neoplasien entsprechen [304].

Zudem gibt es Hinweise, dass die Faktoren der BMP-Familie unter bestimmten Bedingungen sogar ei-
nen antiproliferativen Effekt aufweisen konnten [322, 323].

Eine andere Sorge ist die mogliche systemische Toxizitét, die die lokale Applikation eines BMPs be-
wirken konnte. Eine Hypothese ist, dass es zu keinen systemischen Nebenwirkungen kommen kann,
aufgrund der oben beschriebenen kurzen Halbwertszeit der BMPs [304].

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Frage nach Kanzerogenitét noch nicht abschlieend geklért
ist und weiterer Untersuchung bedarf. Zur endgiiltigen Beurteilung fehlen dariiber hinaus Langzeitstu-
dien [318, 324]. Fraglich ist auch, ob die zeitlich begrenzte lokale Applikation fiir genau diesen von uns
verwendeten Faktor ein mdgliches Risiko darstellt. Um adéquate Aussagen iiber die sorg- und kompli-
kationslose Verwendung des Faktors zur Behandlung von Verbrennungswunden treffen zu kénnen, be-

darf es also weiterer Untersuchungen.

5.5 Zusammenfassung und Aussicht
In dieser Arbeit wurde der Effekt des Wachstumsfaktors GDF-5 anhand der wichtigsten Schritte der

Wundheilung — Angiogenese, Fibroblastenproliferation und Reepithelialisierung — in Verbrennungs-
wunden untersucht. Dass dieses Mitglied der BMP-Familie die beschriebenen zentralen Vorgénge der

Wundheilung positiv beeinflusst, konnte bereits nachgewiesen werden [77, 179, 186, 193]. In dieser
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Arbeit wird ein ex vivo Modell an humaner Haut etabliert. Hierbei wird die Wundheilung der mit
lpg/mL, Spg/mL und ohne GDF-5 behandelten Haut sowie nicht verbrannter Haut 6 Stunden, 24 Stun-
den, 3 Tage, 6 Tage, 9 Tage, 11 Tage und 12 Tage nach thermischem Schaden anhand immunhistoche-
mischer Farbungen analysiert. Einige statistisch signifikante Ergebnisse konnen bei der Analyse be-
schrieben werden. So zeigen sich fiir die Flachenberechnung der CD-31 Antikorperfarbung statistisch
signifikante Unterschiede zum Signifikanzniveau von p<0,05% nach 6 Stunden und 6 Tagen zwischen
der Kontrolle und den Behandlungen mit 1pg/mL und 5pg/mL GDF-5 sowie der reinen Verbrennung.
Der Mittelwert und somit die positiv markierte GefaBfliche der verbrannten Haut ist unabhingig von
der Behandlung groBer als in der nicht verbrannten Haut, somit scheint Angiogenese als Folge des ther-
mischen Schadens stattgefunden zu haben. Nach 12 Tagen besteht ein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen der Verbrennung ohne GDF-5-Behandlung sowie der Verbrennung, die mit Spug/mL
GDF-5 behandelt wird. Es zeigt sich in der nicht behandelten Haut eine groBere GefaBifliche, demnach
scheint GDF-5 keinen positiven Einfluss auf die Angiogenese zu haben. Dariiber hinaus zeigt sich in
der verbrannten nicht mit GDF-5 sowie der mit 1ug/mL GDF-5 behandelten Haut erneut eine groBere
GefaBflache als in der Kontrolle, sodass auch hier Angiogenese erfolgt ist. Bei der Anzahl der Gefédle
zeigen sich nach 6 Stunden mehr Gefal3e in der mit 1ug/mL als in der mit Spg/mL GDF-5 behandelten
Haut. Zudem ist ein statistisch signifikanter Unterschied nach 6 Tagen zwischen den Verbrennungen
und der Kontrolle zu verzeichnen. Mehr Gefidf3e existieren unabhingig von der jeweiligen Behandlung
in der verbrannten Haut als in der Kontrolle, was die oben genannten Ergebnisse unterstiitzt. Nach 9
Tagen sind auBerdem statistisch signifikant mehr Geféle in der verbrannten unbehandelten Haut als in
der Kontrolle zu finden, was die bisher genannten Ergebnisse ebenfalls bestdrkt. Beim Proliferations-
marker KI-67 zeigen sich nach 12 Tagen statistisch signifikant mehr proliferierende Zellen in der ver-
brannten nicht behandelten Haut gegeniiber der mit 1pug/mL und Spg/mL GDF-5 behandelten sowie der
nicht verbrannten Haut. Es zeigt sich eine groBere Fliache proliferierender Zellen in der unbehandelten
verbrannten Haut als in der verbrannten Haut, die mit 1pg/mL und Spg/mL GDF-5 behandelt wurde,
was einen negativen Einfluss von GDF-5 auf die Proliferation vermuten lisst. Beim Differenzierungs-
marker der kontraktilen Myofibroblasten zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede nach 6 Stun-
den zwischen der mit Sug/mL. GDF-5 behandelten Haut und der nicht behandelten verbrannten Haut,
wobei der Myofibroblastengehalt in der nicht behandelten Haut gréer erscheint, sodass auch hier ein
negativer Einfluss von GDF-5 zu vermuten ist. Bei der Involucrin-Antikorperfarbung zeigen sich nach
Behebung der False Discovery Rate keine statistisch signifikanten Unterschiede. Das hier beschriebene
Experiment ermdglicht die Testung des Wachstumsfaktors GDF-5 auf humaner Haut und umgeht dabei
ethische Probleme, da kein Mensch oder Tier zu Schaden kommt. Die Untersuchung der Haut gleicher
Korperstellen und ohne Einfluss von systemischen Faktoren ermdglicht eine hohe Reproduzierbarkeit
[229, 230]. Auch die Verwendung einer computergestiitzten Auswertung trigt zur hohen Reproduzier-
barkeit und Objektivitit bei [272, 273, 275]. Ob die Etablierung des ex vivo Modells gegliickt ist, lasst
sich allerdings anhand unserer Daten nicht sicher beurteilen. Dass in mehreren Proben eine grof3ere

GefiaBfliche der verbrannten Haut als in der Kontrolle zu finden ist, ldsst vermuten, dass eine
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Angiogenese nach thermischer Lasion in diesem Modell stattgefunden hat. Auch die statistisch signifi-
kanten Unterschiede fiir jede Antikorperfarbung und Behandlung im zeitlichen Verlauf sind ein Indiz,
dass eine Wundheilung und Vitalerhaltung ermdglicht wurde. Die stattgehabte Wundheilung weicht
allerdings mutmaBlich deutlich von der physiologischen Wundheilung im Lebewesen ab [286]. So fehlt
unter anderem ein durchflossenes Gefdafllumen, welches nicht nur als mechanischer Reiz der Angioge-
nese dient, sondern auch die Diapedese wichtiger Zellen und Austritt von fiir die Wundheilung relevan-
ter Faktoren ermdglicht [19, 29, 30, 36, 55, 239]. Der Effekt des Faktors GDF-5 ist, unseren Ergebnissen
zufolge, nicht forderlich fiir die Wundheilung. Im Gegenteil scheint er, wenn iiberhaupt, einen negativen
Einfluss zu haben. Die erniichternden Ergebnisse konnten also auf die Limitationen des Modells zu-
riickzufiihren sein. Das Phanomen des Nachbrennens konnte in unserem Modell nicht addquat beschrie-
ben werden. Ob und wie der Faktor sicher und bedenkenlos appliziert werden kann, geht aus unserem
Versuch nicht hervor. Insgesamt scheint unsere Methodik die Fragestellung nicht ginzlich beantworten
zu konnen. Zukiinftige Projekte sollten andere Marker wie beispielsweise Antivimentin verwenden, um
den Effekt des Nachbrennens addquat untersuchen zu kdnnen [253]. Antikorperfarbungen kdnnten, an-
statt manuell, mit Farbeautomaten durchgefiihrt werden, um konstantere Farbungen zu erzeugen. Dies
konnte helfen, die von uns beobachteten zerrissenen, vertrockneten oder inkorrekt gefarbten Préaparate,
wie bei der Involucrin-Farbung beobachtet werden kann, in Zukunft zu vermeiden. Aufgrund der feh-
lenden Negativkontrolle verlieren unsere Ergebnisse an Aussagekraft. Zudem sollte die optimale Appli-
kationsform und Dosierung weiter erforscht werden. Insgesamt lésst unsere Arbeit somit noch viele
Fragen offen. Dennoch scheint die Vitalerhaltung des Gewebes gegliickt zu sein und zudem Angioge-

nese als wichtiger Bestandteil der Wundheilung stattgefunden zu haben.
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7 Anhang

Es folgen die Boxplot-Diagramme, die keine statistisch signifikanten Ergebnisse beinhalten:
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CD-31-AntikOrperfarbung Anzahl:
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CD-31 Anzahl 11 Tage
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Macro zur Bearbeitung der AntikOrperfarbungen als Screenshot in Fiji:

1 //@File(label="choose CZI file", style="directory") inputDirectoryPath

2 //@string(label="antibody", choices={"(D31", "Ki67", “Invelucrin", "asMA"}) stainedProtein

min. saturation", description="minimal staining color strength, high values make it more stringent", style="slider", min=@, max=255, value=168) minSa
'max. brightness", description="maximum brightness in the stained area, low values make it more stringent", style="slider", min=8, max=255, value=255)
CD31 separation control", description="the higher the value the lower the number of object separation", style="slider", min=8.1, max=10.0, stepsize=8.1
min. stained area (pixel)", style="slider", min=8, max=58, value=5) minStainedArea

process visibly", value=false) processVisibly

close results table", value=false) closeResultsTable

8 //@Boolean(label="
9

10

11 //setup

12 setOption(“"BlackBackground”, true);

13 run("Conversions...", "scale weighted");
14 run("Bio-Formats Macro Extensions"
15 var fileExtensionOfInterest = ".czi";
16 var pyramidScalingFactor =
17 var ki67SelectionSeries = 2;

18 var seriesCounterStart = 2;

19 var roiScalingFactor = pow(pyramidScalingFactor, (ki67SelectionSeries — seriesCounterStart));
20 var seriesCounterIncrement;

21 var finalFilesToSkip = 2;

22

23 //Section threshold

24 var sectionMin = 5; /5

25 var sectionMax = 195;  //196-195
26

27 //Color Threshold parameters
28 var HueMin = 180;

29 var HueMax = 255;

30 var SatMin = minSaturation;
31 var SatMax = 255;

32 var BrightMin
33 var BrightMax
34

35 //size exclusion setup
36

37 if (!processvisibly) {
38 setBatchMode(true) ;

0;
maxBrightness;

40

41 if (isOpen(“Analysis")) {
42 close(".xAnalysis.*");
43}

44 processFiles(inputDirectoryPath);
45

46 if (!processVisibly) {

47 setBatchMode(false);

48 }

43

50 function processFiles(dir) {

52 fileList = getFilelist(dir);
53 Table.create("Analysis");

54

55 for (file = @; file < fileList.length; file++) {

56 currentFilePath = dir + File.separator + filelList[file];

57 Ext.isThisType(currentFilePath, supportedFileFormat);

58 if (supportedFileFormat=="true" &% endsWith(currentFilePath, fileExtensionOfInterest)) {
59 Ext.setId(currentFilePath);

60 //print(currentFilePath);

61 Ext.getSeriesCount(seriesCount);

62 //print(seriesCount);

63 correctedSeriesCount = seriesCount-finalFilesToSkip;

64 if (correctedSeriesCount % 6 == @ && correctedSeriesCount != 3@) {

65 seriesCounterIncrement = 6;

66 } else if (correctedSeriesCount % 5 == @) {

67 seriesCounterIncrement = 5;

68 } else if (correctedSeriesCount % 4 == @) {

69 seriesCounterIncrement = 4;

70 } else if (correctedSeriesCount % 3 == @) {

71 seriesCounterIncrement = 3;

72 }

73 //print(correctedSeriesCount);

74 for (series = seriesCounterStart; series <= correctedSeriesCount; series+=seriesCounterIncrement) {
75 run("Bio-Formats Importer”, “open=[" + currentFilePath + "] autoscale color_mode=Composite rois_import=[ROI manager] view=Hyperstack stack_order=XYCZT
76 bioFormats3ChannelImage=getTitle();

77 run("RGB Color"};

78 ArininalRGRTMANATN = aatTmanaTn():

78 originalRGBImageID = getImagelD();

79 originalRGBImageName = getTitle();

80 save(currentFilePath + " _series " + series + " _original.tif");

81 close(bioFormats3ChannelImage) ;

82

83 if (stainedProtein=="Ki67" && File.exists(currentFilePath + " _series " + series + ".roi")) {
84 open(currentFilePath + "_series " + series + ".roi");

85 selectInage(originalRGBImagelD);

86 if (selectionType() == -1) {

87 run("Restore Selection");

88 }

89 if(roiScalingFactor > 1) {

90 run("Scale... ", "x="+roiScalingFactor + " y=" + roiScalingFactor);
91

92 setForegroundColor(255, 255, 255);

93 run("Fill");

94 run(“Select None");

a5 if (isOpen{fileList[file] + “_series_" + series + ".roi")) {

96 close(fileList[file] + "_series_" + series + ".roi");

97 }

ag if (isOpen{File.separator + fileList[file] + "_series_" + series + ".roi")) {
99 close(File.separator + fileList[file] + "_series_" + series + ".roi");
100

101 }

102

1e3

104 extractFullSectionArea(originalRGBImageID, false); //fill holes is set to false to get a more realistic section area
105

106 extractPurpleStaining(originalRGBImagelID);

107

108 if (stainedProtein=="CD31") {

109 run("Adjustable Watershed", "tolerance=" + watershedTolerance);

11@ }

111

112 analyzeStainedAreas();

113 if (isOpen(“Results")) {

114 close("Results");

115 ¥
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116 close(originalRGBImageName) ;
}

117

118

119 if (isOpen("Analysis")) {

120 selectWindow("Analysis");

121 saveAs ("Results", dir + File.separator + "Results_" + substring(dir, lastIndex0f(dir, File.separator)+l) + ".tsv");
122 Table. rename("Results_" + substring(dir, lastIndex0f(dir, File.separator)+1) + ".tsv", "Analysis");
123 }

124

125 } else if (endswWith(fileList[filel, "/")) {

126 processFiles(substring(currentFilePath, @, lengthOf(currentFilePath)-1));
127 }

128

129

130

131 /%

132 //for test reasons only

133 else if (endsWith(fileList[file], “.tif") & !Imatches(fileList[file], “.xtest.*")) {
134 open(currentFilePath);

135 originalRGBImageID = getImageID();

136 originalRGBImageName = getTitle();

137 series = "test";

138 if (stainedProtein=="Ki67" && File.exists(currentFilePath + ".roi")) {

139 open(currentFilePath + "_series_" + series+l + ".roi");

140 if(reiScalingFactor > 1) {

141 run("Scale... ", "x="+roiScalingFactor + " y=" + roiScalingFactor);
142 }

143 setForegroundColor (255, 255, 255);

144 run("Fitl");

145 run("Select None");

146 }

147

148

149 extractFullSectionArea(originalRGBImageID, false); //fill holes is set to false to get a more realistic section area
150

151 extractPurpleStaining(originalRGBImageID);

152

153 if (stainedProtein=="CD31") {

184 runf"adinstahle Watershed". “fnlerance=" + watershedTolerance):

154 run(“"Adjustable Watershed", "tolerance=" + watershedTolerance);

155 }

156

157 analyzeStainedAreas();

158

159 close(originalRGBImageName) ;

160 b/

161

162 }

163

164 if(closeResultsTable && isOpen("Analysis")) {

165 close("Analysis");

166 }

167 close("ROI Manager");

168 }

169

170

171 function extractFullSectionArea(imageID, fillHoles) {
172 selectImage(imagelD);

173 run("Duplicate...", "title=[dup_"+imageID+"]");
174 fullSectionAreaImageID = getImageID();

175 fullSectionArealmageName = getTitle();

176 run("8-bit");

177 run("Gaussian Blur...", “sigma=1.67");

178 setThreshold(sectionMin, sectionMax); //auto thresholding seems to have problems in some images
179 run("Convert to Mask");

180 if (fillHoles) {

181 run{"Fill Holes");

182 }

183 roiManager("reset");

184 run("Analyze Particles...", "size=3000-Infinity pixel show=Masks clear in_situ");
185 save(currentFilePath + "_series " + series + "_section.tif");

186 run("Make Binary");

187 run("Create Selectiol

188 if (selectionType(}!=-1) {

189 roiManager("Add");

190 roiManager("Select", @);

191 roiManager(“Save", currentFilePath + "_series_ " + series + "_section.roi");
102 rinf"Salart Nane') e

192 run("Select None");

193 }

194 close(fullSectionAreaImageName) ;

195 }

196

197

198 function extractPurpleStaining(imageID) {
199 selectInage(imagelID);

200

201 run(“Median...", “radius=1.0");

202

203 /7 Color Thresholder 2.8.8-rc-69/1.52n

204 // Autogenerated macro, single images only!
205 min=newArray(3);

206 max=newArray(3);

207 filter=newArray(3);

208 a=getTitle();

209 run(*"HSB Stack");

210 run("Convert Stack to Images");
211 selectWindow("Hue");

212 rename("0");
213 selectWindow("Saturation");
214 rename("1");
215 selectWindow("Brightness");

216 rename("2");

217 min[@]=HueMin; //180
218 max [@]=HueMax; //255
219 filter[@]="pass";

220 min[1]=SatMin; //100
221 max [11=SatMax; //255

222

223 /10

224 /7255

225

226

227 selectWindow(""+i);

228 setThreshold(min[i]l, max[i]);

229 run("Convert to Mask");

230 iF (Filterlilz="cton")  con("Tnvert"):
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230 if (filter[il=="stop") run(“Invert");

231

232 lculator("AND create", "@","1");

233 lator("AND create", “"Result of @","2")
234

235

236

237

238

239

240 indow("Result of Result of @");

241 rename(a) ;

242

243 //separate connected areas

244 I*

245 if (stainedProtein=="Ki67") {

246 run("Adjustable Watershed", "“tolerance=2");
247 }

248 */

249 run("Make Binary");

250 run("Create Selection");

251 if (selectionType() != -1) {

252 roiManager("Add");

253 r(“select", 1);

254 ager("Save", currentFilePath + “_series_" + series + "_stained.roi");
255 run("Select None");

256 }

257 save(currentFilePath + "_series_" + series + "_stained.tif");
258 // Colour Thresholding--—-————————

260 }

61

262 function analyzeStainedAreas() {

263 run("Set Measurements...", "area_fraction display redirect=None decimal=5");

264 tableSize = Table.size;

265 if (roiManager("Count")!=0) {

266 roiManager("Select", @);

267 //run("Analyze Particles...", "size="+minStainedArea+"-Infinity pixel show=Nothing clear summarize");
768 runl"analyze Particlec. . ", "cize="sminGtainedAreas"-Tnfinity nivel chmu=Macks clear in situ')

Macro zur Bearbeitung der AntikOrperfarbungen in Textform:

/l@File(label="choose CZI file", style="directory") inputDirectoryPath
/l@String(label="antibody",  choices={"CD31", "Ki67", "Involucrin", "aSMA"})
stainedProtein

/l@]Integer(label="min. saturation", description="minimal staining color strength, high values
make it more stringent", style="slider", min=0, max=255, value=100) minSaturation
/l@]Integer(label="max. brightness", description="maximum brightness in the stained area, low
values make it more stringent", style="slider", min=0, max=255, value=255) maxBrightness
//@Float(label="CD31 separation control", description="the higher the value the lower the
number of object separation", style="slider", min=0.1, max=10.0, stepsize=0.1, value=2.0) wa-
tershedTolerance

/l@Integer(label="min. stained area (pixel)", style="slider", min=0, max=50, value=5)
minStainedArea

/l@Boolean(label="process visibly", value=false) processVisibly

/l@Boolean(label="close results table", value=false) closeResultsTable

//setup
setOption("BlackBackground", true);

run("Conversions...", "scale weighted");

run("Bio-Formats Macro Extensions");
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var fileExtensionOfInterest = ".czi";

var pyramidScalingFactor = 3;

var ki67SelectionSeries = 2;

var seriesCounterStart = 2;

var roiScalingFactor = pow(pyramidScalingFactor, (ki67SelectionSeries - seriesCounterStart));
var seriesCounterlncrement;

var finalFilesToSkip = 2;

//Section threshold
var sectionMin = 5; /15
var sectionMax = 195; //190-195

//Color Threshold parameters
var HueMin = 180;

var HueMax = 255;

var SatMin = minSaturation;
var SatMax = 255;

var BrightMin = 0;

var BrightMax = maxBrightness;

//size exclusion setup

if (!processVisibly) {

setBatchMode(true);

if (isOpen("Analysis")) {
close(".* Analysis.*");

h
processFiles(inputDirectoryPath);

if (!processVisibly) {
setBatchMode(false);

145



function processFiles(dir) {

fileList = getFileList(dir);
Table.create(" Analysis");

for (file = 0; file < fileList.length; file++) {
currentFilePath = dir + File.separator + fileList[file];
Ext.isThisType(currentFilePath, supportedFileFormat);
if (supportedFileFormat=="true" && endsWith(currentFilePath, fileExtension-
Oflnterest)) {
Ext.setld(currentFilePath);
//print(currentFilePath);
Ext.getSeriesCount(seriesCount);
//print(seriesCount);
correctedSeriesCount = seriesCount-finalFilesToSkip;
if (correctedSeriesCount % 6 == 0 && correctedSeriesCount !=30) {
seriesCounterIncrement = 6;
} else if (correctedSeriesCount % 5 == 0) {
seriesCounterIncrement = 5;
} else if (correctedSeriesCount % 4 == 0) {
seriesCounterIncrement = 4;
} else if (correctedSeriesCount % 3 == 0) {

seriesCounterIncrement = 3;

//print(correctedSeriesCount);
for (series = seriesCounterStart; series <= correctedSeriesCount; se-

riest=seriesCounterIncrement) {

run("Bio-Formats Importer", "open=[" + currentFilePath + "] au-
toscale color mode=Composite rois_import=[ROI manager] view=Hyperstack stack or-
der=XYCZT series "+series);

bioFormats3Channellmage=getTitle();

run("RGB Color");

originalRGBImagelD = getlmagelD();

originalRGBImageName = getTitle();

save(currentFilePath + " series " + series +"_original.tif");
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close(bioFormats3Channellmage);

if (stainedProtein=="Ki67" && File.exists(currentFilePath +

n

_series " + series + ".roi")) {

roiScalingFactor);

ries + ".roi")) {

series + ".roi");

open(currentFilePath + " series " + series + ".roi");
selectimage(originalRGBImagelD);
if (selectionType() == -1) {

run("Restore Selection");

}

if(roiScalingFactor > 1) {

n.n

run("Scale... ", "x="+roiScalingFactor + " y=" +

}
setForegroundColor(255, 255, 255);

run("Fill");
run("Select None");
if (isOpen(fileList[file] + " series " + series + ".roi")) {

close(fileList[file] + " series " + series + ".roi");

}

if (isOpen(File.separator + fileList[file] + " series " + se-

close(File.separator + fileList[file] + " series " +

extractFullSectionArea(originalRGBImagelD, false); /il

holes is set to false to get a more realistic section area

extractPurpleStaining(originalRGBImagelD);

if (stainedProtein=="CD31") {
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run("Adjustable Watershed", "tolerance=" + water-

shedTolerance);

analyzeStainedAreas();
if (isOpen("Results")) {
close("Results");

h
close(originalRGBImageName);

if (isOpen("Analysis")) {
selectWindow(" Analysis");
saveAs("Results", dir + File.separator + "Results " + sub-
string(dir, lastindexOf{(dir, File.separator)+1) + ".tsv");
Table.rename("Results " + substring(dir, lastindexOf(dir,

File.separator)+1) + ".tsv", "Analysis");

}

} else if (endsWith(fileList[file], "/")) {
processFiles(substring(currentFilePath, 0, lengthOf(currentFilePath)-

1));

/*
//for test reasons only

else if (endsWith(fileList[file], ".tif'") && !matches(fileList[file], ".*test.*")) {

open(currentFilePath);
originalRGBImagelD = getimagelD();
originalRGBImageName = getTitle();
series = "test";

if (stainedProtein=="Ki67" && File.exists(currentFilePath + ".ro1")) {
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open(currentFilePath + " series " + series+1 + ".roi");

if(roiScalingFactor > 1) {

run("Scale... ", "x="+roiScalingFactor + " y=" + roiScal-
ingFactor);
H
setForegroundColor(255, 255, 255);
run("Fill");

run("Select None");

extractFullSectionArea(originalRGBImagelD, false); /MAill holes is

set to false to get a more realistic section area

extractPurpleStaining(originalRGBImagelD);

if (stainedProtein=="CD31") {

run("Adjustable Watershed", "tolerance=" + watershedToler-

ance);
}
analyzeStainedAreas();
close(originalRGBImageName);
§¥/
}
if(closeResultsTable && isOpen("Analysis")) {
close("Analysis");
}
close("ROI Manager");
h
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function extractFullSectionArea(imagelD, fillHoles) {
selectlmage(imagelD);
run("Duplicate...", "title=[dup_"+imageID+"]");
fullSectionArealmagelD = getlmagelD();
fullSectionArealmageName = getTitle();
run("8-bit");
run("Gaussian Blur...", "sigma=1.67");
setThreshold(sectionMin, sectionMax); //auto thresholding seems to have problems in
some images
run("Convert to Mask");
if (fillHoles) {
run("Fill Holes");
}
roiManager("reset");
run("Analyze Particles...", "size=3000-Infinity pixel show=Masks clear in_situ");
save(currentFilePath + " series " + series +" section.tif");
run("Make Binary");
run("Create Selection");
if (selectionType()!=-1) {
roiManager("Add");
roiManager("Select", 0);
roiManager("Save", currentFilePath + " series " + series + " section.roi");
run("Select None");

}

close(fullSectionArealmageName);

function extractPurpleStaining(imagelD) {

selectimage(imagelD);

run("Median...", "radius=1.0");

// Color Thresholder 2.0.0-rc-69/1.52n

/I Autogenerated macro, single images only!
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min=newArray(3);
max=newArray(3);
filter=newArray(3);
a=getTitle();
run("HSB Stack");
run("Convert Stack to Images");
selectWindow("Hue");
rename("0");
selectWindow("Saturation");
rename("1");
selectWindow("Brightness");
rename("2");
min[0]=HueMin; //180
max[0]=HueMax; //255
filter[0]="pass";
min[1]=SatMin,; //100
max|[1]=SatMax; /1255
filter[1]="pass";
min[2]=BrightMin; //0
max[2]=BrightMax; //255
filter[2]="pass";
for (1=0;1<3;i++){
selectWindow(""+1);
setThreshold(min[i], max[i]);
run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create", "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (1=0;1<3;1++){
selectWindow(""+1);
close();
}
selectWindow("Result of 0");

close();
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selectWindow("Result of Result of 0");

rename(a);

//separate connected areas
/*
if (stainedProtein=="Ki67") {
run("Adjustable Watershed", "tolerance=2");
}
*/
run("Make Binary");
run("Create Selection");
if (selectionType() !=-1) {
roiManager("Add");
roiManager("Select", 1);
roiManager("Save", currentFilePath + " series " + series + " stained.roi")
run("Select None");
}
save(currentFilePath + " series " + series + " stained.tif");

// Colour Thresholding-------------

function analyzeStainedAreas() {
run("Set Measurements...", "area_fraction display redirect=None decimal=5");
tableSize = Table.size;
if (roiManager("Count")!=0) {
roiManager("Select", 0);
//lrun("Analyze  Particles...",  "size="+minStainedArea+"-Infinity
show=Nothing clear summarize");
run("Analyze  Particles...", "size="+minStainedArea+"-Infinity
show=Masks clear in_situ");
selectWindow(" Analysis");
Table.set("Image", tableSize, originalRGBImageName);
if (stainedProtein=="CD31") {
Table.set("Count", tableSize, nResults);
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h
Table.set("%Area", tableSize, getValue("%Area"));

} else {
selectWindow(" Analysis");
Table.set("Image", tableSize, originalRGBImageName);
Table.set("%Area", tableSize, "no section detected");
}
Table.set("Hue", tableSize, HueMin);
Table.set("SatMin", tableSize, minSaturation);
Table.set("BrightMax", tableSize, maxBrightness);
Table.set("MinExcSize", tableSize, minStainedArea);
Table.update;

roiManager("reset");

Macro zum Ausschneiden der falsch positiven Bereiche der KI-67-AntikOrperfar-

bung als Screenshot in Fiji:

1 //@File(label="choose CZI file", style="directory") inputDirectoryPath
2

3 //setup

4 run(“Bio-Formats Macro Extensions");

2
6 //global variables
7 var fileExtensionOfInterest = ".czi";

8 var seriesCounterStart = 2;
9 var seriesCounterIncrement;
10 var finalFilesToSkip = 2;

11

12 setTool("rotrect");
13 processBioFormatFiles(inputDirectoryPath);
14 setTool("rectangle");

15
16
17
18

19 function processBioFormatFiles(currentDirectory) {

fileList = getFileList(currentDirectory);

for (file = @; file < fileList.length; file++) {

currentFilePath = currentDirectory + File.separator + fileList[filel;
Ext.isThisType(currentFilePath, supportedFileFormat);
if (supportedFileFormat=="true" && endsWith(currentFilePath, fileExtensionOfInterest)) {
Ext.setId(currentFilePath);
//print(currentFilePath);
Ext.getSeriesCount(seriesCount);
//print{seriesCount);
correctedSeriesCount = seriesCount-finalFilesToSkip;
if (correctedSeriesCount % 6 == @ && correctedSeriesCount != 3@) {
seriesCounterIncrement = 6;
} else if (correctedSeriesCount % 5 == @) {
seriesCounterIncrement = 5;
} else if (correctedSeriesCount % 4 == @) {
seriesCounterIncrement = 4;
} else if (correctedSeriesCount % 3 == @) {
seriesCounterTncrement = 3+
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39 seriesCounterIncrement = 3;

40 }

41 //print(correctedSeriesCount);

42 for (series = seriesCounterStart; series <= correctedSeriesCount; series+=seriesCounterIncrement) {
43 run("Bio-Formats Importer", “open=[" + currentFilePath + "] autoscale color_mode=Composite rois_import=[ROI manager] view=Hyperstack stack_order=XYC
44 roiFilePath = currentFilePath + "_series_" + series + ".roi";

45 setROI(roiFilePath);

46 close();

a7 }

48 } else if (endswith(fileList[filel, /")) {

49 processBioFormatFiles(currentDirectory + File.separator + fileList[filel);

50 }

51 }

52}

53

54
55 function setROI(filePathToSaveR0I) {
56 /%

while (selectionType()==-1) {

57
58

59 */

60

61 waitFo r("please set a ROI for the region\nwhich should not be analyzed and press 0k");
62 if (sel nType() !=-1) {

63 nager("Add");

64 nager("select", @);

65 er("save", filePathToSaveR0I);

66 ose("ROI Manager");

67 }

68 }

Macro zum Ausschneiden der falsch positiven Bereiche der KI-67-Antikorperfar-

bung als Screenshot in Textform:

/l@File(label="choose CZI file", style="directory") inputDirectoryPath

//setup

run("Bio-Formats Macro Extensions");

//global variables

var fileExtensionOflnterest = ".czi";
var seriesCounterStart = 2;

var seriesCounterIncrement;

var finalFilesToSkip = 2;
setTool("rotrect");

processBioFormatFiles(inputDirectoryPath);

setTool("rectangle");

function processBioFormatFiles(currentDirectory) {

fileList = getFileList(currentDirectory);
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for (file = 0; file < fileList.length; file++) {
currentFilePath = currentDirectory + File.separator + fileList[file];
Ext.isThisType(currentFilePath, supportedFileFormat);
if (supportedFileFormat=="true" && endsWith(currentFilePath, fileExtension-
Oflnterest)) {
Ext.setld(currentFilePath);
//print(currentFilePath);
Ext.getSeriesCount(seriesCount);
//print(seriesCount);
correctedSeriesCount = seriesCount-finalFilesToSkip;
if (correctedSeriesCount % 6 == 0 && correctedSeriesCount !=30) {
seriesCounterIncrement = 6;
} else if (correctedSeriesCount % 5 == 0) {
seriesCounterIncrement = 5;
} else if (correctedSeriesCount % 4 == 0) {
seriesCounterIncrement = 4;
} else if (correctedSeriesCount % 3 == 0) {

seriesCounterIncrement = 3;

/Iprint(correctedSeriesCount);
for (series = seriesCounterStart; series <= correctedSeriesCount; se-
riest=seriesCounterIncrement) {
run("Bio-Formats Importer", "open=[" + currentFilePath + "] au-
toscale color mode=Composite rois_import=[ROI manager] view=Hyperstack stack or-
der=XYCZT series "+series);

roiFilePath = currentFilePath + " series " + series + ".roi";

setROI(roiFilePath);
close();
}
} else if (endsWith(fileList[file], "/")) {
processBioFormatFiles(currentDirectory + File.separator +
fileList[file]);
h
}

155



function setROI(filePathToSaveROI) {
/*
while (selectionType()==-1) {

h
*/

waitForUser("please set a ROI for the region\nwhich should not be analyzed and press

Ok");
if (selectionType()!=-1) {
roiManager("Add");
roiManager("select", 0);
roiManager("save", filePathToSaveROI);
close("ROI Manager");
}
h
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