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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Die Wundheilung ist ein lebenswichtiger biologischer Prozess, der durch verschiedene
lokale und systemische Faktoren, darunter auch bakterielle Infektionen, beeinflusst
werden kann. Unter den zahlreichen Bakterien, die Wunden infizieren konnen, ist
Staphylococcus aureus einer der haufigsten Krankheitserreger, der in chronischen
Wunden vorkommt. Vorherige Arbeiten haben gezeigt, dass das extrazellulare Adha-
sionsprotein (Eap) von S. aureus sezerniert wird und die Wundheilung beeintrachtigt,
in dem es die Proliferation und Migration von Immunzellen sowie die Neovaskularisie-
rung inhibiert. Wahrend einige Bakterien durch die Wirkung von Virulenzfaktoren die
Wundheilung verzégern, haben andere eine positive Auswirkung auf den Heilungspro-
zess. In vorherigen Studien wurde festgestellt, dass das von Mycoplasma fermentans
isolierte Makrophagen-aktivierende Lipopeptid-2 (MALP-2) regenerative Eigenschaf-

ten besitzt.

In dieser Arbeit wurde erstmalig das Modell Punch within a Punch zur Untersuchung
der postmortalen Wundheilung unter dem Einfluss von MALP-2 und Eap angewendet.
Das Ziel dieser Pilotstudie war es, die Wirkung von MALP-2 und Eap an postmortalen
Proben und die Eignung des Modells fiur weitere Versuche zu analysieren. Die Ver-
wendung von postmortalen menschlichen Geweben kann dazu beitragen, sowohl ethi-
sche Herausforderungen zu bewaltigen als auch das wissenschaftliche Verstandnis

der Wundheilung beim Menschen voranzutreiben.

Die Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene der Medizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes unter der Be-
treuung von Prof. Dr. Markus Bischoff. Fir die Arbeit wurden Hautproben von der In-
nenseite des Unterarms von acht Korperspendern gewonnen. Es wurde ein postmor-
tales Intervall von bis zu 24 Stunden eingehalten. Nach dem Modell Punch within a
Punch wurde das Gewebematerial mit einer Biopsiestanze mit einem Durchmesser
von 8 mm und danach in der Mitte mit einem Durchmesser von 2 mm geschnitten. Die
Proben mit der Wunde in der Mitte wurden in Well-Platten unter Zusatz von Medium,
1 pug/ml MALP-2 und 40 ug/ml Eap inkubiert. Aus den Proben wurden histologische

Schnittpraparate angefertigt und diese wurden mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt.
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Die Studienergebnisse bestatigen, dass die postmortale Proliferation der Keratinozy-
ten maoglich ist. Das wurde durch die Messung der Schichtdicke und des kleinsten Ab-
stands der Wundrander nachgewiesen. In den meisten Messungen wurde eine Zu-
nahme der Werte beobachtet, was auf eine Zellproliferation hindeuten kann. Eine ein-
deutige Bewertung der positiven und negativen Auswirkungen von MALP-2 und Eap
war in dieser Pilotstudie nicht mdglich. In weiteren Untersuchungen ware es sinnvoll,
die Messungen um zusatzliche Parameter zu erweitern, zum Beispiel um die Flache
des neu gebildeten Gewebes. Zur Untersuchung der potenziellen therapeutischen Wir-
kung von MALP-2 und Eap waren weitere Versuche mit einem gro3eren Probengut

von Vorteil.
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1.2 Abstract

Wound healing is a vital biological process that can be influenced by various systemic
and local factors, including bacterial infections. Staphylococcus aureus is one of the
numerous bacteria that can infect wounds and is also found in chronic wounds. The
previous studies have shown that the secretion of the extracellular adhesion protein
(Eap) by S. aureus hinders the wound healing by preventing the growth and migration
of cells in the immune system and the formation of new blood vessels. While some
bacteria delay wound healing process through the virulence factors, others can posi-
tively impact the wound healing. In the recent studies, macrophage activating lipopep-
tide 2 (MALP-2), which was isolated from Mycoplasma fermentans, was found to have

regenerative properties.

In this work the Punch within a Punch model was used for the first time to study post-
mortem wound healing under the influence of MALP-2 and Eap. The aim of this pilot
study was to examine the effects of MALP-2 and Eap on the postmortem samples and
the suitability of this model for the future studies. The use of the postmortem human
tissues can help address the ethical concerns and improve clinical relevance and un-

derstanding of wound healing in humans.

The study was created in collaboration with the Institute for Medical Microbiology and
Hygiene at the Medical Faculty of Saarland University under the supervision of Prof.
Dr. Markus Bischoff. For this study skin samples were collected from the inner side of
the forearm of eight body donors. A postmortem interval was up to 24 hours. According
to the Punch within a Punch model, the tissue material was cut with the biopsy punch
with a diameter of 8 mm and then in the middle with a diameter of 2 mm. The samples
with the wound in the middle were incubated in the well plates with the addition of
medium, 1 ug/ml MALP-2 and 40 pg/ml Eap. Histological sections were created from

the samples and stained using hematoxylin-eosin.

The study results confirmed that postmortem proliferation of keratinocytes is possible.
This was proven by measuring the thickness of the samples and the smallest distance
between the edges of the wound. In most measurements increased values were ob-
served, which may indicate the cell proliferation. In this pilot study a clear statement of
the positive and negative effects of MALP-2 and Eap could not be made. In further
studies it would make sense to expand the measurements to include additional param-
eters, such as the area of the newly formed tissue. To investigate the potential

3
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therapeutic effects of MALP-2 and Eap, it would be advantageous to test more samples

in the further experiments.
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2.1 Aufbau der Haut

Die Haut (Kutis) ist mit einer Flache von 1,2 bis 2,3 m? das gréfte Organ des Men-
schen (Junqueira et al., 2005). Sie hat eine hohe Fahigkeit zur Regeneration und Hei-
lung von Verletzungen und wird in drei Schichten aufgeteilt: Epidermis (Oberhaut),
Dermis (Lederhaut) und Hypodermis (Subkutis, Unterhaut) (Junqueira et al., 2005).
Die Haut erfullt eine Vielzahl von Funktionen. Neben der Thermoregulation und Syn-
these von Vitamin D3 spielt sie eine bedeutende Rolle beim Schutz des Kdrpers vor
auleren Reizen wie UV-Strahlung, Chemikalien und Pathogenen. Zudem schitzt sie
den Organismus vor Austrocknung (Junqueira et al., 2005). Aul3erdem ermdglicht sie
die Sinneswahrnehmung Uber Sensoren und erfullt eine immunologische Funktion
Uber antigenprasentierende Langerhans-Zellen und Lymphozyten (Junqueira et al.,
2005).

Die aulerste Schicht, die Epidermis, besteht hauptsachlich aus Keratinozyten, die
kontinuierlich im Laufe von 4 Wochen erneuert werden (Welsch et al., 2014). Die Epi-
dermis wird durch ein verhorntes, mehrschichtiges Plattenepithel gebildet. Die Schich-
tung der Keratinozyten in der Epidermis ermdglicht die Unterscheidung von Stratum
basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum und Stratum cor-

neum (Junqueira et al., 2005).

Das Stratum basale (Basalzellschicht) ist die unterste Schicht der Epidermis. Es be-
steht aus einer Schicht von kubischen bis hochprismatischen Epithelzellen (Junqueira
et al., 2005). Zudem enthalt es Stammzellen, aus denen sich die Keratinozyten entwi-
ckeln (Junqueira et al., 2005). Letztere werden Keratinozyten genannt, weil sie Keratin
produzieren und damit eine bedeutende Rolle bei der Regeneration der Haut spielen
(Junqueira et al., 2005). AuBerdem kommen in dieser Schicht Melanin produzierende
Melanozyten vor (Junqueira et al., 2005). Das Stratum basale und das Stratum spino-
sum, das darlber liegt, bilden zusammen das Stratum germinativum (germinare latei-
nisch fur wachsen), denn die Zellen teilen sich in beiden Schichten und wandern nach

oben (Junqueira et al., 2005).

Das Stratum spinosum (Stachelzellschicht) besteht aus stachelig aussehenden Zellen,
die Uber Desmosomen verbunden sind (Welsch et al., 2014). Das Stratum granulosum

(Kornerschicht) wird durch abgeflachte Zellen mit Keratohyalingranula und

5
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Lamellengranula, die Lipide und Proteine enthalten, gebildet (Welsch et al., 2014). Das
dunne Stratum lucidum befindet sich ausschlie3lich in der dicken Haut (Leistenhaut)
an den Handflachen und FuRsohlen und stellt eine Ubergangszone zwischen den le-
benden und den verhornten Zellen dar (Welsch et al., 2014). Die aul3erste Schicht der
Haut ist das Stratum corneum (Hornschicht). Diese besteht aus Korneozyten (Horn-
zellen). Sie entstehen aus Keratinozyten in einem Prozess der Keratinisierung, in dem

sie ihre Organellen und Zellkerne verlieren (Welsch et al., 2014).

Zu den weiteren Zellen der Epidermis gehoren die Langerhans-Zellen (dendritische
Zellen), die vor allem im Stratum spinosum vorkommen und eine bedeutende Rolle bei
der Antigenprasentation und dadurch bei der Immunabwehr spielen (Junqueira et al.,
2005). Neben den Keratinozyten, Melanozyten, Langerhans-Zellen, Lymphozyten und
Korneozyten kommen in der Epidermis die Merkel-Zellen vor, die sich vor allem im
Stratum basale befinden. Sie sind mit den Nervenendigungen verbunden und gehoren

zu den Mechanorezeptoren (Junqueira et al., 2005).

Die Dermis wird durch Stratum papillare und Stratum reticulare gebildet. Das Stratum
papillare besteht aus ,lockerem Bindegewebe, Fibroblasten und freien Zellen des Bin-
degewebes wie Mastzellen und Makrophagen® (Junqueira et al., 2005). Es hat einen
héheren zellularen Anteil als das Stratum reticulare, das vor allem durch Fasern gebil-
det wird (Junqueira et al., 2005). Das Stratum papillare enthalt zahlreiche Papillen, die
in die Epidermis ragen. Das dickere Stratum reticulare besteht aus straffem Bindege-
webe und enthalt Kollagenfasern, meistens vom Typ |, sowie elastische Fasern, die
die Elastizitat der Haut unterstitzen (Junqueira et al., 2005). Aulierdem kommen Haar-
follikel, Drusen (Schweilddrisen und Talgdrisen), Nervenfasern sowie Blut- und

Lymphgefale in der Dermis vor (Junqueira et al., 2005).

Die Hypodermis besteht aus lockerem Bindegewebe sowie Fettgewebe und enthalt
die Mechanorezeptoren Vater-Pacini-Korperchen zur Wahrnehmung von Vibrationen

(Junqueira et al., 2005).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Hautschichten
(modifiziert von Tucak-Smaiji¢ Structure of the Epidermis und Anatomy of the Skin, Biorender.com)

2.2 Physiologie der Wundheilung

Wahrend der Wundheilung kénnen zwei Mechanismen auftreten: Regeneration und
Reparation (Narbe) (Lippert, 2006). Die Regeneration bezieht sich auf den Prozess,
bei dem geschadigtes Gewebe durch neues, gesundes Gewebe ersetzt wird (Lippert,
2006). Dies tritt vor allem bei oberflachlichen oder kleineren Wunden auf und es kommt
nicht zur Narbenbildung (Lippert, 2006). Die Reparation hingegen ist der Prozess, bei
dem geschadigtes Gewebe durch Bindegewebe ersetzt wird (Lippert, 2006). Dies ge-
schieht vor allem bei grélkeren oder tieferen Wunden (Lippert, 2006). Das neu gebil-
dete Bindegewebe fiillt die Wunde aus und bildet eine Narbe (Lippert, 2006).

Man unterscheidet zwischen der primaren und der sekundaren Wundheilung. Bei der
primaren Wundheilung liegen die Wundrander nah beieinander und die Wunde kann
schnell ohne Infektion ausheilen (Lippert, 2006). Im Gegensatz dazu wird die Wunde
bei der sekundaren Wundheilung aufgrund von Gewebeverlust mit Granulationsge-
webe ausgeflllt und erst spater wird ein neues Epithel gebildet (Lippert, 2006). Die
Heildauer ist langer und es kann eine chronische Wunde entstehen (Lippert, 2006).

Die Wundheilung Iasst sich in vier Phasen, die teilweise parallel verlaufen, aufteilen:
,die exsudative Phase (1.-8. Stunde), die resorptive Phase (1.—4. Tag), die proliferative
Phase (3.-10. Tag) und die reparative Phase (7. Tag bis Monate)“ (Lippert, 2006).
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Die exsudative Phase beginnt mit einer Entzindungsreaktion unmittelbar nach einer
Verletzung. Die kurze Vasokonstriktion sorgt fur die primare Hamostase (Blutstillung)
durch Thrombozytenaggregation und Fibrinagglutination. lhr folgt die Vasodilatation
(Lippert, 2006). Die erhéhte Durchblutung ermdglicht den Transport von Leukozyten
(Lippert, 2006). Es entsteht Wundsekret, das aus Blut und Lymphe zusammengesetzt
ist (Lippert, 2006).

Die resorptive Phase ist durch die Invasion von inflammatorischen Zellen wie neutro-
philen Granulozyten und Makrophagen gekennzeichnet, die Bakterien sowie Zellde-
bris phagozytieren und fur die Auflosung von abgestorbenem Gewebe sorgen (Lippert,
2006). In dieser Phase werden auch Wachstumsfaktoren freigesetzt, beispielweise 3-
FGF (Fibroblastenwachstumsfaktor), das fir die Vermehrung von Fibroblasten und fur
die Angiogenese zustandig ist (Lippert, 2006). Diese Phase ist fur die infektionslose
Abheilung der Wunde von Bedeutung (Lippert, 2006).

Die Proliferationsphase umfasst mehrere Prozesse. Es entstehen neue Blutgefalle
(Angiogenese) und es findet die Reepithelisierung statt (Lippert, 2006). Die Fibroblas-
ten, die fur die Kollagenbildung zustandig sind, proliferieren (Lippert, 2006). In dieser
Phase nimmt die Anzahl von Fibroblasten, Angioblasten und Keratinozyten zu (Lippert,
2006). Es entsteht Granulationsgewebe aus Makrophagen, Fibroblasten, Angioblasten
und Keratinozyten (Lippert, 2006). SchlieRlich kommt es zur Kontraktion von Myo-
fibroblasten, die aus Fibroblasten entstehen, und die Wunde verkleinert sich (Lippert,
2006).

In der letzten reparativen Phase reift das Bindegewebe aus. Die Kollagenasen bauen
Kollagenfasern ab und die Fasern werden neu vernetzt (Lippert, 2006). Das neu ge-
bildete Gewebe wird umstrukturiert und stabilisiert (Lippert, 2006). Zum Schluss ent-
steht Narbengewebe. Die Reilkfestigkeit nimmt mit der Zeit zu und aus der roten Narbe
(gefalireich) entsteht die weilRe Narbe (gefalRarm) (Lippert, 2006). Das neu entstan-
dene Narbengewebe ist heller und besitzt keine Haarfollikel, weil die Melanozyten und

die Haarfollikel nicht regeneriert werden kdnnen (Lippert, 2006).
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Abb. 2: Phasen der Wundheilung

In der Exsudationsphase (1) kommt es zur Vasokonstriktion und Blutstillung. In der Entziindungsphase
(2) wandern die Neutrophilen und Makrophagen ein. Die Fibroblasten proliferieren und es entsteht das
Granulationsgewebe (3). Schlief3lich kommt es zur Narbenbildung (4). (modifiziert von Wound Healing,
Biorender.com)

2.3 Die postmortalen Veranderungen der Haut

Nach dem Tod kommt es zu zahlreichen Veranderungen, die den ganzen Organismus
betreffen. Diese resultieren aus dem zellularen Zerfall sowie aus biochemischen Pro-
zessen und sind von der Temperatur, der Feuchtigkeit, der Luftbewegung, dem Zu-
stand des Korpers und anderen Faktoren abhangig (Grassberger und Schmid, 2013).
Man unterscheidet zwischen den vitalen und postmortalen Veranderungen sowie den
frihen und spaten Leichenerscheinungen. Die vitalen Veranderungen entstehen an-
ders als die postmortalen noch im lebenden Organismus. Diese Reaktionen werden in
der Forensik verwendet, damit die Todeszeit und Todesursachen festgestellt werden
konnen. Die postmortalen Veranderungen konnen unter anderem durch die Manipula-
tion und den Transport der Leiche entstehen und diese Verletzungen sind &hnlich zu

den vitalen Verletzungen (Glemser et al., 2021).

Zu den frihen Leichenerscheinungen gehdren Totenflecke (Livores), Totenstarre (Ri-

gor mortis), Abkuhlung der Leiche (Algor mortis) und Vertrocknung. Die spaten
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Leichenerscheinungen umfassen Faulnis, Verwesung, Mumifizierung, Leichenlipidbil-
dung (Fettwachs), Tierfral} und Skelettierung (Grassberger und Schmid, 2013).

Zu den Veranderungen, die die Haut betreffen, gehdren Totenflecken (Livores mortis).
Diese sind die ersten erkennbaren Erscheinungen (Grassberger und Schmid, 2013).
Es handelt sich um blauviolette Flecken, die in den unteren Teilen des Korpers erschei-
nen und in den ersten 10 bis 20 Stunden noch wegdrickbar sind (Grassberger und
Schmid, 2013). Sie werden durch die Schwerkraft verursacht, die zum Absinken des
Blutes fuhrt (Grassberger und Schmid, 2013). Eine weitere typische Veranderung der
Haut und der Schleimhaute ist die Vertrocknung. Im Bereich der Epithelabschirfungen
entstehen nach dem Tod honiggelbe Hautvertrocknungen (Glemser et al., 2021). In
den spateren Phasen kommt es zu Zersetzung (Autolyse) und Faulnis des Gewebes

und zum Schluss zur Skelettierung (Dettmeyer et al., 2014).

Diese Transformationen weisen auf degenerative Prozesse hin. In der vorliegenden
Arbeit wird untersucht, ob es nach dem Tod auch zu regenerativen Veranderungen

kommen kann.

2.4 Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2

2.4.1 Geschichte und Struktur

Im Jahr 1990 isolierten Quentmeier und Kollegen eine Mycoplasma-fermentans-asso-
Ziierte Substanz, die sie als ,mycoplasma-derived high-molecular-weight material®
(MDHM) benannten (Quentmeier et al., 1990). Das MDHM war in der Lage, humane
Monozyten und murine Makrophagen zu aktivieren. In weiteren Untersuchungen
wurde herausgefunden, dass die Wirkung von MDHM zur Freisetzung von Interleu-
kin(IL)-6 und -1, Tumornekrosefaktor(TNF)-a sowie Prostaglandinen und in der Kom-
bination mit Interferon(IFN)-gamma zur Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) fuhrt
(MUhlradt und Schade, 1991; Ruschmeyer et al., 1993). Das NO tragt zur Abtdtung
von Erregern bei, die von Phagozyten aufgenommen wurden. Darlber hinaus hemmt
MDHM die Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen auf Makrophagen, was zu einer

beeintrachtigten Antigenprasentation gegenuber T-Zellen fuhrt (Frisch et al., 1996).

Im Jahr 1997 gelang es Muhlradt und Kollegen, ein amphiphiles Molekdl, das ebenfalls

aulRergewohnliche stimulierende Eigenschaften auf Monozyten und Makrophagen
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zeigte, zu isolieren (Muhlradt et al., 1997). Das Molekul, das aus der Membran von
Mycoplasma fermentans isoliert wurde, wurde mit dem Namen Makrophagen-aktivie-
rendes Lipopeptid-2 (MALP-2, Engl. Macrophage-activating Lipopeptide of Molecular
Mass 2 kDa) versehen (Muhlradt et al., 1997).

Das Lipopeptid wird heutzutage auch synthetisch hergestellt. Das synthetische Derivat
ist wie das natlrliche MALP-2 ein starker Induktor von Chemokinen und Zytokinen
(Muhlradt et al., 1991; Kaufmann et al., 1999). Im Vergleich zu anderen typischen bak-
teriellen Lipopeptiden besitzt das MALP-2 einen freien NHz2-Terminus, der fur die bio-
logische Aktivitat zustandig ist (Muhlradt et al., 1998), und es handelt sich um ein klei-
nes Molekull (molekulare Masse etwa 2 kDa) (Muhlradt et al., 1997). Das synthetische
MALP-2 kann in zwei Konfigurationen vorkommen: R und S. Das R-MALP zeigte eine
hdhere Aktivitat als das S-MALP (Takeuchi et al., 2000).

CH3(CH2)14YO MALP-2

0° N
)J\ S\/J\n/ Gly-Asn-Asn-Asp-Glu-Ser-Asn-Ile-Ser-Phe-Lys-Glu-Lys
CH;(CHp)i O T

Abb. 3: Struktur von MALP-2
(Okusawa et al., 2004)

2.4.2 Eigenschaften

Das MALP-2 gehort zu den Toll-like-Rezeptor-Agonisten (TLR-2 und TLR-6) und spielt
eine zentrale Rolle bei der Aktivierung von Makrophagen sowie anderen Zellen, die ein
TLR-2 oder TLR-6 besitzen (Takeuchi et al., 2000; Takeuchi et al., 2001). Die Toll-like-
Rezeptoren (TLRs) gehdren zu den Mustererkennungsrezeptoren (Engl. Pattern
Recognition Rezeptors, PRRs). Sie dienen zur Erkennung von Pathogen-assoziierten
molekularen Mustern (Engl. Pathogen associated Molecular Patterns, PAMPs) wie Li-
piden, Lipoproteinen, Proteinen und Nukleinsduren und initileren dadurch die Immun-
antwort, um bakterielle Infektionen zu bekampfen (O’Neill et al., 2013; Akira et al.,
2006; Kawai und Akira, 2007). Diese Rezeptoren kdnnen die Immunantwort Uber die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase(MAPK)-Kaskade oder uUber eine Signalkaskade akti-
vieren, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Engl. Nuclear Factor k-
Light-Chain-Enhancer of activated B-cells*) fihrt (McGuire und Arthur, 2015).

1
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Die Toll-like-Rezeptoren lassen sich in mehrere Unterfamilien unterteilen. Die TLR-1, -
2, -4 und -6 erkennen Lipide und TLR-3, -7, -8 und -9 erkennen virale sowie bakterielle
Nukleinsauren (Kawai und Akira, 2007). TLRs werden auf verschiedenen Immunzellen
wie Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen oder dendritischen Zellen und sogar auf anderen
Zellen wie Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert (Akira et al., 2006). Die TLR-1, -
2, -4, -5 und -6 werden an der Zellmembran exprimiert; die restlichen TLRs (TLR-3, -
7, -8 und -9) befinden sich intrazellular, zum Beispiel an den Endosomen (Akira et al.,
2006). Der TLR-2 spielt eine bedeutende Rolle bei der Erkennung von grampositiven
Bakterien und ist an der Erkennung von mikrobiellen Komponenten wie Lipoproteinen,
Proteoglykanen und Lipoteichonsauren beteiligt (Akira et al.,, 2006). Der TLR-2
interagiert mit TLR-1 und TLR-6, indem sie zusammen Komplexe (Heterodimere)
bilden. Zur Erkennung von diacyliertem Lipopeptid-MALP-2 ist die Kooperation von
TLR-2 und TLR-6 nétig (Takeuchi et al., 2001).

Die TLR-2 und -6 kommen unter anderem in Makrophagen und Fibroblasten vor
(Deiters et al., 2004). Dadurch aktiviert MALP-2 nicht nur Makrophagen, sondern auch
Fibroblasten und stimuliert so die Freisetzung von Chemokinen wie MCP-1 (Engl.
Monocyte Chemoattractant Protein-1) (Morr et al., 2002; Deiters et al., 2004). Die
Chemokine regen die Wanderung von Granulozyten und Makrophagen in die Wunde
an und zusammen mit den freigesetzten Wachstumsfaktoren beschleunigen sie die
Wundheilung (Deiters et al., 2004).

Makrophagen werden durch die Bestandteile der mikrobiellen Zellwand aktiviert. Dazu
gehoren Peptidoglykanfragmente (Staber et al., 1978; Baschang, 1989), Lipopolysac-
charide (Bodel und Atkins, 1967; Mizel et al., 1978), Lipoteichonsauren (Keller et al.,
1992) und bakterielle Lipoproteine (Hoffmann et al., 1988). AuRerdem kdnnen Makro-
phagen durch zellwandlose Mykoplasmen wie Mycoplasma fermentans aktiviert wer-
den (Muhlradt et al., 1997).

In weiteren Studien wurde die Wirkung von MALP-2 auf Tumorzellen untersucht. Es
wurde gezeigt, dass die intratracheale Anwendung von MALP-2 bei Mausen zu einem
signifikanten Rickgang von Lungenmetastasen gefihrt hat, was auf ihr Potenzial als
neuartiges Mittel zur Vorbeugung von Tumormetastasen hinweist (Shingu et al., 2003).
Zwei Jahre spater zeigte MALP-2 eine suppressive Wirkung bei murinen Pankreastu-
moren (Schneider et al., 2004). Die weiteren Untersuchungen wiesen eine langere
Uberlebensrate bei einer kombinierten Therapie mit MALP-2 und Chemotherapie nach
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(Schneider et al., 2004). Die Analyse der Auswirkungen von MALP-2 auf verschiedene

Tumorarten und seiner optimalen Anwendung erfordert jedoch weitere Studien.

2.4.3 Bedeutung fiir die Wundheilung

Das MALP-2 hat eine positive Wirkung auf die Wundheilung. Es stimuliert die
Freisetzung verschiedener an der Wundheilung beteiligter Mediatoren und fordert die
Wund-, Gefald- sowie Knochenheilung (Liao et al., 2023). In der Vergangenheit wurde
bereits nachgewiesen, dass MALP-2 die Wundheilung bei Mausen mit Diabetes und
Adipositas beschleunigt (Deiters et al., 2004). AulBerdem férdert MALP-2 die
Angiogenese uber die TLR-2 und -6 (Grote et al., 2010). Daruber hinaus induziert
MALP-2 die Proliferation und Migration von Endothelzellen sowie die Ausschuttung
des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) (Grote et
al., 2010). Dadurch wird der Blutfluss verbessert und die Abwehr von Pathogenen
sowie die Geweberegeneration durch Immunzellen werden gewahrleistet (Grote et al.,
2010).

Niebuhr und Kollegen flhrten im Jahr 2008 eine klinische Phase-I-Studie mit 12 Pati-
enten (6 Frauen und 6 Manner zwischen 52 und 87 Jahren) durch. Es wurden kunstli-
che Wunden mit einer Biopsiestanze hergestellt und es wurde gezeigt, dass die intra-
kutane Injektion von MALP-2 Nabenwirkungen wie vorubergehendes Erythem und lo-
kale Entzindungen verursacht, die nach 48 Stunden abklingen. Diese Studie bestatigt
die Vertraglichkeit von MALP-2 bis zu einer Dosis von 1 ug. Die Erkenntnisse kdnnen
auf die potenzielle Wirksamkeit von MALP-2 bei der Heilung von chronischen Wunden
wie Beingeschwiire, Druckgeschwire und diabetische Fuldigeschwtre hindeuten (Nie-
buhr et al., 2008). Dartiber hinaus untersuchten Grote und Kollegen in ihrer Studie die
Reendothelialisierung nach einer Gefaldverletzung der Arteria carotis communis. Die
Neubildung von Endothel wurde durch MALP-2 beschleunigt und die Injektion von
MALP-2 verhinderte die Bildung von Neointima (Grote et al., 2013).

Das MALP-2 kann mehrere Mechanismen beeinflussen, die zur Aktivierung der
Immunzellen und der Wundheilung beitragen. Es aktiviert Monozyten und
Makrophagen, was die Freisetzung von Zytokinen sowie Chemokinen zur Folge hat
(Kaufmann et al., 1999). Zu den freigesetzten entzindungsférdernden Mediatoren

gehoren Interleukin-6 und -1, TNF-a, Cyclooxygenase-2 und die Chemokine MCP-1,
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MIP-1a und -1B (Engl. Macrophage Inflammatory Protein) sowie CXC (Kaufmann et
al., 1999; Liao et al., 2023). Das MALP-2 fordert die Freisetzung des Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktors (GM-CSF) (Engl. Granulocyte
Macrophage Colony-stimulating Factor), der die Umwandlung von Stammzellen zu
Makrophagen und Granulozyten unterstitzt und dadurch das Immunsystem stimuliert
(Deiters et al., 2004; Rodero und Khosrotehrani, 2010). Zusatzlich induziert MALP-2
die Expression von Hamoxygenase-1 (Ma et al., 2013; Liao et al., 2023). Letztere hat
eine proangiogenetische sowie antiinflammatorische Wirkung und ist somit bei der
Wundheilung relevant. Daruber hinaus stimuliert MALP-2 die neutrophilen
Granulozyten (Engl. Polymorphonuclear Neutrophils, PMN) und unterstutzt so die
Phagozytose sowie die Ausschuttung von Entzindungsmediatoren wie IL-8 und MIP-
18 (Wilde et al., 2007; Liao et al., 2023).

Mithilfe weiterer Versuche wurden die Auswirkungen von MALP-2 auf die dendritischen
Zellen untersucht. Dendritische Zellen konnen als antigenprasentierende Zellen durch
ihre MHC-Klasse-II-Komplexe T-Lymphozyten Antigene prasentieren. Es wurde ge-
zeigt, dass MALP-2 die dendritischen Zellen, die Expression von MHC-Klasse-II-Kom-
plexen und die Freisetzung von Zytokinen wie IL-1a, IL-6 und IL-12 stimuliert und so
die antigenprasentierende Fahigkeit von dendritischen Zellen verstarkt (Link et al.,
2004; Liao et al., 2023). AuRerdem zeigt MALP-2 eine indirekte stimulierende Wirkung
auf die naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). Durch die Reizung von Monozyten und die
Freisetzung von Mediatoren wie IL-10 und MIP-1a wird die Zytotoxizitat von NK-Zellen
erhoht (Liao et al., 2023). Schliel3lich aktiviert MALP-2 die B-Zellen Uber TLR-2-Re-
zeptoren (Borsutzky et al., 2005). Diese Aktivierung steigert die Proliferation von B-

Zellen und tragt so zur gesamten Immunantwort bei.

Zusammenfassend fuhrt die kombinierte Wirkung von MALP-2 auf die Makrophagen-
aktivierung, die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie die Rekru-
tierung von Immunzellen zur Beschleunigung und Erleichterung der Wundheilung. Die
beschriebenen Eigenschaften von MALP-2 werden in dieser Dissertation im Zusam-

menhang mit der postmortalen Wundheilung bei Menschen untersucht.

2.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, der bekannteste Vertreter der Familie der Staphylococcae, ist
ein grampositives, fakultativ anaerobes, kugelférmiges und in traubenférmigen Kolo-
nien wachsendes Bakterium (von altgriechisch ,staphylé“ — Weintraube). Im Jahr 1884
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wurden die Bakterien von Rosenbach isoliert und aufgrund ihrer charakteristischen
Pigmentierung in der Zellmembran durch das Carotinoid Staphyloxanthin als S. aureus
(Lateinisch ,golden®) bezeichnet (Rosenbach, 1884; Marshall und Wilmoth, 1981).
Staphylococcus aureus kommt auf der Haut, auf den Schleimhauten des Vestibulum
nasi sowie des Gastrointestinaltrakts und im Bereich der Achseln und Vagina vor
(Wertheim et al., 2005). Die Bakterien besiedeln die Nasenschleimhaute bei etwa 20 %
der Bevdlkerung dauerhaft, bei 30 % vorUbergehend und bei der Halfte nicht (Wert-
heim et al., 2005; Gordon und Lowy, 2008). Wenn die Immunabwehrmechanismen des
Wirts beeintrachtigt werden, kdnnen die Bakterien Uber Hautverletzungen, durch chi-
rurgische Eingriffe oder durch Einsetzen eines Katheters ins Gewebe gelangen und
dort Infektionen verursachen (Gordon und Lowy, 2008). Die Bakterien kdnnen auch in
den Blutkreislauf geraten und zu Endokarditis, Osteomyelitis, Pneumonie und Sepsis
fuhren (Petti und Fowler, 2003; Gordon und Lowy, 2008). Einige Stdmme von S. aureus
produzieren bakterielle Toxine, die beispielsweise Lebensmittelvergiftungen (durch
Enterotoxine) und das toxische Schocksyndrom (durch Toxic-shock-syndrome-Toxin
1, TSST-1) verursachen kdnnen (Dinges et al., 2000; Otto, 2014). Methicillin-sensible
S. aureus kdnnen mit Beta-Laktam-Antibiotika therapiert werden. Die Methicillin-resis-
tenten S. aureus (MRSA) werden mit Glykopeptid-Antibiotika wie Vancomycin oder
Teicoplanin behandelt (Gordon und Lowy, 2008). Ab 2002 wurden S.-aureus-Stamme
identifiziert, die eine Resistenz gegenlber Vancomycin aufweisen und als Vancomy-

cin-resistente S. aureus (VRSA) bezeichnet werden (Cong et al., 2020).

S. aureus besitzt zahlreiche Virulenzfaktoren, die den Bakterien die Adhasion an der
Zellmembran sowie das Eindringen und die Zerstorung der Wirtszelle ermoglichen. Die
Adhasion wird unter anderem durch SERAM (Engl. Secretable Expanded Repertoire
Adhesive Molecules) vermittelt (Chavakis et al., 2005). Zu dieser Gruppe gehort auch

das extrazellulare Adharenzprotein (Eap).

2.6 Extrazellulares Adharenzprotein

2.6.1 Geschichte
Das Eap ist von groler Bedeutung fur die Pathogenese von S. aureus. Es wurde in
den neunziger Jahren des 20. Jahrhunderts in mehreren Studien isoliert. Yousif und

Kollegen bezeichneten das Protein im Jahr 1991 als p70 (Protein 70) (Yousif et al.,
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1991). Das Protein mit einer Grof3e von 70 Kilodalton (kDa) war auf der Zelloberflache
von S. aureus Wood 46 (Stamm) lokalisiert und zeigte im Rattenmodell eine starke
Bindung an die Basalmembran (Yousif et al., 1991). Bodén und Flock identifizierten im
Jahr 1992 ein Fibrinogen-bindendes Protein mit der Masse von 60 kDa (Bodén und
Flock, 1992). Ein Jahr spater berichteten McGavin und Kollegen von einem Oberfla-
chenprotein mit unterschiedlichen Molekulargewichten (zwischen 60 und 72 kDa) in
verschiedenen Stammen (FDA 574 und Newman), das in der Lage war, an Bestand-
teile in der extrazellularen Matrix wie Fibronektin, Fibrinogen und Knochen-Sialopro-
tein (BSP) zu binden (McGavin et al., 1993). Das Protein mit der Masse von 72 kDa
wurde von Jonsson und Kollegen im Jahr 1995 als Map (Engl. Major Histocompatibility
Complex Class Il analog Protein) bezeichnet (Jonsson et al., 1995). Der Name ent-
stand aufgrund der Homologien der Aminosauresequenz zu einer Unterdomane von
MHC-2 (Engl. Major Histocompatibility Complex Class ). Erst im Jahr 1999 untersuch-
ten Palma und Kollegen den Stamm Newman des S. aureus und bezeichneten das
Protein aufgrund seiner adhasiven Eigenschaften als Eap (Palma et al., 1999). Im Jahr
2001 wiesen Hussain et al. in einer PCR-Analyse nach, dass p70, Map und Eap iden-
tische Proteine darstellen (Hussain et al., 2001). Obwohl die Gréf3e von Eap je nach
Stamm erheblich variiert, wurde das Protein in mehr als 97 % der untersuchten Isolate
von S. aureus nachgewiesen (Hussain et al., 2001). Trotz der gro3en Bedeutung von
Eap in S. aureus wurde es in anderen Arten wie Staphylococcus epidermidis nicht ge-
funden (Hussain et al., 2001).

Das Eap kann sich Uber die neutrale Phosphatase (NPtase) mit der bakteriellen Zell-
wand binden (Flock und Flock, 2001). Das Eap ermdglicht es, dass sich S. aureus an
Wirtskomponenten sowie Zellen wie Fibroblasten und Epithelzellen anhaftet (Palma et
al., 1999; Hussain et al., 2002). Das Eap kann auch an andere Eap-Molekile binden

und so zur Aggregation der Bakterien beitragen (Hussain et al., 2008).

2.6.2 Aufbau

Das Eap besteht aus repetitiven Eap-Domanen mit stammabhangigen 4 bis 6 Wieder-
holungen (Geisbrecht et al., 2005) und hat eine Grofie von 60 bis 72 kDa. Der erste
beschriebene Stamm von S. aureus war FDA 574 (J6nsson et al., 1995). Diese besteht
aus 689 Aminosauren. Jede Domane aus 110 Aminosauren besitzt eine Subdomane
aus 31 Aminosauren. Die Subdomanen zeigen Homogenitat mit dem N-Terminus der

B-Ketten der MHC-Klasse-lI-Molekdle. Dies fuhrte zu der Bezeichnung Map (Jonsson
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et al., 1995; McGavin et al., 1993; Eisenbeis, 2019). Aullerdem besteht Eap aus einer
Signalsequenz mit 30 Aminosauren und einer darauffolgenden Sequenz mit 19 Ami-
nosauren, die mit den Eap-Domanen verbunden ist (Jonsson et al., 1995; Eisenbeis,
2019). Die Untersuchungen der dreidimensionalen Kristallstruktur der Domanen zeig-
ten, dass es sich um eine vierfach gedrehte a-Helix handelt, die diagonal einem funf-

strangigen, gemischten [3-Faltblatt aufliegt (Geisbrecht et al., 2005; Eisenbeis, 2019).

BN AR RN N |

1 2 3 4 5 6

Abb. 4: Struktur von Eap

Das Protein besteht aus einer Signalsequenz (S) aus 30 Aminosauren, gefolgt von einer Sequenz (U)
aus 19 Aminosauren und 6 gleichen Domanen (1-6) (jede enthalt etwa 110 Aminosauren). Innerhalb
jeder Domane gibt es eine Subdomane (schwarz) aus 31 Aminosauren, die homolog zu einem Teil der
Peptidbindungsregion in MHC-Klasse-lI-Molekiilen ist (Jonsson et al., 1995).

2.6.3 Eigenschaften

Das Eap gehort zu den Adhasinen und ist dadurch ein Virulenzfaktor, der es dem Er-
reger ermoglicht, sich an die Wirtsstrukturen zu haften. Es kann an verschiedenen
Plasmaproteinen, Komponenten der extrazellularen Matrix, eukaryotischen Zellrezep-
toren und sogar an sich selbst binden. Es ist bekannt, dass Eap mit zahlreichen Plas-
maproteinen wie Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin, Kollagen, Prothrombin, Osteo-
pontin und Thrombospondin interagiert (McGavin et al., 1993; Palma et al., 1999). Auf-
grund des breiten Adhasionsspektrums spielt Eap eine bedeutsame Rolle bei der bak-
teriellen Anhaftung und Invasion von Wirtszellen. Bei der Adhasion an Kollagen wurde
selektives Verhalten von Eap nachgewiesen (Hansen et al., 2006). Kollagen Typ | in
monomolekularer Form wird von Eap gebunden, jedoch nicht Kollagen Typ Il oder Kol-
lagen-Typ-I-Fibrillen. AuRerdem kann Eap Mikrofibrillen, die Kollagen Typ VI enthalten,
und Basalmembran-assoziiertes Kollagen IV binden (Hansen et al., 2006).

Das Eap tragt zur Adhasion von S. aureus an eukaryotische Zellen bei. Es verstarkt
die Bindung von S. aureus an Epithelzellen und Fibroblasten signifikant, vermutlich
aufgrund der doppelten Affinitat von Eap zu Plasmaproteinen und zu den Bakterien
selbst (Palma et al., 1999). AuRerdem tragt Eap zur Internalisierung von S. aureus in

eukaryotische Zellen bei (Haggar et al., 2003).
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In der Studie von Hussain und Kollegen wurde gezeigt, dass durch die Zugabe von
Eap die Agglutination von S. aureus verstarkt wurde (Hussain et al., 2002). Es sind
mehrere Wiederholungen von Eap-Domanen fir die Agglutination, Adhasion und zel-
luldre Invasion von S. aureus erforderlich, aber nicht fur die Proliferation von mono-
nuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC), dies sind zum Beispiel Leukozyten
(Hussain et al., 2008).

Eine wesentliche Erkenntnis Uber die Interaktion zwischen Eap und ICAM-1 (Engl. In-
tercellular Adhesion Molecule 1) konnten Chavakis und Kollegen gewinnen. Das inter-
zellulare Zelladhasionsmolekul 1 wird von Endothelzellen exprimiert. Somit beteiligt es
sich bei der Diapedese und unterstutzt die entzundlichen Prozesse. Es wurde gezeigt,
dass Eap direkt mit ICAM-1, Fibrinogen und Vitronektin interagiert (Chavakis et al.,
2002). Dadurch werden die Bindung von Leukozyten an Endothelzellen und die Leu-
kodiapedese im infizierten Gewebe gehemmt (Chavakis et al., 2002). Dartber hinaus
beeinflusst Eap die transendotheliale Migration von Neutrophilen sowie die ICAM-1-
vermittelte Hochregulierung der NFkB-Aktivitat und die Expression von Tissue-Factor,
indem es reduziert wird, und damit Ubt Eap entzindungshemmende Wirkungen aus
(Athanasopoulos et al., 2006).

Das Eap besitzt auch immunmodulatorische Eigenschaften durch die Interaktion mit
T-Zellen. Haggar und Kollegen beobachteten eine konzentrationsabhangige Wirkung
von Eap auf PBMCs (Engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells); das sind zum Bei-
spiel Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen oder dendritische Zellen (Haggar et al.,
2005). Bei niedrigerer Konzentration von Eap (< 9 ug/ml) wurde die Zellproliferation
von T-Zellen gefordert, wahrend eine hohere Konzentration (= 27 pg/ml) zu einer sig-
nifikanten Hemmung der T-Zell-Proliferation fuhrte. Aulierdem wurde bei hoheren Kon-
zentrationen ein programmierter Zelltod von B- und T-Zellen ausgeldst (Lee et al.,
2002; Haggar et al., 2005). Die fordernde Wirkung von Eap wurde bereits von Jahreis
und Kollegen im Jahr 1995 beschrieben. Das Eap (p70) induzierte die Ausschittung
von IL-2 und die Proliferation von PBMCs (Jahreis et al., 1995).

Im Jahr 2002 haben Lee und Kollegen die Wechselwirkung von Map (Eap) und T-Zel-
len an Map-(Eap)-positiven und -negativen Mausen beschrieben. Sie zeigten, dass
Mause, die mit S. aureus ohne Map-Protein (Eap) infiziert waren, eine deutlich gerin-
gere Tendenz zur Arthritis, Osteomyelitis und Abszessen in Herz und Nieren hatten
(Bremell et al., 1991; Lee et al., 2002). Das wurde damit begriindet, dass Map (Eap)
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die Proliferation von Typ1-T-Helferzellen verringert und damit zur lokalen Hemmung

des Immunsystems fuhrt (Lee et al., 2002).

Aulerdem wurde die Wirkung von Eap am Komplementsystem beschrieben. Das
Komplementsystem gehort zur angeborenen humoralen Immunabwehr. Es besteht
aus Plasmaproteinen (Komplementfaktoren), die hauptsachlich in der Leber syntheti-
siert werden (Merle et al., 2015). Sie kénnen direkt Pathogene angreifen und die Bak-
terien Uber den Membranangriffskomplex (MAC) abtoten oder die Pathogene werden
uber die Opsonierung markiert und dadurch wird die Phagozytose beschleunigt. Die
Komplementfaktoren kdnnen durch Chemotaxis auch die lokale Immunabwehr unter-
stitzen. Allerdings entwickelten viele pathogene Organismen, einschliel3lich S. au-
reus, Mechanismen, um dem Komplementsystem zu entgehen. Das Eap inhibiert den
klassischen Aktivierungsweg und den Lektinweg des Komplementsystems. Es bindet
an den C4b-Faktor und hemmt die Wechselwirkung zwischen C4b und C2, wodurch
die Bildung der C3-Prokonvertase aus C4b2b inhibiert wird (Woehl et al., 2014, 2017).

In einer weiteren Studie wurde festgestellt, dass das Eap von S. aureus die Bildung
der extrazellularen Neutrophilenfalle (Engl. Neutrophil Extracellular Trap, NET) blo-
ckiert (Eisenbeis et al., 2018). Neutrophile Granulozyten setzen Granulatproteine und
Chromatin frei, die zusammen ein DNA-haltiges Netz (NET) bilden, das Bakterien fan-
gen und abtoéten kann (Brinkmann et al., 2004). Im Jahr 2018 beschrieben Eisenbeis
und Kollegen die Bindung an lineare DNA-Molekule von Eap. Die Untersuchungen
mittels Rasterkraftmikroskopie zeigten, dass Eap ein DNA-bindendes und -aggregie-
rendes Protein ist, das die NET-Bildung inhibiert, wodurch S. aureus vor den Abwehr-
mechanismen des Wirts geschitzt wird (Eisenbeis et al., 2018). Die bislang beschrie-
benen Erkenntnisse zeigen, dass Eap einen Einfluss auf das angeborene Immunsys-

tem des Wirts hat und die antibakteriellen Mechanismen hemmen kann.

2.6.4 Bedeutung fiir die Wundheilung

Das Eap ist von zentraler Bedeutung bei der Pathogenese von S. aureus, indem es
die Wundheilung verzogert, was haufig bei chronisch mit S. aureus infizierten Wunden
oder Ulcera beobachtet wurde (Madsen et al., 1996; Grimble et al., 2001). Die Interak-
tion von Eap mit ICAM-1 und die Hemmung der Rekrutierung von Leukozyten wurden

von Chavakis und Kollegen untersucht (Chavakis et al., 2002). Das Eap verhindert die
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Einwanderung von Leukozyten in das entzindete Gewebe (Chavakis et al., 2002) und
in mit Eap behandelten Wunden wurde eine verhinderte Angiogenese beobachtet
(Sobke et al., 2006).

Athanasopoulos und Kollegen stellten fest, dass das Eap von S. aureus die Wundhei-
lung hemmt, indem es die Abwehr- und Reparaturmechanismen des Wirts stort (Atha-
nasopoulos et al., 2006). Die Forscher fuhrten Experimente an Mausen durch, die
zeigten, dass Eap die Rekrutierung von Entzindungszellen an der Wunde sowie die
Neovaskularisation der Wunde verhindert (Athanasopoulos et al., 2006). In den Ver-
suchen wurden die Wunden an Mausen mit S. aureus infiziert. Der Wundverschluss
wurde nach 14 bis 15 Tagen beobachtet. Im Vergleich dazu heilten die Kontrollwunden
nach 10 bis 11 Tagen (Athanasopoulos et al., 2006). Das Eap beeinflusst mehrere
kritische Aspekte des Wundheilungsprozesses, einschlie3lich Entziindungsphase, An-

giogenese und Rekrutierung von Leukozyten.

Wahrend der Entzindungsphase der Wundheilung inhibiert Eap die Rekrutierung von
Leukozyten, die fur die erste Reaktion auf eine Verletzung und die Aktivierung anderer
an der Gewebereparatur beteiligter Zellen wie Fibroblasten, Keratinozyten und En-
dothelzellen notwendig sind (Martin, 1997; Singer und Clark, 1999; Athanasopoulos et
al., 2006). Fur die Versorgung des heilenden Gewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff
ist die Neovaskularisation von entscheidender Bedeutung; diese wird jedoch durch
Eap beeintrachtigt (Athanasopoulos et al., 2006). Die Forscher fanden heraus, dass
Eap den Blutfluss in den infizierten Wunden um 40 bis 50 % reduziert, was auf eine
starke antiangiogenetische Wirkung hinweist (Athanasopoulos et al., 2006). AuRerdem
blockiert Eap die av-Integrin-abhangige Migration von Endothelzellen, die fur die Angi-

ogenese notig ist (Athanasopoulos et al., 2006).

Des Weiteren wird dem extrazellularen Adharenzprotein eine Rolle bei der Produktion
von Biofilm zugeschrieben, was zu einer verzogerten Wundheilung beitragt. Johnson
und Kollegen stellten fest, dass die Proteine Eap und Emp (Engl. Extracellular Matrix
Protein) die Biofilmbildung unter Wachstumsbedingungen, bei denen Eisenmangel
herrscht, beeinflussen (Johnson et al., 2008). Die Bakterien sind in vivo dem Eisen-
mangel und den nahrstoffarmen Bedingungen ausgesetzt, was auch in den Versuchen
simuliert wurde (Johnson et al., 2008). Aulderdem wurde Eap in 100 % der S. aureus-
Stamme identifiziert, die aus Infektionen von Gelenkprothesen nach Knieendoprothetik

isoliert wurden, was darauf hindeutet, dass Eap fur die Biofilmbildung in vivo relevant
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sein konnte (Rohde et al., 2007). Daruber hinaus wurde die verzogerte Reepitheliali-
sierung und dadurch auch die beeintrachtigte Wundheilung dem bakteriellen Biofilm

zugeschrieben (Schierle et al., 2009; Gurjala et al., 2011).

Die verlangsamte Wundheilung mit S. aureus infizierten Wunden im Zusammenhang
mit Eap wurde im Jahr 2017 durch Eisenbeis und Kollegen beschrieben. Es wurde in
vitro gezeigt, dass Eap eine verminderte Proliferation und Migration der Keratinozyten,

die bei der Wundheilung beteiligt sind, verursacht (Eisenbeis et al., 2017).

Diese Erkenntnisse kénnen darauf hindeuten, dass das Vorhandensein von Eap fur
die Wundheilung bei Patienten mit Diabetes, bei denen die Wundheilungsmechanis-

men gestort sind, eine Herausforderung darstellen kann.
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2.7 Ziele der Arbeit und Fragestellungen

Es ist bereits bekannt, dass MALP-2 die Angiogenese und die Wundheilung fordert
(Deiters et al., 2004; Grote et al., 2010). In vergangenen Studien wurde nachgewiesen,
dass Eap die Wundheilung durch seine entzindungshemmenden und antiangiogene-
tischen Eigenschaften beeintrachtigt und durch seine proliferations- und migrations-
hemmende Wirkung sowie durch eine Veranderung der Zellmorphologie von Kera-
tinozyten die Reepithelialisierung — eine unerlassliche Phase bei der Wundheilung —

negativ beeinflusst (Athanasopoulos et al., 2006; Eisenbeis et al., 2017).

In dieser Arbeit wird das postmortale Wachstum von menschlicher Haut in vitro in un-
terschiedlichen Lésungen (MALP-2, Eap und Medium) untersucht und in einen Zusam-
menhang mit der Wundheilung gebracht. Weiterhin sollen die Veranderungen der post-
mortalen Haut mit Messungen dargestellt werden. SchlieRlich wird der Einfluss von

allen drei Losungen (MALP-2, Eap und Medium) auf Heilungsprozesse verglichen.
Zusammenfassend sind folgende Fragestellungen von Bedeutung:

- Istdas postmortale Wachstum von menschlicher Haut in vitro histologisch nach-
weisbar?

- Sind Veranderungen von menschlichen Hautproben in unterschiedlichen Lo6-
sungen (MALP-2, Eap und Medium) nachweisbar?

- Eignet sich die verwendete Methode fir weitere Versuche mit MALP-2 und
Eap?

Diese Erkenntnisse kdnnen als Unterstitzung fur die Herstellung von Medikamenten
zur Behandlung von Hautwunden oder von persistierenden Wunden bei Diabetikern

dienen.
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3. Material und Methoden

3.1 Eingesetzte Materialien und Gerate

In diesem Kapitel werden die verwendeten Chemikalien, Gerate und Verbrauchsma-

terialien zur Bearbeitung des Probenmaterials in Tabellenform aufgelistet.

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

2-Propanol Zentrales Chemikalienlager Universitat
des Saarlandes

Eosin 0,1 % Zentrales Chemikalienlager Universitat
des Saarlandes

Essigsaure VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Formaldehyd-Lésung 3,5-3,7 % neutral
gepuffert

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbru-

cken, Deutschland

Hamatoxylin-Losung nach Ehrlich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Hautantiseptikum octeniderm

Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt,

Deutschland

Methylbenzoat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Paraffin Pastillen

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roti®fair 10x PBS 7.4

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roti®Histokitt (Histologischer Kleber)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Xylol

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien
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3.1.2 Gerate

Gerate

Hersteller

CO,-Inkubator HERAcell 240

Heraeus, Hanau, Deutschland

GFL-Paraffinbad 1052

Labortechnik mbH,

Burgwedel, Deutschland

Gesellschaft fur

Karussellgewebeeinbetter MTP

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutsch-

land

Klhlanlage fur Korperspender

Thalheimer Kihlung GmbH & Co. KG,

Ellwangen-Jagst, Deutschland

Klhlplatte MPS/C

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutsch-

land

Labor-Abzugshaube Captair®Flex® Erlab®group,  Val-de-Reuil = Cedex,
M321 Frankreich
Lichtmikroskop Leica Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-

land

MikroCam (Mikroskopkamera)

Bresser GmbH, Rhede, Deutschland

Mikroskop Leica DM1000 LED Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land
Mikrotom Leica RM 2025 Leica Instruments GmbH, Nussloch,

Deutschland

Paraffin Ausgiel3station MPS/P1

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutsch-

land

Paraffin-Dispenser

MEDAX GmbH & Co. KG, Neumiunster,

Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau, Deutschland

VWR Heizplatte W10 fur Objekttrager

Kunz Instruments, Sandelsgatan,

Schweden

VWR INCU-Line IL 56 Inkubator

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Warme-/Trockenschrank VT6025

Heraeus Instruments, Hanau, Deutsch-

land

Tab. 2: Ubersicht der verwendeten Gerite
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Anatomische Pinzette

Schreiber GmbH, Fridingen an der Do-

nau, Deutschland

Biopsiestanze (8 mm und 2 mm)

Acuderm inc., Fort Lauderdale, USA

Deckglaser 24 x 50 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Einbettkassetten Macro

Simport Scientific Inc., Bernard-Pilon Be-

loeil, Kanada

Einbettringe Simport Scientific Inc., Bernard-Pilon Be-
loeil, Kanada

Falcon VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

FFP 2 Maske Shunmei Medical Co., Shenzhen, China

Filterpapier Macherey-Nagel GmbH und Co. KG, DuU-

ren, Deutschland

Mikrotomklinge DB80

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,

Wetzlar, Deutschland

Objekttrager SuperFrost® Plus

R.Langenbrinck GmbH, Emmendingen,

Deutschland

OP-Handschuhe Gammex Latex

Ansell, Richmond, Australien

Petrischalen

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Oster-

reich

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. KG, NiUmbrecht,

Deutschland

Prolene Nahtmaterial

Ethicon US LLC, Cincinnati, USA

Reagiergefald 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, NiUmbrecht,

Deutschland

Skalpellgriff

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,

Deutschland

Sterile Skalpellklingen Nr. 22

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,

Deutschland
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Zellkultur-Testplatte 12 Well TPP Techno Plastic Products AG, Trasa-

dingen, Schweiz

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

3.1.4 Andere Materialien

In diesem Unterkapitel werden die verwendeten Zellkulturmedien, Seren, Antibiotika
und bakteriellen Lipopeptide sowie Proteine aufgelistet. Das Eap wurde von Prof. Dr.
Markus Bischoff aus dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Me-

dizinischen Fakultat der Universitat des Saarlandes bereitgestellt.

Name Hersteller

RPMI-Medium 1640 Gibco, Darmstadt, Deutschland,
REF 21875-034

FCS-Superior Biochrom, Berlin, Deutschland,
REF S0615

Penicillin-Streptomycin-Lésung Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-
land, REF P4333

MALP-2 MALP-Research, Braunschweig,
Deutschland

Eap Institut fur Medizinische Mikrobiologie,
Universitat des Saarlandes

Tab. 4: Ubersicht iiber sonstige verwendete Materialien

3.2 Probenmaterial

3.2.1 Korperspende

Die Hautproben, die fur die Versuche erforderlich waren, wurden den Korperspendern
am Universitatsklinikum des Saarlandes entnommen. Jede volljahrige Person kann die
Entscheidung treffen, dass ihr Kérper nach dem Tod dem Anatomischen Institut der
Universitat des Saarlandes Ubergeben wird. Diese Menschen erweisen einen grolien
Dienst fur die Lehre sowie fur Praparierkurse und Forschung. Die Studie wurde von
dem Vorsitzenden der Ethikkommission bei der Arztekammer des Saarlandes in einer
E-Mail vom 22.02.2018 genehmigt.
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3.2.2 Ubersicht der Spender
In diesem Kapitel werden die Kérperspender, von denen die Proben entnommen wur-
den, zusammen mit ihrem Geschlecht, Geburtsjahr sowie Todeszeitpunkt und dem

Zeitpunkt der Probenentnahme tabellarisch dargestelit.

Spender Geschlecht Geburtsjahr | Tod Probenent-
(Sterbealter) nahme
Spender 1 weiblich 1947 (75) 25.07.2022 25.07.2022
01:10 16:00
Todesursache | KHK, Myokardrevaskularisation
Spender 2 weiblich 1944 (78) 24.10.2022 25.10.2022
15:00 11:30
Todesursache | Herzstillstand, Herzklappenfehler mit Klappenersatz, AVK, Hyper-
tonie
Spender 3 mannlich 1927 (95) 28.11.2022 29.11.2022
15:47 11:00
Todesursache | Herz-Kreislaufstillstand, Herzinsuffizienz, Altersschwache, De-
menz
Spender 4 mannlich 1934 (88) 13.12.2022 13.12.2022

00:23 13:00

Todesursache | Herz-Kreislaufversagen, schwere KHK, mit wiederholten Angina

pectoris Anfallen

Spender 5 mannlich 1936 (86) 18.01.2023 19.01.2023
20:00 12:00

Todesursache | Multiorganversagen

Spender 6 mannlich 1935 (87) 19.07.2023 19.07.2023
03:15 11:00

Todesursache | Multiorganversagen, Herzinsuffizienz, arterielle Hypertonie

Spender 7 weiblich 1950 (72) 07.08.2023 08.08.2023
18:14 14:00

Todesursache | Respiratorische Insuffizienz, Nierenversagen, metastasierendes

Magenkarzinom
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Spender 8 weiblich 1948 (74) 15.08.2023 16.08.2023
13:30 11:00

Todesursache | Leberkarzinom, Metastasen in Lunge und Lymphknoten

Tab. 5: Ubersicht der Kérperspender

3.2.3 Fixierung
Fir die Versuche wurden Korperspender ausgesucht, die noch nicht fixiert waren. Die

Proben wurden bis 24 Stunden nach dem Tod entnhommen.

Die Fixierung erfolgte in Formaldehyd-Ldsung 3,5-3,7 % erst nach der Entnahme der
Hautproben. Naheres dazu wird in Kapitel 3.4 Probenentnahme und Fixierung be-

schrieben.

3.2.4 Auswahl des Probenmaterials

Fur die Versuche wurden Hautproben von der Innenseite des Unterarms verwendet,
die von den Korperspendern des Universitatsklinikums Homburg gewonnen wurden.
Die Voraussetzung fur die Studie war, dass die Hautproben ein postmortales Intervall

von bis zu 24 Stunden aufwiesen.

Zuerst wurde die passende Stelle der Hautproben ausgewahlt. Es wurden Hautproben
von der Stirn, vom Rupf, vom Thorax und vom Unterarm eines bereits fixierten Koérper-
spenders enthommen. Alle Stellen waren leicht zuganglich. Danach wurden die Pro-
ben eingebettet, geschnitten und mit der HE-Farbung gefarbt. Die besten Ergebnisse
beim Schneiden zeigten sich aufgrund der Hautdicke bei den Hautproben von der In-
nenseite des Unterarms. Deshalb wurde diese Stelle fir die weiteren Probenentnah-

men verwendet.

3.3 Ubersicht des Prozesses der histologischen Priparatherstellung

Zur Auswertung der Ergebnisse war die Herstellung der histologischen Praparate no6-
tig. Folgendes Flussdiagramm (Abb. 5) stellt die chronologische Reihenfolge der Ver-

arbeitung der Proben dar. Alle folgenden Schritte erfolgten eigenstandig.
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Fixierung

Probenent- Einbetten Schneiden HE-Farbung
nahme

Inkubation

Abb. 5: Reihenfolge der Verarbeitung der Proben

3.4 Probenentnahme und Fixierung

Die Hautproben wurden von der Innenseite des Unterarms von acht nicht fixierten Kor-
perspendern entnommen. Dazu wurden neben dem Praparierbesteck auch Biop-
siestanzen mit den Durchmessern 8 mm und 2 mm verwendet. Das Praparierbesteck
wurde mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Wahrend der Gewebeentnahme wurden
FFP2-Maske, Laborkittel und sterile Handschuhe getragen. Zuerst wurde die Haut an
der Stelle der Entnahme mit einem alkoholischen Hautantiseptikum desinfiziert. Als
Nachstes wurde das Gewebematerial mit der zylinderférmigen Schneide der Haut-
stanze mit dem Durchmesser von 8 mm und danach in der Mitte der Stanze mit dem
Durchmesser von 2 mm geschnitten, sodass runde Hautproben mit einer Offnung in
der Mitte mit einem Durchmesser von 2 mm entstanden. Das Modell wurde in der Stu-
die von Moll und Kollegen als Punch within a Punch (Stanze in Stanze) bezeichnet
(Moll et al., 1998). Unter Zuhilfenahme eines Skalpells und einer anatomischen Pin-
zette konnten die Gewebeproben von dem umliegenden Gewebe getrennt werden. Am

Ende wurde die Haut an der Stelle der Inzision vernaht.

Ein Teil der Hautproben wurde zur Haltbarmachung mit Formaldehyd-Losung 3,5—
3,7 % fixiert und im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Haut-
proben in PBS-L6sung gelegt und im Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Diese Proben

sind im Ergebnisteil dem Tag 0 zugeordnet.
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Der zweite Teil der Proben wurde direkt nach der Entnahme in eine Petrischale mit
PBS gelegt und in einer Box mit Eis dem Labor der Mikrobiologie Ubertragen, wo die

nachsten Schritte der Versuche stattfanden.

3.5 Zellinkubation

Fur die Inkubation der Zellen wurde ein CO,-Brutschrank verwendet. Durch dieses
Verfahren konnen die Zellen in einer kontrollierten Umgebung kultiviert werden. Der
Brutschrank schafft die idealen Bedingungen fur das keimfreie Zellwachstum bei einer

Temperatur von 37 °C, einem CO,-Gehalt von 4,8 % und angepasster Feuchtigkeit.

Die Probenentnahme und die Inkubation fanden nicht im gleichen Labor statt, deshalb
wurden flr den Transport eine mit Eis gefillte Box und sterile Petrischalen verwendet.
Fir diese Dissertation wurden zwei Versuche durchgefuhrt, die sich in ihrem Ablauf
wahrend der Phase der Inkubation unterschieden. Die restlichen Arbeitsschritte wie

Einbetten, Schneiden und Farben blieben bei beiden Versuchen gleich.

Der erste Versuch fand an funf Korperspendern statt. Von jedem Korperspender wur-
den 9 Proben enthommen, was insgesamt 45 Proben flr den ersten Versuch ergab.
Drei Proben von jedem Korperspender wurden direkt nach der Entnahme in einem
Reaktionsgefall mit Formaldehyd-Lésung 3,5-3,7 % fixiert. Die restlichen sechs wur-
den zum Labor der Mikrobiologie gebracht. Als Kulturmedium wurde RPMI-1640-Me-
dium verwendet, das mit FCS (fetales Kalberserum) und Pen/Strep (Penicillin/Strepto-
mycin) gemischt wurde, um ein geeignetes Nahrmedium flr Zellkulturen zu schaffen.
Das RPMI-1640-Medium enthalt Nahrstoffe wie Vitamine und Aminosauren, die fur das
Zellwachstum und die Zellvermehrung erforderlich sind. Das FCS wurde dem Medium
hinzugefugt, um den Zellen zusatzliche Wachstumsfaktoren zur Verfigung zu stellen.
Um das Wachstum von Bakterien oder Pilzen sowie Kontaminationen in der Kultur zu
verhindern, wurde Penicillin und Streptomycin eingesetzt. Die Kombination dieser
Komponenten schafft ein optimales Milieu fur die Proliferation von Zellen in einer Well-
Platte.

Nach jeder Entnahme musste das Medium frisch vorbereitet werden. Unter der Steril-
bank wurden 10 ml des RPMI-1640-Mediums, 1 ml FCS und 0,1 ml Pen/Strep in einem
konischen Zentrifugenréhrchen (Falcon) gemischt. AnschlieRend wurde das Medium

im CO,-Brutschrank vorgewarmt. Danach wurde jeweils 1 ml von dem vorbereiteten
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Medium in sechs Kalotten der Zellkultur-Testplatte (Well-Platte) pipettiert und die Haut-
proben wurden mit einer sterilen Pinzette so in die Zellkultur-Testplatte gelegt, dass in
jeder Kalotte eine Probe lag. Die Pinzette wurde vor der Benutzung in 70%igem Etha-
nol desinfiziert und es wurde abgewartet, bis die Pinzette trocken war, bevor sie ver-
wendet wurde. Anschlielend wurden die Hautproben in der Zellkultur-Testplatte im
CO,-Brutschrank inkubiert. Danach konnten jeweils drei Proben mit einer keimfreien
Pinzette entnommen werden und in einem Reaktionsgefal® mit Formaldehyd-L6sung
3,5-3,7 % fixiert werden. In Tabelle 6 ist die genaue Inkubationszeit bei jedem Korper-
spender dargestellt. Diese konnte aufgrund von Feiertagen und Wochenenden nicht

bei allen Proben gleich gehalten werden.

Korperspender 1. Entnahme (3 Proben) | 2. Entnahme (3 Proben)
Korperspender 1 Nach 2 Tagen Nach 4 Tagen
Korperspender 2 Nach 3 Tagen Nach 6 Tagen
Korperspender 3 Nach 2 Tagen Nach 6 Tagen
Korperspender 4 Nach 2 Tagen Nach 6 Tagen
Korperspender 5 Nach 4 Tagen Nach 6 Tagen

Tab. 6: Ubersicht der Inkubationszeiten (Versuch 1)

Der zweite Versuch wurde an drei Korperspendern durchgefihrt. Es wurden von jedem
davon wieder 9 Proben entnommen, sodass insgesamt 27 Proben flr den zweiten
Versuch verwendet wurden. Anders als beim ersten Teil wurden neben dem Medium
auch MALP-2 und Eap eingesetzt. Die erwlnschte Massenkonzentration von MALP-2
war 1 pg/ml und von Eap 40 pyg/ml. Um diese zu erreichen, wurden MALP-2 und Eap
mit dem Kulturmedium verdinnt. Bei diesem Versuch wurde das Kulturmedium auf die
gleiche Weise vorbereitet wie beim ersten Versuch, sodass RPMI-1640-Medium, FCS
und Pen/Strep gemischt wurden. Aus den neun Proben wurde eine Probe direkt in
einem Reaktionsgefald mit Formaldehyd-Losung 3,5-3,7 % fixiert. Die restlichen 8 Pro-
ben wurden in einer Zellkultur-Testplatte inkubiert (Abb. 6). In vier Kalotten wurde Zell-
kulturmedium, in zwei Kalotten verdinntes MALP-2 und in zwei Kalotten verdinntes
Eap pipettiert. In jede Kalotte wurde 1 ml der Lésung gegeben. Anschliel3end wurden
die Hautproben mit einer sterilen Pinzette getrennt in die Zellkultur-Testplatte gelegt
und die Pinzette wurde nach jeder Benutzung in 70%igem Ethanol desinfiziert. Die
Inkubation erfolgte wie im ersten Versuch im CO,-Brutschrank. Die Inkubationszeit ist
in Tabelle 7 dargestellt. Danach wurden die Proben mit einer keimfreien Pinzette ent-
nommen und in einem Reaktionsgefall mit Formaldehyd-Ldsung 3,5-3,7 % fixiert.
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EAP

Abb. 6: Die Aufteilung der Hautproben in einer Zellkultur-Testplatte

(hergestellt mit Biorender.com)

Inkubationszeit | Zellkulturmedium MALP-2 Eap
(Tage)
3 eine Probe
6 eine Probe eine Probe eine Probe
9 eine Probe
12 eine Probe eine Probe eine Probe

Tab. 7: Ubersicht der Inkubationszeiten (Versuch 2)

3.6 Paraffineinbettung

Zuerst wurden die Hautproben in Einbettkassetten gebracht und beschriftet. Anschlie-

Rend wurden die Einbettkassetten mit den Proben in eine Box gelegt und unter flie-

Rendem Leitungswasser fur 3 Stunden gewassert. Als Nachstes wurden die Proben

fur eine Stunde in einer 70%igen 2-Propanol-Lésung eingelegt. Nach der Vorbereitung

der Proben fir die Einbettung erfolgten die nachsten Schritte automatisiert im Ein-

bettautomat. Hier wurden die Proben in mehreren Stationen mit aufsteigender Alko-

holreihe entwassert und in Methylbenzoat inkubiert. Schliel3lich wurden sie mit flissi-

gem Paraffin infiltriert. In der folgenden Tabelle 8 sind die Stationen im Gewebeein-

bettautomaten dargestellt.

Station Lésung Verweildauer in Stunden
1 70 % 2-Propanol 3h
2 80 % 2-Propanol 1,5h
3 90 % 2-Propanol 1,5h
4 100 % 2-Propanol 1,5h
5 100 % 2-Propanol 1,5h
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6 Methylbenzoat (Benzoe- 1,5h
sauremethylester)

7 Methylbenzoat 1,5 h

8 Methylbenzoat 1,5h

9 Paraffin 2h

10 Paraffin 2h

Tab. 8: Die Stationen im Gewebeeinbettautomaten

Nach ungefahr 17,5 Stunden war das Programm fertig. Die Proben konnten entnom-
men, in einem Dispenser mit flissigem Paraffin eingelegt und weiterverarbeitet wer-

den.

Die nachsten Schritte erfolgten in der Paraffin-Ausgiestation. Die Proben wurden
nacheinander aus dem Dispenser genommen, in AusgieRférmchen Gberfihrt und mit
flussigem Paraffin bedeckt. Dabei musste beachtet werden, dass die Proben in der
richtigen Position verbleiben. Unter Zuhilfenahme einer Pinzette und einer Sonde
konnten die Hautproben aufgerichtet werden. In Abbildung 7 ist die gewinschte Posi-
tion der Gewebeprobe im Paraffin-Block dargestellt. Zum Schluss wurden die beschrif-

teten Einbettringe aufgesetzt und bis zum Rand mit Paraffin gefulit.

Die Paraffin-Ausgielstation besteht aus drei Stationen mit unterschiedlichen Tempe-
raturen. Damit die Paraffin-Pellets schmelzen konnten, musste der Paraffinbehalter auf
mindestens 58 °C erhitzt werden. Die Temperatur bei der Warmeplatte betrug ungefahr
51,5 °C. Am Ende wurden die Ausgiel3formchen auf eine Kalteplatte mit unge-
fahr —4 °C verbracht und dort zum Auskuhlen belassen. Als das Paraffin vollstandig

ausgehartet war, konnte es leicht aus dem AusgieRformchen geldst werden.

Die Lagerung der Paraffinblocke kann bei Raumtemperatur oder im Kuhlschrank erfol-
gen. Fur bessere Ergebnisse beim Schneiden wird die Lagerung im Kihlschrank emp-

fohlen oder diese sollte zumindest flir einige Stunden vor dem Schneiden erfolgen.
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Einbettring
Paraffin-Block
Hautprobe

2

Schneidrichtung

Created in BioRender.com b

Abb. 7: Die Position einer Hautprobe im Paraffinblock
(hergestellt mit Biorender.com)

3.7 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die mikroskopischen Schnitte wurden mithilfe eines Mikrotoms angefertigt. Die
Schichtdicke betrug 7 um. Die dinnen Paraffinschnitte wurden in ein vorgewarmtes
Wasserbad mit 37 °C gelegt. Darin wurden sie gestreckt und geglattet. Anschliel3end
konnten sie auf Objekttrager gegeben und auf eine Warmeplatte mit 37 °C gelegt wer-
den. Zum Schluss wurden die Objekttrager in Klvetten verbracht und im Inkubator
Uber Nacht bei 37 °C trocknen gelassen. Die so angefertigten Schnitte kbnnen flr

Jahre in Praparatekasten aufbewahrt werden.

3.8 HE-Farbung

FUr die Beurteilung der Proben wurde die HE-Farbung verwendet. Der basische Farb-
stoff Hamatoxylin verfarbt die basophile Komponente des Gewebes (zum Beispiel
Nukleinsaure und Glykane) blau und der saure Farbstoff Eosin verbindet sich mit den
azidophilen Komponenten wie Mitochondrien und Kollagen und verfarbt sie rot (Junqu-
eira et al., 2005). Diese Farbemethode ist aufgrund von unzureichender Verfarbung

ungeeignet zur Darstellung von elastischen Fasern.

Die HE-Farbung bestand aus zwei Schritten: Entparaffinieren und Farben. Kurz vor
dem Prozess wurden zunachst samtliche Vorbereitungen getroffen. Das 0,01%ige Eo-
sin wurde vor dem Verbrauch mit zwei Tropfen Essigsaure gemischt, die mit einer Pas-
teurpipette zugefuhrt worden waren. Das Hamatoxylin nach Ehrlich und Eosin wurden
mit einem Filterpapier und Trichter gefiltert und die Kivetten wurden mit einem Deckel
bedeckt. Der Verlauf des Entparaffinierens und Farbens ist in Tabelle 9 dargestellt.
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3. Material und Methoden

Entparaffinieren (unter dem Abzug)
Chemikalien Verweildauer
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
100 % 2-Propanol 5 min
100 % 2-Propanol 5 min
90 % 2-Propanol 5 min
80 % 2-Propanol 5 min
Farben (ab 90% 2-Propanol unter dem Abzug)
Chemikalien/Losungen Verweildauer
Hamatoxylin nach Ehrlich 8 min
Spulen in destilliertem Wasser Bis die Uberschussige Farbe entfernt ist
Blauen in flieRendem Leitungswasser 12 min
Spulen in destilliertem Wasser 30s
Eosin 2min30s
90 % 2-Propanol So lange dippen, bis die gewilnschte
Farbe erreicht ist
100 % 2-Propanol 5 min
100 % 2-Propanol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min

Tab. 9: Protokoll der HE-Farbung

Nach dem Farben wurden die Objekttrager mit Deckglasern der GrofRe 24 x 50 mm
bedeckt. Zuerst wurden die Objekttrager nacheinander aus dem Xylol enthommen und
mit Zellstofftupfern getrocknet. Es wurden 1 bis 3 Tropfen des histologischen Klebers
Roti-Histokitt mit einer Pasteurpipette neben den Proben aufgebracht. Anschlie3end
wurde die Spitze einer Prapariersonde zwischen das Deckglas und den Objekttrager
gelegt und langsam entfernt. Dieser Schritt verlangsamt die Absenkung des Deckgla-
ses und ermoglicht dadurch eine blasenfreie Verteilung des Klebers. Die bedeckten
Objekttrager wurden in einer Praparatemappe Uber Nacht im Laborabzug gelassen,
damit der histologische Kleber ausharten konnte. Schliel3lich wurden die Objekttrager

mit den gefarbten Proben in einem Praparatekasten aufbewahrt.
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3.9 Auswertung der Daten

Die Praparate wurden eigenstandig beurteilt und mithilfe eines Lichtmikroskops aus-
gewertet. Die digitale Fotografie erfolgte mithilfe einer Mikroskopkamera (MikroCam
von Bresser). Zunachst mussten die VergréRerungen im System kalibriert werden. Da-
fur wurde ein Objekttrager mit einer eingebauten Referenz genutzt. Die verwendeten
VergrofRerungen waren 4-fach, 10-fach und 40-fach. Nach der Kalibrierung konnten
die Bilder und Messungen mit der MikroCamLab-Software von Bresser digital erfasst
werden. In dieser Software wurden die Helligkeit und der Kontrast der Bilder bearbei-
tet.

3.9.1 Auswahl der Praparate

Im ersten Schritt wurden nur die gefarbten Praparate ausgewahlt, die eine ausrei-
chende Qualitat aufwiesen. Es wurden Praparate ausgewertet, die morphologisch in-
takt und gleichmaRig gefarbt waren. Praparate mit Artefakten oder Blaschen wurden
aussortiert. Aulderdem wurde darauf geachtet, dass auf den Praparaten die Wundran-

der klar erkennbar waren, da sich die Messungen auf diese Stelle bezogen.

3.9.2 Auswertungsparameter

Fir die Auswertung wurden zwei Parameter gemessen: die Schichtdicke der Haut und
der Abstand der Wundrander. Die Schichtdicken von Stratum corneum, Epidermis und
Dermis wurden getrennt erfasst. Somit konnte ein fixer Anfangs- und Endpunkt be-
stimmt werden. Bei der Abstandsmessung wurde der kleinste Abstand der Wundran-
der der Epidermis und Dermis ermittelt. Fur die Bestimmung der Schichtdicke und des
Abstands wurden gleiche histologische Praparate verwendet. Die Messungen erfolg-
ten mithilfe eines Lineals und der MikroCam-Lab-Software. Bei der Bestimmung der
Schichtdicke wurde zwischen den einzelnen Messungen bei einem Praparat ein Ab-
stand von 2 cm eingehalten.
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Abb. 8: Messung der Schichtdicke

Im folgenden Beispiel ist die Messung von Epidermis (A), Stratum corneum (B) und Dermis (C) darge-
stellt. Zwischen allen Messungen wurde mithilfe eines Lineals ein Abstand von 2 cm (D) auf dem Bild-
schirm ermittelt, damit die Messungen in gleichmafRigen Abstanden erfolgen konnten.

3.9.3 Grafische Darstellung

Fir die ubersichtliche Darstellung der Daten wurde ein Punktdiagramm mit Verbin-
dungslinien ausgewahlt und der Standardfehler (Engl. Standard Error of the Mean oder
SEM) wurde bestimmt. Mit dem Standardfehler wird festgestellt, wie stark sich der Mit-
telwert der Stichprobe von der Grundgesamtheit durchschnittlich unterscheidet (Ben-
ning, 2023).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 72 Gewebeproben aus 8 Kdrperspendern
untersucht. Bei der Bestimmung der Schichtdicke wurden 135 Werte pro Korperspen-
der und pro Hautschicht (Stratum corneum, Epidermis und Dermis) erhoben. Es wur-
den drei Praparate pro Probe mit jeweils funf Messstellen pro Hautschicht ausgewer-
tet. Insgesamt wurden 405 Messungen pro Korperspender durchgeflihrt. In Versuch 2
ergaben sich 285 bis 405 Messungen, da nicht alle Stellen messbar waren. Bei der
Auswertung des kleinsten Abstands der Wundrander wurden 27 Messungen pro Kor-
perspender und pro Hautschicht (Epidermis und Dermis) durchgefuhrt. Zusammenfas-
send wurden insgesamt 54 Messungen pro Korperspender erfasst. Auch hier gab es
Abweichungen in Versuch 2. Eine ausfihrlichere Darstellung der Messungen folgt im
nachsten Kapitel.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

Unter Berucksichtigung der zu Beginn beschriebenen Zielsetzung der Arbeit werden
in diesem Kapitel die Ergebnisse zu den einzelnen Korperspendern dargestellt und

schliel3lich wird das Gesamtresultat prasentiert.

4.1 Korperspender 1

4.1.1 Messung der Schichtdicke
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der
Schichtdicke (in pm).

Tag Epidermis (um)  Stratum corneum Dermis (um)
(um)

0 95+4 332 1367 £ 41

2 802 382 1372 £ 47

4 90+3 54 +2 1482 + 32

Tab. 10: KS 1: Schichtdicke (in pm)

Die Schichtdicke der Epidermis sank in 4 Tagen von 95 + 4 pm auf 90 = 3 um. Die
Schichtdicke des Stratum corneums stieg in 4 Tagen von 33 + 2 um auf 54 + 2 um,
wahrend die Schichtdicke der Dermis in 4 Tagen von 1367 £ 41 ym auf 1482 £ 32 um

zunahm.

Eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 4 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 9: KS 1: Schichtdicke: Mittelwerte der Epidermis und des Stratum corneums
Die Schichtdicke (in pm) der Epidermis und des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit
(in Tagen) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 10: KS 1: Schichtdicke: Mittelwerte der Dermis
Die Schichtdicke (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.1.2 Messung des Abstands

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler des
kleinsten Abstands (in pm) der Epidermis und Dermis und zeigt die Differenz zum
Tag 0.

39



4. Ergebnisse

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1663 + 79 0 1103 £ 101 0
2 1415+ 70 -247 939 £ 82 -163,67
4 1536 + 57 -127 971+ 93 -131,56

Tab. 11: KS 1: Abstand (in pm)

Der Abstand der Epidermis sank nach 4 Tagen von 1663 + 79 ym auf 1536 + 57 pm.
Der Abstand der Dermis nahm nach 4 Tagen von 1103 £ 101 ym auf 971 £ 93 ym ab.

Eine Ubersicht Giber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von

Tag 0 bis 4 findet sich in der folgenden Grafik.
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Abb. 11: KS 1: Abstand: Mittelwerte der Epidermis und Dermis
Der Abstand (in um) der Epidermis und Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht.

Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 12: Tag 0, Kérperspender 1
A: Kutis in 4x-VergroRRerung, B: Epidermis in 40x-Vergroerung, HE-Farbung

Abb. 13: Tag 2, Korperspender 1
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

B

Abb. 14: Tag 4, Kérperspender 1
A: Kutis in 4x-VergréRerung, B: Epidermis in 40x-Vergroflerung, HE-Farbung
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4.2 Korperspender 2

4.2.1 Messung der Schichtdicke
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der
Schichtdicke (in pm).

Tag Epidermis (um)  Stratum corneum Dermis (um)
(um)

0 722 28+2 982+ 73

3 1025 65+5 1092 + 39

6 97 +4 47 £ 2 940 + 42

Tab. 12: KS 2: Schichtdicke (in pm)

Die Schichtdicke der Epidermis stieg in 6 Tagen von 72 + 2 ym auf 97 + 4 uym. Die
Schichtdicke des Stratum corneums stieg in 6 Tagen von 28 £ 2 ym auf 47 + 2 um. Die
Schichtdicke der Dermis sank in 6 Tagen von 982 + 73 uym auf 940 £ 42 uym, aber zeigt
eine Steigerung am dritten Tag von 1092 + 39 ym.

Eine Ubersicht (iber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 6 findet sich in den folgenden Grafiken.

—e—Epidermis Stratum corneum
120

[ERN
o
o

80

H

60 T
40

Schichtdicke in ym

20 |

0 1 2 3 4 5 6
Zeit in Tagen

Abb. 15: KS 2: Schichtdicke: Mittelwerte der Epidermis und des Stratum corneums
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis und des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit
(in Tagen) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 16: KS 2: Schichtdicke: Mittelwerte der Dermis
Die Schichtdicke (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.2.2 Messung des Abstands

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht Giber die Mittelwerte und Standardfehler des
kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigt die Differenz zum
Tag 0.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1773 + 267 0 812 + 132 0
3 1561 £ 49 -212 817 £ 69 4
6 1782 £ 178 8 1151 + 198 338

Tab. 13: KS 2: Abstand (in ym)

Der Abstand der Epidermis stieg nach 6 Tagen von 1773 £ 267 um auf 1782 £ 178 um,
obwohl es am dritten Tag auf 1561 + 49 ym sank. Der Abstand der Dermis stieg nach
6 Tagen von 812 + 132 ym auf 1151 £ 198 um.

Eine Ubersicht Giber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von

Tag 0 bis 6 findet sich in der folgenden Grafik.
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Abb. 17: KS 2: Abstand: Mittelwerte der Epidermis und Dermis
Der Abstand (in um) der Epidermis und Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 18: Tag 0, Korperspender 2
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

Abb. 19: Tag 3, Korperspender 2
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

Abb. 20: Tag 6, Kérperspender 2
A: Kutis in 4x-VergréRerung, B: Epidermis in 40x-Vergrofierung, HE-Farbung
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4.3 Korperspender 3

4.3.1 Messung der Schichtdicke
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der
Schichtdicke (in pm).

Tag Epidermis (um)  Stratum corneum Dermis (um)
(um)

0 48 + 1 17 £ 1 808 + 155

2 84 +3 331 964 + 33

6 80+3 29+ 1 924 + 24

Tab. 14: KS 3: Schichtdicke (in pm)

Die Schichtdicke der Epidermis stieg in 6 Tagen von 48 + 1 pm auf 80 = 3 um. Die
Schichtdicke des Stratum corneums stieg in 6 Tagen von 17 £ 1 ym auf 29 + 1 um. Die

Schichtdicke der Dermis stieg in 6 Tagen von 808 £ 155 ym auf 924 + 24 ym.

Eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 6 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 21: KS 3: Schichtdicke: Mittelwerte der Epidermis und des Stratum corneums
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis und des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit
(in Tagen) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 22: KS 3: Schichtdicke: Mittelwerte der Dermis
Die Schichtdicke (in pm) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.3.2 Messung des Abstands
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler des

kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigt die Differenz zum
Tag 0.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1023 £ 84 0 713 £ 104 0
2 1017 + 58 -5 845 + 104 132
6 1255 + 35 231 893 + 38 180

Tab. 15: KS 3: Abstand (in ym)

Der Abstand der Epidermis stieg nach 6 Tagen von 1023 + 84 uym auf 1255 + 35 ym,
obwohl es am zweiten Tag auf 1017 + 58 um sank. Der Abstand der Dermis stieg nach
6 Tagen von 713 + 104 ym auf 893 + 38 um.

Eine Ubersicht Uiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von
Tag 0 bis 6 findet sich in der folgenden Grafik.
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Abb. 23: KS 3: Abstand: Mittelwerte der Epidermis und Dermis
Der Abstand (in um) der Epidermis und Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 24: Tag 0, Korperspender 3
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

Abb. 25: Tag 2, Kérperspender 3
A: Kutis in 4x-VergroRRerung, B: Epidermis in 40x-VergréRerung, HE-Farbung
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Abb. 26: Tag 6, Kérperspender 3
A: Kutis in 4x-VergréRerung, B: Epidermis in 40x-Vergroflerung, HE-Farbung
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4.4 Korperspender 4

4.4.1 Messung der Schichtdicke
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der
Schichtdicke (in pm).

Tag Epidermis (um)  Stratum corneum Dermis (um)
(um)

0 7112 35+ 1 678 + 29

2 69 + 2 4112 1043 + 52

6 81+3 58 +3 1041 £ 40

Tab. 16: KS 4: Schichtdicke (in pm)

Die Schichtdicke der Epidermis stieg in 6 Tagen von 71 £ 2 ym auf 81 = 3 um. Die
Schichtdicke des Stratum corneums stieg in 6 Tagen von 35 £ 1 um auf 58 £ 3 um,
wahrend die Schichtdicke der Dermis in 6 Tagen von 678 + 29 um auf 1041 + 40 um

zunahm.

Eine Ubersicht Uiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 6 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 27: KS 4: Schichtdicke: Mittelwerte der Epidermis und des Stratum corneums
Die Schichtdicke (in ym) der Epidermis und des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit
(in Tagen) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 28: KS 4: Schichtdicke: Mittelwerte der Dermis
Die Schichtdicke (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.4.2 Messung des Abstands
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht Giber die Mittelwerte und Standardfehler des

kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigt die Differenz zum
Tag 0.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1074 + 39 0 712+ 76 0
2 1165 + 85 91 670 + 50 -42
6 1170 £ 89 96 919+ 88 206

Tab. 17: KS 4: Abstand (in pm)

Der Abstand der Epidermis stieg nach 6 Tagen von 1074 + 39 uym auf 1170 £ 89 ym.
Der Abstand der Dermis stieg nach 6 Tagen von 712 £ 76 um auf 919 + 88 um, obwohl
es nach 2 Tagen auf 670 + 50 ym abnahm.

Eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von

Tag 0 bis 6 findet sich in der folgenden Grafik.
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Abb. 29: KS 4: Abstand: Mittelwerte der Epidermis und Dermis
Der Abstand (in um) der Epidermis und Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

“ooun

Abb. 30: Tag 0, Kérperspender 4
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergréRerung, HE-Farbung

Abb. 31: Tag 2, Koérperspender 4
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergréRerung, HE-Farbung

Abb. 32: Tag 6, Kérperspender 4
A: Kutis in 4x-VergréRerung, B: Epidermis in 40x-Vergrofierung, HE-Farbung
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4.5 Korperspender 5

4.5.1 Messung der Schichtdicke

Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der
Schichtdicke (in pm).

Tag Epidermis (um)  Stratum corneum Dermis (um)
(um)

0 792 362 710 £ 55

4 70+ 3 28+2 1348 + 36

6 98 +4 54 +3 1325+ 70

Tab. 18: KS 5: Schichtdicke (in ym)

Die Schichtdicke der Epidermis stieg in 6 Tagen von 79 + 2 ym auf 98 + 4 um, obwohl
es am vierten Tag auf 70 £ 3 um sank. Die Schichtdicke des Stratum corneums stieg
in 6 Tagen von 36 + 2 ym auf 54 + 3um, obwohl es am vierten Tag auf 28 + 2 ym sank.

Die Schichtdicke der Dermis stieg in 6 Tagen von 710 £ 55 ym auf 1325 £ 70 pm.

Eine Ubersicht (iber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 6 findet sich in den folgenden Grafiken.

—e—Epidermis Stratum corneum
120

80 o— /

60
40
20

'_\
o
o

Schichtdicke in ym

0 1 2 3 4 5 6
Zeit in Tagen

Abb. 33: KS 5: Schichtdicke: Mittelwerte der Epidermis und des Stratum corneums
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis und des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit
(in Tagen) untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 34: KS 5: Schichtdicke: Mittelwerte der Dermis
Die Schichtdicke (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.5.2 Messung des Abstands
Die folgende Tabelle bietet eine Ubersicht Giber die Mittelwerte und Standardfehler des

kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigt die Differenz zum
Tag 0.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 902 + 129 0 460 £+ 105 0
4 1422 + 155 519 1134 + 96 674
6 1266 + 223 364 1295 + 216 835

Tab. 19: KS 5: Abstand (in pm)

Der Abstand der Epidermis stieg nach 6 Tagen von 902 + 129 pym auf 1266 + 223 um.
Der Abstand der Dermis nahm nach 6 Tagen von 460 + 105 pm auf 1295 + 216 ym zu.

Eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von

Tag 0 bis 6 findet sich in der folgenden Grafik.
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Abb. 35: KS 5: Abstand: Mittelwerte der Epidermis und Dermis
Der Abstand (in um) der Epidermis und Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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4. Ergebnisse

Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 36: Tag 0, Kérperspender 5
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

Abb. 37: Tag 4, Korperspender 5
A: Kutis in 4x-VergroRerung, B: Epidermis in 40x-VergréRerung, HE-Farbung

Abb. 38: Tag 6, Korperspender 5
A: Kutis in 4x-VergréRerung, B: Epidermis in 40x-Vergroferung, HE-Farbung
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4. Ergebnisse

4.6 Korperspender 6

4.6.1 Messung der Schichtdicke

Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht liber die Mittelwerte und Standardfehler

der Schichtdicke (in pm).

Tag Medium (pm) MALP-2 (um) EAP (um)
0 59+3 59+3 59+3
3 107 £7
6 140+ 8 123 £ 4 199 £ 10
9 163 + 18
12 171 £ 14 51+5 118 + 16
Tab. 20: KS 6: Schichtdicke (in pm), Epidermis
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 40+3 40+ 3 403
3 715
6 90 +4 692 13917
9 117 £ 14
12 131 +12 36+5 83 +12
Tab. 21: KS 6: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 425 + 38 425 + 38 425 + 38
3 543+ 9
6 386 + 14 615+ 13 827 £ 23
9 1304 £ 44
12 925 + 38 926 + 67 777 +57

Tab. 22: KS 6: Schichtdicke (in yum), Dermis

Eine Ubersicht Uber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 12 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 39: KS 6: Schichtdicke (in ym), Epidermis
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 40: KS 6: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum
Die Schichtdicke (in um) des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) unter-

sucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 41: KS 6: Schichtdicke (in pm), Dermis
Die Schichtdicke (in pm) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.6.2 Messung des Abstands
Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler
des kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigen die Differenz

zum Tag 0. Das Minuszeichen (-) bedeutet, dass eine Auswertung nicht moglich war.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1311 £ 29 0 860 + 48 0
3 861 + 88 -450 668 + 50 -192
6 1243 £ 6 -68 1083 + 12 222
9 1067 + 84 -244 626 + 48 -234
12 1174 £ 72 -137 585 £ 35 -275

Tab. 23: KS 6: Abstand (in pm), Medium

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1311 £ 29 0 860 + 48 0
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3
6 1302 + 25 -9 935 + 32 75
12 1377 + 35 65 - -

Tab. 24: KS 6: Abstand (in ym), MALP-2

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1311 £ 29 0 860 + 48 0
3
6 1317 £ 5 5,67 1180 + 10 320
9
12 1695+ 5 383,33 974 £ 40 113

Tab. 25: KS 6: Abstand (in um), Eap

Eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von
Tag 0 bis 12 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 42: KS 6: Abstand (in pm), Epidermis

Der Abstand (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 43: KS 6: Abstand (in ym), Dermis
Der Abstand (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt sind
die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.
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Abb. 44: KS 6: Tag 0 Abb. 45: KS 6: Tag 3, Medium
Epidermis in 40x-VergrofRerung, HE-Farbung Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung

Abb. 46: KS 6, Tag 6, Medium Abb. 47: KS 6: Tag 6, MALP-2
Epidermis in 40x-Vergrofierung, HE-Farbung Epidermis in 40x-VergrofRerung, HE-Farbung
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Abb. 48: KS 6, Tag 6, Eap ) Abb. 49: KS 6, Tag 9, Medium
Epidermis in 10x-VergréRerung, HE-Féarbung Epidermis in 10x-Vergroferung, HE-Farbung

Abb. 50: KS 6, Tag 12, Medium Abb. 51: KS 6, Tag 12, MALP-2
Epidermis in 10x-VergroRerung, HE-Farbung Kutis in 4x-Vergrofierung, HE-Farbung

00

Abb. 52: KS 6, Tag 12, Eap
Epidermis in 10x-Vergroferung, HE-Farbung

63



4. Ergebnisse

4.7 Korperspender 7

4.7.1 Messung der Schichtdicke

Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht liber die Mittelwerte und Standardfehler

der Schichtdicke (in ym). Das Minuszeichen (-) bedeutet, dass eine Auswertung nicht

moglich war.
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 37 £1 37 1 37 £1
3 65+4
6 131 £10 92+6 -
9 -
12 - 71+3 617
Tab. 26: KS 7: Schichtdicke (in ym), Epidermis
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 7+1 7+1 7+1
3 26+2
6 30+3 17 £1 -
9 -
12 - 151 28 +1
Tab. 27: KS 7: Schichtdicke (in ym), Stratum corneum
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 1391 £ 26 1391 £ 26 1391 £ 26
3 1800 * 22
6 1391 + 29 1598 + 32 1513 + 35
9 1609 + 61
12 1724 £ 40 1231 £ 44 1110 + 36

Tab. 28: KS 7: Schichtdicke (in pm), Dermis

Eine Ubersicht Uber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 12 findet sich in folgenden Grafiken.
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Abb. 53: KS 7: Schichtdicke (in ym), Epidermis
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Ge-

zeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 54: KS 7: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum
Die Schichtdicke (in um) des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) unter-

sucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 55: KS 7: Schichtdicke (in ypm), Dermis
Die Schichtdicke (in pm) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.7.2 Messung des Abstands
Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht liber die Mittelwerte und Standardfehler
des kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigen die Differenz

zum Tag 0. Das Minuszeichen (-) bedeutet, dass eine Auswertung nicht maglich war.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1092 £ 52 0 770 £ 50 0
3 1597 £ 9 504 1116 + 36 346
6 1353+ 7 261 1277 £ 8 507
9 - - 511+ 24 -258
12 - - 988 + 17 218

Tab. 29: KS 7: Abstand (in pm), Medium

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1092 £ 52 0 770 0
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3
6 1541 + 30 448 853 +45 83
12 - - 1043 + 33 273

Tab. 30: KS 7: Abstand (in pm), MALP-2

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1092 + 52 0 770 £ 50 0
3
6 - - 634 + 33 -136
9
12 - - 1282 £ 92 512

Tab. 31: KS 7: Abstand (in um), Eap

Eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von
Tag 0 bis 12 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 56: KS 7: Abstand (in pm), Epidermis

Der Abstand (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 57: KS 7: Abstand (in ym), Dermis
Der Abstand (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt sind
die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 58: KS 7, Tag 0 Abb. 59: KS 7, Tag 3, Medium
Epidermis in 40x-VergrofRerung, HE-Farbung Epidermis in 40x-Vergrofterung, HE-Farbung

Abb. 60: KS 7, Tag 6, Medium Abb. 61: KS 7, Tag 6, MALP-2
Kutis in 4x-VergroRerung, HE-Farbung Kutis in 4x-Vergréerung, HE-Farbung
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Abb. 62: KS 7, Tag 6, Eap Abb. 63: KS 7, Tag 9, Medium
Kutis in 10x-Vergroferung, HE-Farbung Kutis in 4x-Vergroferung, HE-Farbung

Abb. 64: KS 7, Tag 12, Medium Abb. 65: KS 7, Tag 12, MALP-2
Kutis in 4x-Vergroferung, HE-Farbung Kutis in 4x-VergrofRerung, HE-Farbung

Abb. 66: KS 7, Tag 12, Eap
Kutis in 4x-Vergroferung, HE-Farbung
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4.8 Korperspender 8

4.8.1 Messung der Schichtdicke

Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht liber die Mittelwerte und Standardfehler

der Schichtdicke (in ym). Das Minuszeichen (-) bedeutet, dass eine Auswertung nicht

moglich war.
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 187 £ 53 187 £ 53 187 £ 53
3 77+4
6 153 + 19 9 +7 80+3
9 -
12 - - -
Tab. 32: KS 8: Schichtdicke (in ym), Epidermis
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 53+13 53+13 53+13
3 43 1
6 30+3 261 21+3
9 -
12 - - -
Tab. 33: KS 8: Schichtdicke (in um), Stratum corneum
Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 989 + 35 989 £ 35 989 + 35
3 1048 + 29
6 1583 + 51 1107 £ 34 1435 £ 71
9 1323 + 36
12 1510 £ 77 1308 £ 89 1191 + 28

Tab. 34: KS 8: Schichtdicke (in pm), Dermis

Eine Ubersicht Uber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum

corneums und der Dermis von Tag 0 bis 12 findet sich in folgenden Grafiken.
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Abb. 67: KS 8: Schichtdicke (in ym), Epidermis
Die Schichtdicke (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 68: KS 8: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum
Die Schichtdicke (in um) des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) unter-
sucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 69: KS 8: Schichtdicke (in ym), Dermis
Die Schichtdicke (in pm) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

4.8.2 Messung des Abstands

Die folgenden Tabellen bieten eine Ubersicht liber die Mittelwerte und Standardfehler

des kleinsten Abstands (in um) der Epidermis und Dermis und zeigen die Differenz

zum Tag 0. Das Minuszeichen (-) bedeutet, dass eine Auswertung nicht maglich war.

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1591+ 7 0 628 + 20 0
3 1577 + 14 -14 1419 £ 17 791
6 1130 £ 78 -461 1155 + 33 527
9 - - 866 + 91 238
12 - - 1361 £ 30 733
Tab. 35: KS 8: Abstand (in pm), Medium
Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 1591+ 7 0 628 + 20 0
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3
6 1623 + 22 32 785 +45 157
12 - - 530 + 65 -98

Tab. 36: KS 8: Abstand (in pm), MALP-2

Tag Epidermis Differenz A Dermis (um) Differenz A
(um) zum Tag 0 zum Tag 0
0 15917 0 628 + 20 0
3
6 1575 + 48 -15 798 + 30 170
9
12 - - 81970 191

Tab. 37: KS 8: Abstand (in um), Eap

Eine Ubersicht tiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von
Tag 0 bis 12 findet sich in den folgenden Grafiken.
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Abb. 70: KS 8: Abstand (in pm), Epidermis

Der Abstand (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 71: KS 8: Abstand (in pm), Dermis
Der Abstand (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt sind
die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die beigefligten Bilder veranschaulichen beispielhaft das erzielte Ergebnis.

Abb. 72: KS 8, Tag 0 Abb. 73: KS 8, Tag 3, Medium
Epidermis in 40x-VergrofRerung, HE-Farbung Epidermis in 40x-Vergrofterung, HE-Farbung
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Abb. 74: KS 8, Tag 6, Medium Abb. 75: KS 8, Tag 6, MALP-2
Epidermis in 40x-VergréRerung, HE-Farbung Epidermis in 40x-VergroRerung, HE-Farbung
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Abb. 76: KS 8, Tag 6, Eap

Epidermis in 40x-VergrofRerung, HE-Farbung

Abb. 77: KS 8, Tag 9, Medium
Kutis in 4x-Vergrolerung, HE-Farbung

Abb. 78: KS 8, Tag 12, Medium
Kutis in 4x-Vergroferung, HE-Farbung
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Abb. 80: KS 8, Tag 12, Eap
Kutis in 4x-Vergroferung, HE-Farbung

Abb. 79: KS 8, Tag 12, MALP-2
Kutis in 4x-VergrofRerung, HE-Farbung
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4.9 Mittelwerte

In diesem Kapitel werden die Mittelwerte von allen Kérperspendern zusammengefasst.

4.9.1 Messung der Schichtdicke

In den folgenden Tabellen wird eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler

der Schichtdicken (in um) der Epidermis, des Stratum corneums und der Dermis ge-

geben, die bei allen Korperspendern gemessen wurden.

Tag Medium (pm) MALP-2 (um) EAP (um)
0 773 773 773
2 771
3 93+3
4 802
6 99+ 2 1054 140 £ 12
9 163 £ 18
12 171 £ 14 61+3 90+10

Tab. 38: Schichtdicke (in um), Epidermis

Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (um)
0 301 30+ 1 30 1
2 37 £1
3 56+ 3
4 41+2
6 48 £ 1 37+3 80+ 11
9 117 £ 14
12 131 +12 26+3 56 +8

Tab. 39: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum

Tag Medium (um) MALP-2 (um) EAP (pm)
0 913+ 35 913+ 35 913+ 35
2 1126 + 29
3 1110 £ 43
4 1415 £ 25
6 1070 £ 26 1107 £ 62 1258 £ 53
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9 1412 + 34

12 1386 + 59 1155 + 46 1026 + 36
Tab. 40: Schichtdicke (in pm), Dermis

Eine Ubersicht iber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis, des Stratum
corneums und der Dermis von Tag 0 bis 12 findet sich in der folgenden Grafik. In den
folgenden Abbildungen sind nur die Tage 0, 6 und 12 berucksichtigt, weil nur diese

Tage auch im Versuchsteil 2 mit MALP-2 und Eap ausgewertet wurden.
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Abb. 81: Schichtdicke (in pm), Epidermis
Die Schichtdicke (in ym) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die Schichtdicke der Epidermis bei den Proben im Medium stieg deutlich nach 6 und
12 Tagen. Bei MALP-2 und Eap war eine Erhéhung der Schichtdicke der Epidermis
nach 6 Tagen erkennbar, aber an Tag 12 sanken die Werte. Bei MALP-2 war der Wert

an Tag 12 niedriger als an Tag 0 und geringer als beim Medium und bei Eap.

Die Auswertung der Schichtdicke des Stratum corneums lieferte ahnliche Ergebnisse.
Beim Medium stieg die Schichtdicke an Tag 6 und 12 (vgl. Abb. 82). Bei MALP-2 und
Eap nahmen die Werte nach 6 Tagen zu, sanken aber an Tag 12. Bei MALP-2 war der
Wert wieder an Tag 12 geringer als an Tag 0 und niedriger als beim Medium und bei
Eap.
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Abb. 82: Schichtdicke (in pm), Stratum corneum
Die Schichtdicke (in um) des Stratum corneums wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) unter-
sucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.
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Abb. 83: Schichtdicke (in pm), Dermis
Die Schichtdicke (in um) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die Schichtdicke der Dermis bei den Proben im Medium stieg deutlich nach 6 und 12
Tagen (vgl. Abb. 83). Bei MALP-2 und Eap nahmen die Werte nach 6 Tagen zu, jedoch
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sanken sie bei Eap an Tag 12. Bei allen 3 Losungen stieg die Schichtdicke im Vergleich

zum Tag O.

4.9.2 Messung des Abstands

In den folgenden Tabellen findet sich eine Ubersicht tber die Mittelwerte und Stan-
dardfehler des kleinsten Abstands (in um) zwischen den Wundrandern der Epidermis
und Dermis, der bei allen Kérperspendern gemessen wurde, und uber die Differenz

zum Tag 0.

Tag Medium Differenz  MALP-2 Differenz EAP Differenz

(um) A zum (Mm) A zum (um) A zum
Tag 0 Tag 0 Tag 0
0 1330 £ 72 0 1330 £ 72 0 1330 + 0
72
2 1199 + 51 -130
3 1453 £ 71 123
4 1479 + 81 149
6 1343 £ 67 13 1488 £ 53 158 1446 + 116
69
9 1067 + -263
146
12 1174 + -155 1377 £ 61 47 1695+ 9 364
126

Tab. 41: Abstand (in pm), Epidermis

Tag Medium Differenz  MALP-2 Differenz EAP Differenz

(um) A zum (um) A zum (um) A zum
Tag 0 Tag 0 Tag 0
0 779 £ 47 0 779 £ 47 0 779 £ 47 0
2 818 + 50 39
3 942 + 71 163
4 1053 + 68 273
6 1086 + 63 307 858 +42 78 871+ 84 91
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9 668 + 129 -111
12 978 + 198 199 786 + 128 7 1025 + 245
91

Tab. 42: Abstand (in pm), Dermis

Eine Ubersicht tGiber die Mittelwerte und Standardfehler der Epidermis und Dermis von
Tag 0 bis 12 bieten die folgenden Grafiken. In den Abbildungen sind nur die Tage 0, 6
und 12 berlcksichtigt, weil nur diese Tage auch im Versuchsteil 2 mit MALP-2 und Eap

ausgewertet wurden.

Epidermis

—e—NMedium MALP-2 EAP

Abstand in ym

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit in Tagen

Abb. 84: Abstand (in um), Epidermis
Der Abstand (in um) der Epidermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Die Auswertung des kleinsten Abstands zwischen den Wundrandern der Epidermis hat
beim Medium, bei MALP-2 und bei EAP an Tag 6 eine Zunahme gezeigt. Diese Werte
sanken an Tag 12 beim Medium und bei MALP-2, was auf eine Verkleinerung der

Wunde hindeuten konnte.
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Abb. 85: Abstand (in ym), Dermis
Der Abstand (in ym) der Dermis wurde in Abhangigkeit von der Zeit (in Tagen) untersucht. Gezeigt sind
die Mittelwerte mit den jeweiligen Standardfehlern.

Bei den Messungen des kleinsten Abstands bei der Dermis wurde festgestellt, dass es
in allen Losungen zu einer Zunahme des Abstands kam. Die geringste Steigerung
wurde bei MALP-2 beobachtet, was auf eine Tendenz zur WundschlieRung hindeuten

konnte.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden
In diesem Kapitel werden die angewandten Methoden kritisch hinterfragt und Limitati-

onen sowie mogliche Verbesserungsvorschlage werden diskutiert.

Fur die Untersuchung der Wundheilung benutzen die meisten Forschungsgruppen
Tiermodelle. Die Forschung von MALP-2 und Eap in menschlichen Geweben war je-
doch bislang unzureichend untersucht. Studien an Kérperspendern liefern direkte re-
levante Informationen Uber die menschliche Biologie und Uber Krankheitsprozesse.
Diese Erkenntnisse kdnnen in den praktischen Anwendungen fur die menschliche Ge-
sundheit umgesetzt werden. Seit 2009 ist die Verwendung von Tieren zur Erhebung
toxikologischer Daten fir kosmetische Inhaltsstoffe in der Europaischen Union verbo-
ten (Van Gele et al., 2011). Durch die Verwendung von Korperspendern werden die
ethischen Probleme, die Tierversuche mit sich bringen, vermieden, sodass es sich um
einen akzeptableren Ansatz handelt (Crueltyfreeinternational.org). Darlber hinaus
konnen die Forschungsmethoden mit menschlichen Proben kostengunstiger und
schneller sein (Stone, 2012). Allerdings bieten Tiermodelle (Mause, Kaninchen oder
Fledermause) zahlreiche Vorteile wie die intakte Mikrozirkulation, die in der Wundhei-

lung essenziell ist und die Versuche Uber einen langeren Zeitraum ermaoglicht.

Hirel und Kollegen untersuchten die Lebensfahigkeit und Proliferation kultivierter
menschlicher Keratinozyten, die aus der postmortalen Haut gewonnen wurden (Hirel
et al., 1996). Es wurden sonnenexponierte (aullere) und sonnengeschutzte (innere)
Stellen des Oberarms miteinander verglichen (Hirel et al., 1996). Das postmortale In-
tervall betrug 24 Stunden — wie in der vorliegenden Arbeit. Die sonnengeschutzten
Stellen zeigten im Vergleich zu den sonnenexponierten Bereichen eine hdhere Le-
bensfahigkeit und Proliferation (Hirel et al., 1996). Dartiber hinaus wurde herausgefun-
den, dass die postmortale Haut eine alternative Quelle fir lebens- und funktionsfahige
Epidermiszellen darstellen kann (Hirel et al., 1996). Diese Erkenntnisse wurden auch

mit der vorliegenden Arbeit bestatigt.

Der Nachteil dieses Modells ist allerdings das eingeschrankte postmortale Intervall.
Fur die Experimente wurden Hautproben von der Innenseite des Unterarms mit einem
postmortalen Intervall von bis zu 24 Stunden verwendet. Aufgrund dieses festen Inter-

valls war die Zeit zwischen der Probenentnahme und der Inkubation eingeschrankt
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und deshalb sollte die Probenentnahme moglichst schnell erfolgen. Aul3erdem eignete
sich aufgrund dieser Schwerpunktsetzung nur eine geringe Anzahl an Korperspendern

fur die Probenentnahme und die Messungen.

Am Anfang musste die geeignete Stelle fur die Enthahme der Hautproben gefunden
werden, weshalb Proben von verschiedenen Korperstellen getestet wurden. Es wur-
den Proben von der Stirn, vom Rucken, vom Thorax und vom Unterarm eines bereits
fixierten Kérperspenders entnommen. Aus diesen Testproben zeigten die Hautproben
aus dem Unterarm aufgrund der Hautdicke die besten Ergebnisse beim Schneiden
und Farben. Die Stelle war zudem bei den Korperspendern problemlos zu erreichen

und dadurch wurde auch der Prozess der Probenentnahme beschleunigt.

Forscher haben bereits Stanzbiopsien an postmortalen Hautproben verwendet, um
verschiedene Aspekte zu untersuchen, beispielsweise die Wundheilung (Deiters et al.,
2004; Niebuhr et al., 2008). Stanzbiopsien ermoglichen eine kontrollierte Entnahme
und einen Gewinn von einheitlichen Hautproben im Vergleich zu anderen Methoden

wie Rasierbiopsien.

In dieser Pilotstudie wurden Stanzbiopsien verwendet, um Hautproben mit einem
Durchmesser von 8 mm und einer Wunde in der Mitte mit einem Durchmesser von
2 mm zu gewinnen. Diese Methode ermdoglichte die Messung und Beurteilung des
kleinsten Abstands der Wundrander. Es wurden Proben beurteilt, die sich ungefahr in
der Mitte der Wunde befanden. Wahrend des Schneidens der Proben mit dem Mikro-
tom war es nicht moglich, die genau Mitte zu bestimmen, weil nicht alle Schnitte zur
weiteren Bearbeitung einsetzbar waren. Das stellte eine Herausforderung bei dieser
Methode dar. Deshalb wurden flr die Messungen die Proben mit dem grof3ten Durch-
messer der Wunde verwendet. In zukinftigen Forschungsarbeiten ware es sinnvoll,
die Mitte der Wunden zum Beispiel mithilfe einer Tatowierung so zu markieren, dass

sie wahrend des Schneidens erkennbar ist.

Das Modell Punch within a Punch (Stanze in Stanze) wurde in der Studie von Moll und
Kollegen verwendet. Sie haben die Wundheilung durch transplantierte Keratinozyten
im Zellkulturmedium beschleunigt (Moll et al., 1998). Weiterhin wurde das Modell zur
Untersuchung der Reepithelialisierung von menschlicher Haut und Froschhaut durch
Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) eingesetzt (Meier et al., 2013). Trotz der posi-

tiven Ergebnisse in diesen Studien kann das Fehlen des Wundgrundes, der eine
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bedeutsame Rolle bei der sekundaren Wundheilung spielt und die Heilung der Wunde
vom Wundgrund aufwarts ermoglicht, bei diesem Modell kritisiert werden. Deshalb
kann bei weiteren Forschungsansatzen der Wundboden in den Schnitten belassen

werden. So wird die physiologische Wundheilung genauer dargestellt.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die postmortale Wundheilung wurde bereits in tierischen und menschlichen Geweben
untersucht. Die Forscher beobachteten den Einfluss verschiedener Faktoren wie Zy-
tokine, Wachstumsfaktoren und Proteasen auf den Heilungsprozess von Wunden. In
diesem Zusammenhang wurden auch die Wirkungen von MALP-2 und Eap auf die
Wundheilung gezeigt. In dieser Arbeit wurde erstmalig die Anwendbarkeit des in vitro
Punch-within-a-Punch-Modells bei postmortaler menschlicher Haut mit MALP-2 und
Eap untersucht. Dazu wurden die Hautproben bis zu 12 Tage unter Zusatz von MALP-
2 und Eap kultiviert. Es folgten die Messungen der Schichtdicke der Epidermis, des
Stratum corneums und der Dermis sowie des kleinsten Abstands der Wundrander der

Epidermis und Dermis.

Die Ergebnisse bestatigen, dass das Modell zum Nachweis der Wundheilung ange-
wendet werden kann. Ein deutlicher Hinweis darauf ist die Proliferation der Keratinozy-
ten, die auf den mikroskopischen Bildern bei allen Kérperspendern erkennbar war. Die
Reepithelialisierung wurde in Form von epithelialen Zungen (Engl. Epithelial Tongues)
erkennbar, die auch Meier und Kollegen in ihrer Arbeit beschreiben (Meier et al., 2013).
Dabei handelt es sich um ein neu gebildetes Gewebe, das vom Wundrand ausgeht.
Die meisten Messungen (aulder die von Tag 12 bei Epidermis und Stratum corneum
bei MALP-2) zeigten, dass es unter allen Kulturbedingungen im Vergleich zum Tag 0
zu einer Zunahme der Schichtdicke gekommen war. Diese Erkenntnisse werden auch
durch die mikroskopischen Bilder gestutzt. Mit steigender Kulturdauer ist auf den Bil-
dern eine Zunahme der Lange der epithelialen Zungen erkennbar. Der Anstieg der
Schichtdicke kann auf die Proliferation der Zellen hindeuten, die Uber die Kulturdauer

zunimmt.

Die Senkungen der Werte am Tag 12 bei MALP-2 und Eap sind durch wenige auswert-
bare Proben verursacht. Die Epidermis l6ste sich ab Tag 6 bei vielen Proben ab und

deshalb wurden diese Proben nicht miteinbezogen. Diese Erkenntnisse deuten darauf
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hin, dass die Anwendung des Modells ab dem sechsten Tag nicht mehr sinnvoll ist.
AuRerdem sind zur Verifizierung der Ergebnisse weitere Untersuchungen mit mehre-

ren Proben notwendig.

Bei den meisten Abstandsmessungen wurde eine Zunahme des Abstands zwischen
den Wundrandern unter allen Kulturbedingungen festgestellt. Durch diese Ergebnisse
konnte nicht eindeutig auf einen Wundverschluss, der im ldealfall beim Medium und
bei MALP-2 zu erwarten war, zuruckgeschlossen werden. Die Zunahme des Abstands
ist moglicherweise auf die Kontraktion der elastischen Fasern in den Hautproben oder
auf ein Aufquellen des Gewebes in den Losungen zurickzufuhren. Die Abweichungen
der Messungen von dem erwarteten Ergebnis kdnnen auch auf Ungenauigkeiten der
Methoden hindeuten. Allerdings wurde bei den Messungen des kleinsten Abstands bei
der Dermis die geringste Zunahme bei MALP-2 beobachtet und damit kann das auf

eine Tendenz zur WundschlieBung hindeuten.

Die Untersuchungen unter Zusatz von MALP-2 zeigten, dass es zu einer Erhdhung
der Schichtdicke der Hautproben gekommen war. Die Messungen der Dermis waren
genauer, weil sich die Epidermis ab dem sechsten Tag abloste. Dadurch waren Mes-
sungen an diesen Proben nicht moglich. Bei der Bestimmung des kleinsten Abstands
der Wundrander wurde bei MALP-2 ebenfalls eine Zunahme beobachtet. Deswegen
war ein eindeutiger Wundverschluss bei MALP-2 nicht feststellbar. Jedoch war die
Proliferation von Keratinozyten durch die Erh6hung der Schichtdicke erkennbar. Die
histologischen Bilder lieferten einen weiteren Informationsgewinn bezlglich der

Reepithelialisierung in Form von neu gebildeten epithelialen Zungen.

In der Vergangenheit wurde bereits nachgewiesen, dass MALP-2 die Wundheilung bei
Mausen mit Diabetes und Adipositas beschleunigt (Deiters et al., 2004). Die Studie
von Niebuhr und Kollegen hat die Vertraglichkeit von MALP-2 bei Menschen bis zu
einer Dosis von 1 ug bestatigt. Diese Erkenntnisse kdnnen auf seine potenzielle Wirk-
samkeit bei der Heilung chronischer Wunden wie Beingeschwure, Druckgeschwire
und diabetische FuRgeschwire hindeuten (Niebuhr et al., 2008). Die positive Wirkung
von MALP-2 wurde auch bei der Gefal- und Knochenheilung herausgefunden (Liao
et al., 2023). Grote und Kollegen haben in ihrer Studie die Reendothelialisierung nach
einer Gefaldverletzung der Arteria carotis communis untersucht. Die Neubildung von
Endothel wurde durch MALP-2 beschleunigt und die Injektion von MALP-2 verhinderte
die Bildung von Neointima (Grote et al., 2013). Die Wirkung von MALP-2 wurde auch
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im Zusammenhang mit Medpor bei Mausen untersucht. Dabei handelt es sich um ein
poroses Polyethylen, das als alloplastisches Material bei Rekonstruktionen in der
Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie verwendet wird. Das MALP-2 stimulierte effektiv
die Vaskularisation von Medpor-Implantaten (Laschke et al., 2014). Dementsprechend
war zu erwarten, dass das Biomaterial schneller an der Implantationsstelle einbindet
(Laschke et al., 2014).

Ein abweichendes Ergebnis haben Fritz und Kollegen erzielt. In ihrer Studie wurde
MALP-2 topisch bei Mausen mit partiellen Sehnenverletzungen angewendet. Es wurde
festgestellt, dass MALP-2 die Heilung der verletzten Sehnen verzdgert. Das wurde mit
einem erhohten intrazellularen Stress und einer unterdrtickten Zellproliferation begrin-
det (Fritz et al., 2022).

Die Ergebnisse der Messungen unter Zusatz von Eap zeigten, dass es zu einer Zu-
nahme der Schichtdicke kam. Allerdings sanken die Werte nach Tag 6, was auf eine
hemmende Wirkung hindeuten konnte. Die Messungen des Abstands haben ebenfalls
erhohte Werte geliefert. Im Vergleich zu MALP-2 und Medium waren jedoch die Werte
des Abstands am Tag 12 bei Eap am héchsten. Das kann wieder auf eine Tendenz zur

Hemmung der Wundheilung hindeuten.

Laut der bisherigen Forschung verlangsamt Eap die Wundheilung, was haufig bei
chronisch mit S. aureus infizierten Wunden oder Ulcera beobachtet wurde (Madsen et
al., 1996; Grimble et al., 2001). Aulerdem stort Eap die Abwehr- und Reparaturme-
chanismen des Wirts und dadurch auch die Wundheilung (Athanasopoulos et al.,
2006). Mithilfe von Studien an Mausen wurde nachgewiesen, dass Eap den Blutfluss
in infizierten Wunden um 40 bis 50 % reduziert, was auf eine antiangiogenetische Wir-
kung hinweist (Athanasopoulos et al., 2006). Mause, die mit S. aureus ohne Map (Eap)
infiziert waren, zeigten eine geringere Tendenz zu Arthritis, Osteomyelitis und Abszes-
sen (Bremell et al., 1991; Lee et al., 2002). Zusammenfassend verzégert Eap den Pro-
zess der Wundheilung, indem es verschiedene Aspekte der Wundheilung negativ be-
einflusst, zum Beispiel Angiogenese, Immunreaktionen und Entziindungsprozesse.
Die Ergebnisse dieser Studie geben keine eindeutigen Hinweise auf vergleichbare Be-

obachtungen bei der Kultivierung unter Zusatz von Eap.

Fir eine weitere Untersuchung der Wirkung von Eap und MALP-2 waren Experimen-

te mit mehreren Proben und eine Einhaltung der Kulturdauer von bis zu 6 Tagen not-
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wendig. In zukunftigen Forschungsansatzen ware es sinnvoll, zusatzlich die Flache
des neu gebildeten Epithels zu messen. Dadurch konnten weitere Informationen be-
zuglich der positiven sowie negativen Wirkungen von MALP-2 und Eap auf die Wund-

heilung gewonnen werden.

5.3 Fazit und Perspektive

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss zu, dass das Modell der Punch within
a Punch zur Untersuchung der postmortalen Wundheilung unter dem Einfluss von
MALP-2 und Eap angewendet werden kann. Das wurde in dieser Pilotstudie erstmalig
untersucht. Die Ergebnisse bestatigten, dass die postmortale Proliferation der Kera-
tinozyten moglich ist. Als Nachweis dienten Messungen der Schichtdicke der Epider-
mis, des Stratum corneums und der Dermis sowie des kleinsten Abstands der Wund-
rander der Epidermis und Dermis. Die histologischen Bilder lieferten einen weiteren
Informationsgewinn. Bei den meisten Messungen konnte eine Zunahme der Werte be-
obachtet werden, was auf die Proliferation der Zellen hindeuten kann. Eine eindeutige
Aussage uber die positive und negative Wirkung von MALP-2 sowie Eap konnte durch
die Messungen in dieser Pilotstudie nicht geliefert werden. Lohnenswert sind daher
zuklnftige Versuche mit Messungen, die um weitere Parameter wie die Flache des
neu gebildeten Epithels erweitert werden. Flr eine genauere Darstellung der physio-
logischen Wundheilung sollte der Wundboden in den Schnitten belassen werden. Dar-
Uber hinaus ware es von Vorteil ein groReres Probengut zu untersuchen und die Kul-

turdauer von bis zu 6 Tagen einzuhalten.

Chronische Wunden wie das diabetische Fulisyndrom oder Dekubitus kénnen schwer-
wiegende Folgen flr Patienten haben, darunter ein erhéhtes Risiko flir Infektionen so-
wie Amputationen und eine verminderte Lebensqualitat. Ein besseres Verstandnis des
Wundheilungsprozesses kann zu wirksameren Behandlungen und Therapien fuhren,
die eine schnellere Heilung fordern sowie Komplikationen vorbeugen. Die Untersu-
chungen der Wundheilung direkt an menschlichen Geweben kénnen klinisch relevan-
tere Erkenntnisse liefern und anatomische Unterschiede zu Tiermodellen wie die Dicke
der Epidermis und die Dichte der Haarfollikel Uberwinden. AuRerdem berucksichtigen
die Versuche die ethischen Bedenken, die mit der Verwendung von Tiermodellen ver-

bunden sind. Die Nutzung von postmortalem menschlichem Gewebe kann dazu
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beitragen, diese ethischen Probleme zu 16sen und gleichzeitig das wissenschaftliche

Verstandnis der Wundheilung bei Menschen voranzutreiben.

Staphylococcus aureus gehort zu den Haupterregern chronischer Infektionen der Haut
und Weichgewebe und ist ein menschlicher Krankheitserreger, der zahlreiche Viru-
lenzfaktoren besitzt, die zur bakteriellen Besiedlung beitragen. Hier wurde das extra-
zellulare Adharenzprotein (Eap) beschrieben. Dieses verzdgert den Wundschluss, in-
dem es unter anderem die Proliferation und Migration von Immunzellen inhibiert. Au-
Rerdem besitzt es eine entzundungshemmende Wirkung, indem es die Rekrutierung
von Leukozyten im Wirt hemmt. Ob diese Eigenschaften zur Therapie von hyperin-
flammatorischen Erkrankungen dienen kénnen, kann in folgenden Studien geklart wer-
den. Die inhibierenden Eigenschaften von Eap kénnen auch in der Onkologie bei der
antikarzinogenen Therapie eine wesentliche Rolle spielen und sollten in zukunftigen

Forschungsarbeiten in Betracht gezogen werden.

Das Lipopeptid MALP-2 wird als ein potenzielles Therapeutikum fir chronische Wun-
den dargestellt. Jedoch sind weitere Versuche — vor allem an den menschlichen Ge-
weben — notwendig, um klinisch relevante Erkenntnisse zu gewinnen. Fraglich bleibt,
bei welchem Schweregrad der chronischen Wunden und in welcher Form der Einsatz
von MALP-2 am sinnvollsten ware. Dies sollte in weiterflihrenden Forschungsarbeiten

untersucht werden.
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