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1 Einleitung

1.1 Funktionen und feingeweblicher Aufbau der Haut

Die Haut stellt das grof3te Organsystem des menschlichen Korpers mit unmittelbarem
Kontakt zur AuRenwelt dar. Hieraus generiert sich ein vielfaltiges Aufgabenspektrum.
Eine dieser Funktionen stellt die innere und &ul3ere Hautbarriere dar. Sie schitzt den
Organismus vor potenziell schadigenden Einflissen. Diese sind zum Beispiel
mechanische Traumata, physikalische Schadigungen, wie Ultraviolettstrahlung oder
chemische Noxen und biologische Pathogene wie Bakterien, Pilze oder Parasiten. Durch
den zugrundeliegenden Aufbau werden Verluste von Flissigkeit, EiweiRen und
Elektrolyten nach auf3en verhindert (1). Keratin stellt dabei einen wichtigen Faktor des
Hautschutzes dar (2). Durch das Zusammenspiel von Schwei3sekretion und der
Kontrolle des Gefal3tonus der oberflachlich liegenden BlutgefaRe, und der damit
verbundenen Perfusion, wird Einfluss unter anderem auf die Thermoregulation des
Organismus genommen (1). Des weiteren besitzt die Haut eine Sinnesfunktion. Diese
taktile Wahrnehmung erfolgt durch das Vorhandensein verschiedener Rezeptoren, unter
anderem Presso- und Thermorezeptoren sowie Nozizeptoren. Aul3erdem kann der Haut
eine gewisse Kommunikationsfunktion zugeschrieben werden (1). Beispielhaft kann das
Erréten oder aber die distanzschaffende bzw. distanzvermindernde Wirkung der in der

Dermis angesiedelten Duftdriisen. genannt werden.
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Abb. 1: Funktionen der Haut:
Innere und &ufere Barriere, Thermoregulation, taktile Wahrnehmung und Kommunikation stellen die
Funktionen des Organsystems Haut dar.

Man unterscheidet Leisten- und Felderhaut. Die Palmar- und Plantarflachen der Hande
und FifRe sind durch die sogenannte Leistenhaut bedeckt, das restliche Integument ist
durch glatt imponierende Felderhaut bedeckt. Haare finden sich ausschlief3lich auf der
Felderhaut. (3). Grundlegend kann ein dreischichtiger Aufbau beobachtet werden. Von
apikal nach basal heillen diese drei Schichten Epidermis (Oberhaut), Dermis
(Lederhaut) und Subcutis (Unterhaut) (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Schichtweiser Aufbau der Felderhaut:

Die menschliche Haut weist einen dreischichtigen Aufbau auf. Basal befindet sich die Subcutis (Unterhaut,
gelb dargestellt), unmittelbar dartiber befindet sich die Dermis (Lederhaut, blau dargestellt). Die Dermis
wiederum besteht aus einem basal liegenden Stratum reticulare und einem apikal befindlichen Stratum
papillare. Den apikalen Abschluss mit Kontakt zur AuRenwelt stellt die Epidermis (Oberhaut, orange
dargestellt) mit seinen vier von basal nach apikal verlaufenden Strata Stratum basale, Stratum spinosum,
Stratum granulosum und Stratum corneum dar.

Bei der Epidermis handelt es sich um ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel mit
Kontakt zur AuRenwelt (4). Der zahlenmafRig fihrende Zelltypus der Epidermis ist der
Keratinozyt. Vitale Keratinozyten finden sich in der physiologischen Epidermis lediglich
in den Strata basale, spinosum und granulosum (5). Avitale Keratinozyten kénnen im
Stratum corneum nachgewiesen werden. Die Epidermis besitzt einen vierschichtigen
Aufbau, in dem sich die Proliferations- bzw. Differenzierungsrichtung der Keratinozyten
von basal nach apikal widerspiegelt. Basal liegt das Stratum basale, welches durch eine
basophile einzelne Zellschicht saulenférmiger bis kubischer Keratinozyten mit
prominenten Zellkernen charakterisiert ist. Das Stratum basale ist der mitotisch aktivste
Bereich innerhalb der Epidermis. Von hier aus erfolgt die kontinuierliche Erneuerung der
Epidermis (4). Unmittelbar hiertiber liegt das Stratum spinosum. Es ist gekennzeichnet
durch eine schwachere Basophilie als das Stratum basale. Die hier auftretenden
Keratinozyten sind mehrschichtig und besitzen durch ihre interzellularen Verbindungen,
v.a. Desmosomen, eine Vvielgestaltige bis stachelige Morphe. Zellkerne und
Kernkorperchen sind erkennbar. Nach apikal auslaufend werden die Zellen flacher (5).
Die Strata basale und spinosum werden zusammen, aufgrund ihrer mitotischen Aktivitat,
auch mit dem Begriff Stratum germinativum bezeichnet (3). Es schlief3t sich das Stratum
granulosum an. Flache und polygonale Zellen, die Keratohyalingranula beherbergen,

zeichnen dieses Stratum aus. Es handelt sich um die letzte Schicht mit vitalen



Keratinozyten. Nuclei sind noch vorhanden (1). Ausschlie8lich in der Leistenhaut
befindet sich zwischen Stratum granulosum und Stratum corneum das Stratum lucidum,
welches lichtmikroskopisch glanzend imponiert. Das Stratum lucidum kann auch als
Ubergangszone vitaler zu avitaler Keratinozyten bezeichnet werden (3). Apikal
abschlielRend, und somit in direktem Kontakt zur AuRenwelt tretend, befindet sich das
Stratum corneum. Charakteristisch fir dieses Stratum ist eine flache amorphe Matrix aus
avitalen Keratinozyten, welche Hornlamellen bilden, die im Verlauf von der
Hautoberflache abgeschilfert werden (1) (siehe Abb. 3). Abschlieend kann festgestellt
werden, dass das Stratum corneum mit seinen histomorphologischen Merkmalen den

Endpunkt der Differenzierung der Keratinozyten darstellt (5).
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Abb. 3: Aufbau der Epidermis dargestellt anhand einer lichtmikroskopischen Aufnahme eines humanen In-
vitro-Epidermismodells:

Die Epidermis zeigt einen schichtweisen Aufbau. Von basal nach apikal werden die durch eine rot-
gestrichelte Linie voneinander getrennten unterschiedlichen Strata als Stratum basale, Stratum spinosum,
Stratum granulosum und Stratum corneum bezeichnet. An der Basis der Abbildung befindet sich eine
azellularisierte Matrix, welche als Verankerungsstelle des hier dargestellten Epidermismodells dient.

Unterhalb der Epidermis liegt die Dermis mit seinen beiden von basal nach apikal
befindlichen Strata reticulare und papillare (1). Den embryologischen Ursprung der
Dermis stellt das Mesenchym dar. Dabei entspringt sie drei unterschiedlichen Gruppen.
Diese sind die Neuralleiste, das Seitenplattenmesoderm und das paraxiale Mesoderm



(6, 7, 8). Innerhalb der Dermis sind Haarfollikel, Schweil3- und Talgdrisen, Blutgefalie,
sensorische Rezeptoren (v.a. flr Druck und Dehnung) und Nerven zu finden (1). Die
Subcutis kann als innerster Pol der Haut angesehen werden. Sie beherbergt Adipozyten,
wodurch sie makroskopisch gelblich imponiert. Die Subcutis ist durch eine hohe Dichte
von Kapillaren stark vaskularisiert. Als Funktionen dieser Schicht kénnen die thermische
Isolation, Speicherung von Energie und das Abfedern mechanischer Traumata
angesehen werden (1). Unterhalb der Subcutis schlieRen sich tiefer liegende Strukturen
wie zum Beispiel die Muskulatur an. Als duf3ere Begrenzung sieht sich die Haut daher
einer Vielzahl potenziell schadlicher Einflisse entgegen, welche die Integritéat des

Korpers gefahrden. Als grundlegend wichtig stellt sich daher die Reparatur dieser dar.
1.2 Phasen der Wundheilung

Eine Wunde stellt eine Unterbrechung der physiologischen und anatomischen Struktur
und Funktion dar (9). Diese Unterbrechung kann durch verschiedene interne oder
externe Einflisse erfolgen (10). Ist eine Wunde nach sechs Wochen nicht vollstandig
verheilt oder gestaltet sich diese als unempfindlich gegentber einer lege artis
durchgefuhrten Wundbehandlung, so wird diese als chronisch bezeichnet (11). Diese
chronischen Wunden stellen mit ihren h&ufigen mikrobiologischen Komplikationen eine
enorme gesundheitsokonomische Belastung in den Industrienationen dar (12). Allein in
den Vereinigten Staaten von Amerika betrugen die Ausgaben des offentlichen
Gesundheitswesens fur chronische Wunden im Jahr 2014 etwa 32 Milliarden US-Dollar
(23).

Bei der regelhaft verlaufenden Wundheilung handelt es sich um einen komplexen
physiologischen Prozess, an dem mehrere Zellreihen und deren Mediatoren beteiligt
sind (10). Uberblickend wird sie in vier aufeinander folgende und sich tiberschneidende
Phasen unterteilt. Diese Phasen sind nicht immer klar voneinander abgrenzbar und
werden als Hamostase, Inflammation, Proliferation und Remodeling bezeichnet (14). Die
Wundheilung kann dabei als Sanatio per primam intentionem (sogenannte
Primarheilung) oder Sanatio per secundam intentionem (sogenannte Sekundarheilung)
erfolgen. Die Primarheilung zeichnet sich durch eine ohne auftretende Komplikationen
oder Storungen ablaufende Wundheilung aus. N6tig hierfir sind ausreichend
durchblutete und chirurgisch debridierte und adaptierte Wundré&nder. Bei einer
Sekundarheilung sind die Voraussetzungen der Primarheilung weitestgehend nicht

erfullt. Die Wunde verheilt vergleichsweise langsam unter ausgepragter Entstehung



narbigen Gewebes. Die zugrundeliegende Wundflache ist in der Regel ausgepréagter.

Eine Priméarheilung wird der Sekundéarheilung vorgezogen (15).

Unmittelbar nach der Verwundung beginnt die Hamostase. Ziel der Hamostase ist die
Blutungsstillung. Als grundlegende Elemente der Hamostase konnen die Gefal3wand,
die Thrombozyten und die Gerinnungskaskade angesehen werden (16). Nach einer
reflektorischen Gefallverengung kommt es zur Bildung und Organisation eines
Fibringerinnsels. Proinflammatorische Mediatoren wie zum Beispiel Transforming
growth factor beta, Platelet derived growth factor, Fibroblast growth factor und Epidermal
growth factor werden freigesetzt (14). Das Fibrinnetzwerk fihrt nicht nur zu einem
primaren Wundverschluss und stellt somit eine erste Barriere gegen das Eindringen
mdglicher Pathogene dar, sondern ist auch Voraussetzung fir die in der
inflammatorischen Phase ablaufende Zellmigration (17). Die zweite Phase, die
Inflammationsphase, dauert etwa zwei Tage an (10) und ist gekennzeichnet durch die
Migration von Entziindungszellen in das Wundgebiet (14). Dabei handelt es sich vor
allem um neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten (18, 19, 20). Die
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten wird durch das Vorhandensein von bakteriellen
Detritus, der Aktivierung des Komplementsystems und der Degranulierung der
Blutplattchen gesteigert (21). Durch die neutrophilen Granulozyten wiederum werden
proinflammatorische Mediatoren und reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt, welche
einen antibakteriellen Effekt aufweisen (10). Zusammenfassend handelt es sich bei der
Inflammation um eine lokalisierte Gewebereaktion, die durch eine Verletzung ausgelost
wird und bei der es zu einer Freisetzung lysosomaler Enzyme und reaktiver
Sauerstoffspezies durch verschiedene Immunzellen kommt. Hierdurch wird die
Abrdumung avitaler Zelltrimmer und bakterieller Pathogene ermdglicht (22). Die dritte
Phase, welche auch Proliferationsphase genannt wird, dauert bis zu 14 Tage an (23). In
ihr finden die Bildung der Extrazellularmatrix, die Angiogenese, die Reepithelialisierung
und die Kollagensynthese statt (14). Endprodukt dieser Phase ist der eigentliche
Wundverschluss und die Ausbildung einer epithelialen Barriere (10). Die Bildung der
Extrazellularmatrix erfolgt durch das Granulationsgewebe. Hierzu wird die Proliferation
von Fibroblasten, Kollagen und elastischen Fasern gesteigert (24). Innerhalb der
Extrazellularmatrix des Wundgrundes erfolgt die Angiogenese (25). Sie ist
gekennzeichnet durch die Proliferation von Endothelzellen, der Anpassung der
Basalmembran, der Ausbildung réhrenformiger Strukturen und der Organisation
perivaskuléar auftretender Zellen (10). Innerhalb des Endothels kann unter anderem

glatte Muskulatur nachgewiesen werden. Die Revaskularisierung ermdglicht den



Stoffaustausch und die Migration von Immunzellen in das umliegende Stroma (26) und
ist Voraussetzung zur Bildung neuen Granulationsgewebes (27). Mit Reepithelialisierung
wird die vollstandige Deckung einer kutanen Wunde durch eine neue Epidermis
bezeichnet. Keratinozyten aus den Wundrandern wandern in die Wunde ein und
proliferieren dort (23). Da die Keratinozytenmigration in Richtung der noch intakten Haut
erfolgt, nahern sich die Wundrénder einander an (10). Die Proliferationsphase unterliegt
verschiedenen Steuerungsmechanismen. Sie richtet sich unter anderem nach dem
Ausmald der Inflammation und den freigesetzten Zytokinen und Wachstumsfaktoren
(28). Die letzte Phase der Wundheilung kann bis tber ein Jahr dauern und wird als
Remodeling bezeichnet. Endprodukt dieser Phase ist ein Gewebe mit ausgepragter
mechanischer Belastbarkeit und bestmoglicher morphologischer Ubereinstimmung mit
dem Ursprungsgewebe. Dies erfolgt durch Reorganisation, Degradierung und
Resynthese der Extrazellularmatrix. Die Inflammation klingt vollends ab. Durch die
Transformation des Granulationsgewebes entsteht Narbengewebe (10). Narbengewebe
weist im Vergleich zu physiologischer Haut funktionelle und morphologische
Unterschiede auf. Die vorliegenden Kollagenfasern sind verdichtet und wenig
strukturiert. Hautanhangsgebilde wie beispielsweise Haare fehlen ganzlich (29).
Nachdem die Wunde durch Keratinozyten vollstéandig bedeckt ist, differenziert sich eine
Epidermis mit allen physiologisch vorhandenen Strata (30) Die Zusammensetzung des
Narbengewebes insbesondere des Kollagenanteils der Extrazellularmatrix veréndert
sich nach der initialen Abdeckung der Wunde noch Uber Monate (10). Es erfolgt die
Transformation der Fibroblasten in Myofibroblasten. Myofibroblasten exprimieren das
Aktin der glatten Muskulatur (22, 24) und kénnen durch diesen Marker nachgewiesen
werden. Durch die Kontraktion der Myofibroblasten erfolgt die Adaption der Wundrander
(24).
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Abb. 4: Phasen der Wundheilung (modifiziert nach Gonzalez et al (2016) und Guo et al (2010) (10, 14)):
Die Wundheilung wird in vier aufeinanderfolgende und sich Uberschneidende Phasen unterteilt. Die
Hamostase beginnt unmittelbar nach Verwundung und dauert wenige Minuten an. Sie ist gekennzeichnet
durch eine GefaRkonstriktion sowie die Bildung und Organisation eines Fibringerinnsels. Die Inflammation
schlief3t sich der Hdmostase an und dauert etwa zwei Tage. Hier infiltrieren neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und Lymphozyten. Bis etwa zum 13. Tag nach der Verwundung erfolgt die Proliferation.
Dabei finden eine Reepithelialisierung, Angiogenese, Kollagensynthese und die Bildung der
Extrazellularmatrix statt. Abschlieend findet bis zum etwa 18. Tag nach der Verwundung das Remodeling
statt. Hier erfolgen Kollagen-Remodeling sowie Geféal3reifung und -ruckbildung.

Verschiedene innere und &ufRere Faktoren beeinflussen die Wundheilung. Beispiele fur
wundheilungsstérende  bzw. -verzogernde Einflisse sind Infektion (31),
Mangelernahrung (32), Nikotinabusus (33), Diabetes mellitus (34) sowie iatrogene
Einflisse wie beispielsweise die Radio- (35, 36) oder Steroidtherapie (31). Zur
Unterstitzung des Prozesses der Wundheilung konnten bisher verschiedene

therapeutische Ansatze etabliert werden.
1.3 Therapeutische Ansatze der Wundbehandlung

Als grundlegende chirurgische Intervention zur Férderung der Wundheilung kann das
sogenannte Débridement angesehen werden. Der Begriff Débridement bezeichnet dabei
die radikale chirurgische Entfernung nekrotischen Gewebes sowie potenziell
vorhandener Fremdkérper und Bakterien aus akuten oder chronischen Wunden. Die
vorliegende Wunde wird hierbei weiter ausgeschnitten. Ohne Débridement wére eine
lokal begrenzte Ulberschieende Wundheilung durch die vermehrte Produktion von
Metalloproteasen aufgrund des Vorhandenseins von nekrotischem Gewebe,
Fremdkdérpern und Bakterien die Folge. Durch das Debridieren einer chronischen Wunde
werden die Wundrander angefrischt und diese kann unter Umsténden in den Status einer
akuten Wunde uberfihrt werden. Hierdurch kann das Erreichen einer physiologischen
Wundheilung erméglicht werden (37). Die Durchfiihrung des Débridements sollte dabei

grol3ziigig und schnellstmdglich erfolgen (38).



Moderne Wundauflagen mussen verschiedenen Anforderungen gentigen. Sie sollten
zum Beispiel ein optimales Feuchtigkeitsmilieu am Ubergang zwischen Wunde und
Verband aufrechterhalten, die Ableitung Uberschiissigen Wundexsudats ermdglichen,
die Wunde vor Auskihlung schitzen, den Wundgrund abdecken und vor der
Kontamination mit Bakterien, Fremdkorpern oder anderweitigen Verunreinigungen
bewahren. Auch sollte der Verbandwechsel nahezu atraumatisch méglich sein (37). Es
besteht eine Vielzahl unterschiedlicher Verbandstoffe. Die Wahl der geeigneten
Wundauflage richtet sich nach der zugrundeliegenden Charakteristik der Wunde. Dazu
bedient man sich einem uberblickenden Assessment der Wundverhéltnisse. Trockene
Wunden werden grundsatzlich feucht gehalten, bei nassenden Wunden wird
Uberschiissiges Wundexsudat abgeleitet und bei nekrotischen Arealen erfolgt die
Entfernung ebendieser. Infizierte Wunden sollten antimikrobiell behandelt werden.
Verandert sich die Wunde in ihren Charakteristiken, andert sich auch das
Therapieregime (37). Es ist von grofRer Relevanz ein optimales Feuchtigkeitsmilieu zur
Foérderung der Wundheilung zu erreichen (39). Ein feuchtes Milieu beglinstigt dabei
grundsétzlich eine schnellere Wundheilung als ein trockenes (40). Durch den Einsatz
verschiedenster Wundauflagen kann dieses optimale Feuchtigkeitsmilieu erreicht und
anfallendes Wundexsudat in geeignetem MalRe absorbiert bzw. zurtickgehalten werden
(39). Unterstitzend werden lokal antiseptische MalRnahmen angewandt. Ziel dieser
Malnahmen ist die Inaktivierung oder Reduzierung biologischer Pathogene wie
Bakterien, Viren und Pilzen. Ebenfalls sollen bestehende Biofilme entfernt werden (12).
Bei grofitmdglicher Verminderung unerwiinschter Nebenwirkungen, die auf den
Organismus einwirken, soll lokal ein besonders antiseptisches Milieu entstehen (41).
Beispiele besonders wirksamer und vertraglicher Antiseptika sind Polyhexanid und
Octenidindihydrochlorid (12).

Ein weiteres gangiges chirurgisches Therapiekonzept, dass bei chronischen Wunden
Anwendung findet, ist die Vacuum assisted closure-Therapie (VAC-Therapie). In die
Wunde wird hierbei nach erfolgtem Débridement ein in Gro3e der Wunde angepasster
Schaumstoffschwamm eingelegt. Die Wunde wird mittels einer Folie luftdicht
verschlossen. Durch ein Loch wird ein Schlauchsystem eingefiihrt, welches mit einer
Vakuumpumpe verbunden ist. Ein auf das Wundgebiet begrenzter Unterdruck wird
erzeugt und Wundexsudat in einen Auffangbehalter abgeleitet (42).
Anwendungsbeispiele der VAC-Therapie sind diabetische Ulcera (43), die Therapie

eines Abdomen apertum (44) und grol3e infizierte Hautdefekte (45).



Fur die plastische Deckung nicht verschlossener Wunden bestehen viele Mdglichkeiten.
Beispielhaft hierfir sind Lappenplastiken und verschiedene Hauttransplantate, wie zum
Beispiel Spalthaut (46). Zukinftig konnte ebenfalls der Einsatz mesenchymaler

Stammzellprodukte Einzug in die Therapie chronischer Wunden finden (47).

14 Modellorganismen und In-vitro-Testsysteme zur Untersuchung der
Wundheilung

Derzeit werden vor allem Tiermodelle zur Verlaufsbeurteilung von Verwundung und
Wundheilung der Haut eingesetzt. Eine groRe Gruppe der Modellorganismen sind die
Nagetiere. Besonders Ratten und Mause werden haufig eingesetzt. Vorteile dieser sind
niedrige Kosten, eine gut mégliche Pflege sowie die Verfugbarkeit molekularer Sonden
zur Gewebeanalyse (48). Jedoch bestehen entscheidende histologische Unterschiede
zum Menschen, woraus Limitationen resultieren. Die Haut der Nager enthélt eine
muskuldre Panniculus-carnosus-Schicht, welche auf Hohe der Subkutis eine eher losere
Verbindung mit tieferliegenden Gewebsstrukturen darstellt (49) und eine ausgepragte
Wundkontraktion erméglicht (50). Die Epidermis und Dermis der Nager ist diinner als die
der menschlichen Haut. Es liegen weniger epidermale Strata sowie eine insgesamt
dichtere Verteilung von Haarfollikeln vor (51). Auch sind in der murinen Haut keine
apokrinen Schweil3drisen zu beobachten (52). GroR3flachige oder auch multiple Defekte
sind aufgrund der kleinen GroéRe des Modellorganismus nicht oder nur eingeschrankt
darstellbar (53). Das Hausschwein stellt einen weiteren haufig genutzter
Modellorganismus dar, da dessen Haut eine hohe anatomische und physiologische
Ubereinstimmung zur menschlichen Haut besitzt (54). Eine hohe Ahnlichkeit stellt jedoch
keine komplette Ubereinstimmung dar, weshalb sich die Ubertragbarkeit auf den
Menschen von mithilfe von Tiermodellen gewonnenen Ergebnissen als problematisch
darstellen kann. Beispielhaft sollen einige Differenzen im histologischen Aufbau der Haut
des Hausschweins naher betrachtet werden: Die Hautdriisen des Hausschweins zeigen
eine geringere Vaskularisierung. Auch fehlen ekkrine Driisen im gesamten Integument.
Unterhalb der Subkutis befinden sich ausgepragte Fetteinlagerungen (55). Derzeit kann
jedoch kein etabliertes Tiermodell den klinischen Wundheilungsprozess des Menschen
exakt nachbilden (56).

In  Anbetracht der ethischen Herausforderungen bei der Durchfiihrung von
Tierversuchen publizierten Russel und Burch 1960 die drei R-Prinzipien Reduction,

Refinement und Replacement. Reduction steht flr die Verringerung der Anzahl der
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Versuchstiere auf das notwendige Minimum, Refinement fir die artgerechte Haltung und
Untersuchungsbedingungen fur das Versuchstier und Replacement fir den Einsatz
geeigneter Alternativmethoden zum Tierversuch (57). In-vitro-Testsysteme setzen an
den Prinzipien des Replacement und der Reduction an. Ein Vorteil dieser ist eine hohe
Verfugbarkeit standardisierter Modelle und damit untereinander vergleichbarer Modelle
(58). Als nachteilig erweist sich die Beeintrachtigung der Barrierefunktion der Haut (58).
Auch ist kritisch zu betrachten, dass ein isoliertes Organsystem und nicht das komplexe
Zusammenspiel innerhalb eines Gesamtorganismus dargestellt werden kann (59). Als
geeignetes Beispiel fur den Einsatz von In-vitro-Testsystemen kann die Studie von
Kiesewetter et al. von 2019 zur Beobachtung der epidermalen Wundheilung angesehen
werden (60).

15 Methoden zur Untersuchung der Wundheilung in In-vitro Wundmodellen

In der taglichen chirurgischen Visite erfolgen regelmaRige Wund- und Befundkontrollen
sowie postoperative Verbandwechsel. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der
WundgroRe, Adaptation der Wundrander, randstidndige Hamatome, Sekretion,
Beschaffenheit der Wund- oder Drainageflussigkeit und dem Geruch. Auf die
klassischen Entziindungszeichen Rotung (Rubor), Schwellung (Tumor), Uberwarmung
(Calor), Schmerzen (Dolor) und die Funktionseinschrdnkung bzw. -verlust (Functio
laesa) der betroffenen Korperregion werden ebenfalls beurteilt. Diese Kriterien kdnnen

jedoch nicht auf In-vitro-Testsysteme Ubertragen werden.

Ein gebrauchliches Mittel zur Beurteilung der Wundheilung in Wundheilungsmodellen ist
das Messen der Konzentrationen verschiedener Zellmetaboliten, wie zum Beispiel
Glucose und Lactat, und die Aktivitdt von Proliferationsmarkern, wie zum Beispiel Ki67.
Sowohl der Anstieg und Abfall einzelner Parameter als auch die Gesamtdynamik kann
mit einer Zellregeneration oder einem Zelluntergang assoziiert sein. Beispielhaft hierfur
konnen die Konzentrationen von Glucose und Lactat sowie die Aktivitat von Ki67
angesehen werden. Hierdurch kdnnen unter anderem aerobe Stoffwechselbedingungen
und zellularer Stress quantifiziert werden (59). Eine Mdglichkeit der Messung dieser
Zellmetabolite besteht in der Photometrie. Nachteilig hierfur stellt sich jedoch die
Notwendigkeit des Vorhaltens besonderer Geréatschaften und Verbrauchsmaterialien
dar. Auch kdnnen nur indirekt Aussagen zum Zustand des Modells getroffen werden.
Mithilfe einer Impedanzmessung kdnnen Aussagen zur Barrierefunktion einer Epidermis

getroffen werden. Eine intakte Barriere geht mit einem hohen elektrischen Widerstand
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einher (61). Der transepitheliale elektrische Widerstand gilt dabei als ein geeigneter
Messwert fir die nicht-invasive elektrische Charakterisierung von Zellen und
Zellschichten (62). Eine genaue Unterscheidung der vier epidermalen Strata basale,
spinosum, granulosum und corneum voneinander ist hiermit jedoch nicht mdglich. Aus
angefertigten Schnitten aufgenommene histologische Abbildungen stellen grundséatzlich
eine gute Mdoglichkeit zur Auswertung und (Verlaufs-) Beurteilung kutaner
Wundheilungsmodelle dar. Haufig wird eine Uberblickende Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Farbung) angefertigt, um in kurzer Zeit eine orientierende Beurteilung eines
histologischen Modells durchzufiihren. Nachteilig ist jedoch, dass die Befundung derzeit
aufgrund fehlender standardisierter histologischer Beurteilungskriterien stark von
subjektiven Einfliissen gepragt ist und keinem festen Schema folgt. Es kommt mitunter
zu deutlich auseinanderweichenden Beurteilungen desselben Modells durch
verschiedene Befundende. Auch wird die Vergleichbarkeit durch eine fehlende
Quantifizierung der Ergebnisse erschwert. Es mangelt dadurch nach erfolgter
Befundung an unmittelbar vergleichbaren Daten. Insgesamt ermdglicht die histologische
Analyse eine Darstellung der histomorphologischen Architektur in hoher Ortsauflosung.
Jedoch kénnen keine genauen Rickschliisse auf die Funktionalitat des vorliegenden
Gewebes getroffen werden (61). Die Uberblickende HE-Farbung kann durch eine
Immunhistochemie erganzt werden. Mithilfe der Immunhistochemie ist es mdglich,
verschiedene Komponenten in unterschiedlichen Geweben oder Zelltypen sichtbar zu
machen (63). Schwachen dieser Technik liegen vor allem in der limitierten Darstellung
komplexer zellularer Zustande sowie die schwierige zeitgleiche Quantifizierung mehrerer
unterschiedlicher Zelltypen. Auch stellt sich die Ortsauflésung als gering dar. Neuere
Ansatze einer Fluoreszenz-Multiplex-Darstellung erfordern wiederum spezielle

Geratschaften und Verbrauchsmaterialien (64).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Derzeit existiert keine Methode zur standardisierten Quantifizierung der epidermalen
Histomorphologie und der Qualitdt epidermaler In-vitro-Testsysteme. Auch wurde die
Vaskularisierung als maoglicher stellvertretender Parameter der kutanen Wundheilung
noch nicht softwaregestitzt ausgezéahlt und so zur mdglichen Beurteilung angewandt.
Ziel dieser Arbeit ist es daher zum einen diese Mangel aufzugreifen und ein Scoring-
System mit dem Namen Basale-spinosum-granulosum-corneum-Score (BSGC-Score)
als Instrument fir eine Quantifizierung der epidermalen Histomorphologie kutaner In-

vitro-Testsysteme zu etablieren. Auch soll dieses neue Tool in den potenziellen
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Einsatzbereichen Qualitdtsmanagement und in der Verlaufsbeurteilung von

Verbrennungsmodellen angewandt und evaluiert werden (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: Grafische Zusammenfassung: Bildgestutzte Bewertung der epidermalen Histomorphologie:

(1) Aufstellen des BSGC-Scores: Anhand histomorphologischer Merkmale war es moglich
Epidermismodelle mithilfe des BSGC-Scores zu befunden und in Gutekriterien einzuordnen.

(2) Qualitatskontrolle: Es erfolgte der Vergleich unterschiedlicher Epidermismodelle mithilfe der ermittelten
BSGC-Scores.

(3) Beurteilung der Wundheilung eines verbrennungsmodells: Epidermis-Verbrennungsmodelle werden
jeweils topisch behandelt beziehungsweise nicht behandelt und die BSGC-Scores dieser nach 24
Stunden, sieben Tagen und 14 Tagen gegenubergestellt. Es zeigte sich, dass die topisch behandelten
Epidermismodelle einen hoheren BSGC-Score und somit einen besseren histomorphologischen Zustand
aufwiesen als die nicht behandelten.

(?) Mdgliche weitere Anwendungsbeispiele: Weitere zukiinftig mégliche Einsatzgebiete des BSGC-Scores
kdénnen der Einsatz zur Evaluation unterschiedlicher Verletzungsmodi, das Anlernen einer kunstlichen
Intelligenz zur automatisierten Befunderhebung und die Ausweitung auf Vollhautmodelle sein.

Zum anderen sollen die Vaskularisierung und Revaskularisierung in einem
Verwundungsmodell automatisiert quantifiziert und als Beurteilungsparameter der

kutanen Wundheilung herangezogen werden (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Grafische Zusammenfassung: Bildgestiitzte Quantifizierung der Revaskularisierung als Parameter
der kutanen Wundheilung:

Porcine Modelle wurden durch scharfe Gewalt verwundet und mit okklusiven und nicht okklusiven
Wundauflagen behandelt. Es erfolgte die Anfertigung histologischer Immunfluoreszenzaufnahmen aus
Stanzbiopsien nach funf beziehungsweise sieben Tagen. Mithilfe einer Bildbearbeitungssoftware war es
moglich BlutgefaRanschnitte auszuzéhlen und die unterschiedlichen Wundauflagen miteinander zu
vergleichen. Es zeigte sich ein Anstieg der Revaskularisierung aller behandelter Wundbereiche.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Fur den ersten Abschnitt dieser Arbeit ,Bildgestitzte Bewertung der epidermalen
Histomorphologie® lagen positive Ethikvota der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
(Aktenzeichen 182/10 und 280/18sc) vor. Fur den zweiten Abschnitt der Arbeit
,Bildgestitzte Quantifizierung der Vaskularisierung als Parameter der kutanen
Wundheilung® lag ein positiver Tierversuchsantrag des Bundesministeriums fur Bildung,
Wissenschaft und Forschung der Republik Osterreich (Geschaftszahl 2020-0.701.444)

vor.
2.2 Bildgestiitzte Bewertung der epidermalen Histomorphologie

2145 hochauflésende lichtmikroskopische Fotografien von HE-gefarbten Epidermis- und
Vollhautmodellen jeglichen Zustands wurden gesichtet und beurteilt. Die Modelle
wurden bereits im Voraus am Lehrstuhl fir Tissue Engineering und Regenerative
Medizin des Universitatsklinikums Wirzburg durch wissenschatftliche Mitarbeiterinnen
und Mitarbeiter der Projektgruppe fur standardisierte In-vitro-Testsysteme im Rahmen
anderer Versuchsreihen angefertigt, fixiert, eingebettet, zugeschnitten und mit HE
gefarbt. Angefertigt sind die lichtmikroskopischen Fotografien mithilfe des Keyence BZ-
9000. Sie zeigen die Modelle in 10-, 20- und 40-facher Vergro3erung. Wahrend der
Durchsicht der Abbildungen wurden samtliche beobachtete Defekte und Zustande der
einzelnen epidermalen Strata fortlaufend aufgelistet und mehrfache Beobachtungen zu
jeweils einem Punkt zusammengefasst. Physiologische histologische Charakteristika
der einzelnen epidermalen Strata von Nativhaut wurden festgelegt und die beobachteten
Defekte aus den Fotografien, mit abnehmendem Ubereinstimmungsgrad zur Nativhaut,
in absteigender Reihenfolge aufgezahlt. Die verschiedenen Strata wurden mit
Wichtungsfaktoren belegt. Elemente zur Befunddokumentation und

Benutzerfreundlichkeit wurden eruiert.

Zur Qualitatssicherung wurden insgesamt 59 in Paraffin gebettete Vollhaut- und
Epidermismodelle unterschiedlicher Donoren histologisch aufgearbeitet. Diese Modelle
wurden am Lehrstuhl fir Tissue Engineering und Regenerative Medizin des
Universitatsklinikums Wirzburg als Chargentests aufgebaut. Zu Beginn wurden diese

Praparate mit einem Mikrotom (Leica SM 2010 R, Feather Microtome Blade Type A35)
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in Dunnschnitte von jeweils 6 Mikrometer (um) Starke geschnitten und in einem
Wasserbad auf Objekttrager (Thermo Scientific Superfrost) aufgezogen. Nachdem die
Schnitte Uber Nacht bei 32 Grad Celsius (°C) im Warmeschrank (Medite TDOG66)
getrocknet wurden, wurden sie am nachsten Tag fir 60 Minuten bei 60 °C im
Warmeschrank (Medite TDO66) erwarmt, um das Paraffin zu schmelzen. Nach dem
Schmelzen des Paraffins wurde eine HE-Farbung unter dem Abzug durchgefiihrt. Zu
Beginn wird hierzu der histologische Schnitt fur jeweils zehn Minuten in eine erste und
anschliel3end in eine zweite unverdunnte Xylol-Losung getaucht. Das Praparat wird in
eine absteigende Alkoholreihe jeweils drei Mal auf- und abgetaucht. Die absteigende
Alkoholreihe besteht aus zwei 96-prozentigen (%-igen), einer 70%-igen sowie einer
50%-igen Ethanol-Lésung. Der Schnitt wird nun in demineralisiertem Wasser
geschwenkt, bis keine Turbulenzen mehr zu beobachten sind. Nacheinander wird dieser
nun fur sechs Minuten in unverdiinntes Hamatoxylin (Morphisto, Deutschland), flinf
Minuten in Leitungswasser und sechs Minuten in unverdinntes Eosin (Morphisto,
Deutschland) gegeben. Das Praparat wird mehrmals in demineralisiertem Wasser auf-
und abgetaucht bis keine Farbe mehr ausgewaschen wird. Abschliel3end wird der Schnitt
drei Mal kurz in 70%-ige Ethanol-ldsung eingetaucht. Anschlie3end fiir zwei Minuten in
96%-iges Ethanol und jeweils fur finf Minuten in jeweils zwei unverdiinnte Isopropanol-

und Xylol-Lésungen gegeben (siehe Tab. 1).
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Tab. 1: Protokoll der HE-Farbung

Zeitansatz Losung
10 Minuten (min) Xylol |
10 min Xylol 11
Ethanol 96 %
je 3x auf- und abtauchen Ethanol 96 %
und kurz ablaufen lassen Ethanol 70 %

Ethanol 50 %

schwenken, bis keine

Turbulenzen mehr demineralisiertes Wasser
beobachtbar sind

6 min Hamatoxylin

5 min Leitungswasser

6 min Eosin

mehrmals auf- und
abtauchen bis keine Farbe demineralisiertes Wasser
mehr auswascht

3x kurz eintauchen Ethanol 70 %

2 min Ethanol 96 %

5 min Isopropanol | (unverdiinnt)
5 min Isopropanol Il (unverdinnt)
5 min Xylol I (unverdiinnt)

5 min Xylol Il (unverdiinnt)

Der HE-Farbung schloss sich das blasenfreie Eindecken des histologischen Schnittes
mit organischem Eindeckmedium (Entellan™, Sigma-Aldrich, Deutschland) und
Deckglaschen (Menzel-Glaser 24x60 mm #1) an. Das Praparat trocknete anschlieBend
Uber Nacht unter dem Abzug. Am nachsten Tag wurden die Schnitte lichtmikroskopisch
mit dem Keyence BZ-9000 uberblickend visitiert. Nach der ersten Uberblickenden

Sichtung wurden die Praparate mithilfe des aufgestellten BSGC-Scores befundet.

Zuerst wurden die Rahmendaten in die freigegebenen Felder der
Dokumentationselemente eingetragen. Bei 5-facher Vergrol3erung erfolgte die erste
Betrachtung. Die Anleitung sowie die Bildbeilage (siehe Appendix I. - II.) wurden
unterstiitzend verwendet. Jeweils drei unterschiedliche Bereiche wurden pro Praparat
ausgewahlt. Bei diesen wurden systematisch nacheinander die Strata basale, spinosum,
granulosum und corneum bei 10- bis 20-facher Vergrof3erung befundet. Fir jeden der
drei Ausschnitte wurde ein Punktwert pro Stratum vergeben und in den Befundbogen
eingetragen. Optional konnten die Fotoausschnitte zudem fotodokumentiert werden. Der
Mittelwert aus den Punktwerten jedes einzelnen Stratum wurde gebildet. Es erfolgte die
Verrechnung mit den jeweiligen Wichtungsfaktoren und die Dokumentation der

Beurteilungsformel sowie die Betrachtung des farblich hinterlegten Punktewertes.
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AbschlieBend wurde das Gesamtpraparat mithilfe des errechneten Scores und dem

Bewertungsschlussel in seiner ganzlichen Giite bewertet.

Durch Schneider et al. (2021) wurde ein dreidimensionales In-vitro-Epidermismodell fiir
Verbrennungsmodelle etabliert und der BSGC-Score zur Verlaufsbeurteilung dieser
Verbrennungsmodelle eingesetzt. Die Verbrennungsmodelle wurden aus Zellen dreier
Donoren aufgebaut. Pro Donor wurde je ein unverwundetes Kontrollmodell (Kontrolle),
ein verbranntes und unbehandeltes (Verbrennung) sowie ein verbranntes und
anschlieend mit einer 5%-igen Dexpanthenol-Losung behandeltes Epidermismodell
(Behandlung) im Verlauf des Versuches gesichtet und befundet. Es erfolgte die
Beurteilung mittels BSGC-Scores fur Kontrolle und Behandlung an den Zeitpunkten 24
Stunden, sieben Tage und 14 Tage nach Verbrennung. Behandlung wurde an den
Zeitpunkten sieben Tage und 14 Tage nach Verbrennung beurteilt. Die Anwendung des
BSGC-Scores erfolgte wie in 2.2 beschrieben. AbschlieBend wurden die Ergebnisse
durch Schneider et al. (2021) einem Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Test fir

Mehrfachvergleiche unterzogen und grafisch dargestellit.

2.3 Bildgestutzte Quantifizierung der Revaskularisierung als Parameter der

kutanen Wundheilung

Bearbeitet wurden Bildaufnahmen Immunfluoreszenz gefarbter (IF) porciner
Verwundungsmodelle, welche jeweils eine Kutis abbildeten. Von derselben Aufnahme
waren jeweils eine IF-Darstellung von 4‘-6-Diamidino-2-phenylindol/DAPI (blau) und
alpha Smooth muscle actin (aSMA) (hellgriin) vorhanden. Zu Beginn wurde eine aSMA-
gefarbte Aufnahme ausgewahlt und ein Ausschnitt hieraus zur handischen Auszahlung
extrahiert  (gelber Rahmen). Angeschnittene Anteile von Drisen und

Drusenausfihrungsgangen wurden zuvor entfernt (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: Kutis mit durch Immunfluoreszenz-Farbung angefarbtes aSMA:
Bereiche mit den Oberflachenmerkmale aSMA imponieren grinlich. Im rechten oberen Bildbereich wurde
ein Bildausschnitt zur Analyse mit einem gelben Rechteck markiert.

Der gewahlte Bildausschnitt wurde mithilfe der Bildbearbeitungs- und

Bildverarbeitungssoftware ImageJ nach folgendem Schema bearbeitet:

e Image > Color > Split channels > Auswahlen des green channels

In diesem Ausschnitt imponierten die GefalRanschnitte graulich (siehe Abb. 8 (A)) und
es erfolgte die Einteilung des gesamten Bildes in vier Bereiche, einem links-oberen,
einem links-unteren, einem mittleren und einem rechten Bereich. Im links-oberen
Bildabschnitt konnten 39, im links-unteren Bereich 34, im mittleren 38 sowie im rechten
22 Gefallanschnitte gezéhlt werden. Unterhalb der Abschnitte wurden die
GefaRRanschnitte aller vier Abschnitte, welche graulich imponieren, unter total addiert und

aufgelistet. Insgesamt waren 133 Gefal3anschnitte zu erkennen (siehe Abb. 8 (B)).
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total: 133

Abb. 8: Abbildungsausschnitt nach Split channels (green) und handischer Auszahlung der
GefaRanschnitte in unterteilten Bildabschnitten:

(A) Die GeféaRanschnitte zeigen sich nach Split channels (green) graulich.

(B) Der gesamte Bildbereich wurde in vier markierte Abschnitte eingeteilt, einen links- oberen, einem links-
unteren, einem mittleren sowie einem rechten Bildabschnitt. Links-oben zeigen sich 39, links-unten 34, in
der Mitte 38 sowie rechts 22 GefalRanschnitte. Insgesamt sind 133 Gefalanschnitte erkannt worden.

Im zweiten Ansatz erfolgte die automatisierte Auszéhlung der angeschnittenen Gefal3e
mithilfe von ImageJ. Dazu wurde der zuvor auf 8-bit gesetzte Bildausschnitt

folgendermalfen weiterbearbeitet:
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Image > Adjust > Threshold (Genzen: 14-255; Default; B&W,; Dark background
off; Stack histogram off; Don’t reset range off) > Apply (siehe Abb. 9 (A))

Analyze > Analyze Particles (Size: O-Infinity; Circularity: 0.00-1.00; Display
results on; Clear results on; Summarize on; Add to manager on; Exclude on
edges off; Include holes on; Record stats off; In situ show off) > OK (siehe Abb.

9 (B))
Results-Fenster > Results > Distribution (siehe Abb. 9 (C))
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Abb. 9: Threshold, Analyze Particles und Area Distribution:

(A) Im linken Bildabschnitt sind die gewahlten Auswertungsparameter der Threshold zu sehen. Der rechte
Bildabschnitt zeigt das grafische Ergebnis der Auswertung. Die GeféaRanschnitte sind weifd auf schwarzem
Grund hervorgehoben.

(B) Der like obere Abbildungsbereich zeigt die ausgewahlten Auswertungsparameter von Analyze
Particles. Rechts oben erkennt man das grafische Ergebnis der Auswertung. GeféaRanschnitte sind
schwarz auf weilRem Grund hervorgehoben. Links unten sind die Gefal3anschnitte fortlaufend nummeriert.
Diese sind im rechten unteren Abschnitt tabellarisch unter Results aufgelistet.

(C) Die Abbildung besteht aus einem rechten, einem mittleren und einem rechten Bereich. Links zeigen
sich die gewéhlten Analyseparameter der Distribution. In der Mitte die Gesamtiibersicht der Area
Distribution. Rechts wiederum ist die tabellarische Auswertung der Area Distribution zu erkennen.

22



Die Werte der Area Distribution wurden daraufhin in eine Excel-Tabelle eingepflegt. Die
Werte unterhalb der Pixelgréf3e 30 (index: 0; bin start: 1.000; count: 3307) wurden nicht
weiter beriicksichtigt.

Eine HE-gefarbte Aufnahme des porcinen Kutanmodells wurde gesichtet. Die
Behandlung der Wunden erfolgte mittels zweier tbereinanderliegender Wundauflagen.
Direkt der Wunde aufliegend wurde an allen Verwundungsbereichen eine Hydroactive
bacterial nanocellulose-basierte hydroaktive Wundauflage (epicite ™4°®, QRSkin GmbH,
Wirzburg) verwendet. Uber dieser Auflage wurden unterschiedliche sekundare
Wundauflagen der Kategorien okklusiv und nicht-okklusiv verwendet. Die Wunden
wurden in drei verschiedene Verwundungsbereiche aufgeteilt. Lateral liegende vitale
und unverwundete Bereiche trugen die Bezeichnung Wundrand. Der eigentliche
Verwundungsbereich wurde in zwei Bereiche eingeteilt. Zum einen der apikal liegende
und in der Wundheilung aktive Bereich Wundheilung sowie der basal liegende Bereich

unter dem eigentlichen Verwundungsbereich Wundgrund (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Einteilung des Verwundungsmodells in verschiedene Wundbereiche:

Die Abbildung wurde in drei Wundbereiche eingeteilt. Die lilalfarbene gestrichelte Linie begrenzt den
Bereich Wundrand (WR), die rote gestrichelte Linie den Bereich Wundheilung (WH), die blaue gestrichelte
Linie den Bereich Wundgrund (WG).

Diese Einteilung wurde auf die aSMA-gefarbten Aufnahmen Ubertragen. Aus den aSMA-
gefarbten Abbildungen wurden die Bereiche Wundheilung extrahiert. Die Flache der
jeweils mit der Freehand selections ausgewahlten und markierte Bereiche wurde mittels
Analyze > Measure gemessen. Es erfolgte fur diese Bereiche die Auszahlung der
Vaskularisierung wie in 2.3 beschrieben. AnschlieRend wurden die Quotienten aus
Anzahl der Gefalanschnitte und der jeweiligen ermittelten Teilflache berechnet.
Abschlieend wurden diese Quotienten der Teilbereiche Wundheilung und Wundgrund

gegenlbergestellt.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Der erste Abschnitt befasst sich
mit der bildgestitzten Bewertung der epidermalen Histomorphologie mithilfe eines
erstmals aufgestellten Scoring-Systems. Im zweiten Abschnitt wird die mittels
Immunfluoreszenz erfasste Vaskularisierung und Revaskularisierung als Parameter der
kutanen Wundheilung ebenfalls bildgestitzt am Beispiel eines porcinen

Verwundungsmodells quantifiziert.
3.1 Bildgestutzte Bewertung der epidermalen Histomorphologie

In diesem ersten Versuchsabschnitt wird ein Scoring-System zur Bewertung
histologischer ~ Aufnahmen epidermaler In-vitro-Testsysteme aufgestellt. Die
Bewertungskriterien richten sich nach histomorphologischen Charakteristika der
Epidermis. Anschliel3end wird der BSGC-Score in den Bereichen Qualitatssicherung und

Verlaufsbeurteilung von Verbrennungsmodellen angewandt.

Insgesamt werden innerhalb des BSGC-Score 40 morphologische Kriterien erfasst. Im
Rahmen der Sichtung und Beurteilung von 2145 hochauflésenden Fotografien HE-
gefarbter Epidermis- und Vollhautmodellen jeglichen Zustands wurden diese Kriterien
anhand der ermittelten Defekte des Gesamtmodells als auch der einzelnen Strata
aufgestellt und nach absteigenden Punktwerten angeordnet. Ein hoher Punktwert
korreliert hierbei mit einem hohen Ubereinstimmungsgrad zu einer physiologischen und
nativen Epidermis mit deren charakteristischen histomorphologischen Kennzeichen,
welche vergleichend gesichtet wurde. Begleitend wurden histologische Merkmale der
Epidermis aus Literaturquellen verwendet. Insgesamt fallen neun Kriterien auf das
Stratum basale, zehn auf das Stratum spinosum, vier auf das Stratum granulosum und
17 auf das Stratum corneum. Auch sind die morphologischen Kriterien in den Farbtonen
grun, gelb und rot hinterlegt. Die Farbtone stehen dabei fir die Gutekriterien sehr gut bis
gut (+/griin), befriedigend bis ausreichend (o/gelb) und mangelhaft bis ungeniigend (-
Irot). Die folgenden Tabellen (siehe Tab. 2 — 5) zeigen die aufgestellten morphologischen

Kriterien mit den zugeordneten Punktwerten und den hinterlegten Farbténen:
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Tab. 2: Morphologische Kriterien fiir das Stratum basale

Beschreibung

zugeordneter
Punktwert

gut diskriminierbares kubisch bis hochprismatisches Epithel
mit Mitosefiguren

8

gut diskriminierbares kubisch bis hochprismatisches Epithel
mit hyperchromatischen Zellkernen

7

gut diskriminierbares kubisch bis hochprismatisches Epithel
mit hypochromatischen Zellkernen

(o2}

Defekte

einzelne Zellgrenzen schlecht diskriminierbar, jedoch keinerlei

flaches Epithel

vereinzelte Konglomerate

multiple Konglomerate

schlecht vom Stratum spinosum diskriminierbar

Stratum basale nicht vorhanden, diskontinuierlich oder
fehlende Differenzierung

O [PINW|A~| O

Tab. 3: Morphologische Kriterien fiir das Stratum spinosum

Beschreibung

zugeordneter
Punktwert

einzelne Zellen gut diskriminierbar, keinerlei Defekte

vereinzelte Konglomerate

vereinzelte geringgradige Spaltraume oder Vakuolisierung

multiple Konglomerate

weniger als drei Zelllagen vorhanden

multiple Spaltraume

vereinzelte grof3flachige Defekte oder Vakuolisierung

stark ausgepréagte groR3flachige Defekte oder Vakuolisierung

diskontinuierlich

fehlende Differenzierung

O |k (N [W |~ |01 0| |00
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Tab. 4: Morphologische Kriterien fur das Stratum granulosum:

Beschreibung zuF?uenokrth\r;:rtter
stark ausgepragt 3
mafig ausgepragt 2
schwach ausgepragt 1
nicht ausgepragt oder fehlende Differenzierung 0
Tab. 5: Morphologische Kriterien fir das Stratum corneum
Beschreibung ZuII?uer$£SV5]§:ter

keinerlei Defekte 16
leichte Abschilferungen 15
vereinz_e_lte punktuell auftretende Spaltraume oder 14
Vakuolisierung

starke oberflachliche Abschilferungen 13
multiple punktuell auftretende Spaltrdume oder Vakuolisierung 12
multiple nicht-kontinuierliche langsférmige Defekte 11
multiple kontinuierliche langsformige Defekte 10
grol3flachiger oberflachlicher langsférmiger Defekt 9
grof3flachiger oberflachlicher netzférmiger Defekt oder 8
Vakuolisierung

grof__?:fléf:higer oberfl_f";ichlicher Iéngsfbrmiger Defekt mit 7
zusatzlichen Spaltrdumen oder Vakuolisierung

gro[_?;_fla_chiger oberfl_;ichlicher netzft')rmige_r Defekt mit 6
zusatzlichen Spaltraumen oder Vakuolisierung

Kontinuitat durch oberflachliche Verletzung zerstort 5
Kontinuitat durch tiefe Verletzung zerstort 4
komplette en-bloc-Ablésung vom restlichen Praparat 3
komplette langsformige Auffederung 2
Keratose 1
weniger als drei Zelllagen vorhanden oder fehlende 0
Differenzierung

Die verschiedenen Strata wurden mit Wichtungsfaktoren belegt. Das Stratum basale
erhalt den Wichtungsfaktor vier, die Strata spinosum und granulosum jeweils drei und
das Stratum corneum zwei. Teil des Formblattes sind dariber hinaus
Dokumentationselemente zu Datum der Befundung, zur Bezeichnung des Praparates
und zum Namen/Klrzel des/der Beurteilenden. Ebenfalls steht ein Feld zum Erstellen

von Kommentaren zur Verfligung (siehe Tab. 6).
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Tab. 6: Bereich zur Dokumentation von Rahmendaten des Praparates

Datum: X

Bezeichnung des Praparates:

X X X X

Name/Kirzel des/der Beurteilenden: X

Kommentare:
X

Die Auswertung wird als nummerischer Score berechnet und dem Nutzer in

tabellarischer Form angezeigt (siehe Tab. 7).

Tab. 7: Tabellarische Auswertung des BSGC-Scores

Gesamt X { 100
B X 8
S X 9
G X 3
C X 16

Der tabellarischen Auswertung angeschlossen ist die Grundformel des BSGC-Scores in
Form von B(x/8) S(x/9) G(x/3) C(x/16) — x/100, wobei der Buchstabe x als Platzhalter
dient (siehe Abb. 11).

B(x/8) S(x/9) G(x/3) C(x/16) — x/100

Abb. 11: Grundformel des BSGC-Scores:

Die Grundformel des BSGC-Scores als abschlieRendes Dokumentationselement lautet B(x/8) S(x/9)
G(x/3) C(x/16) — x/100. (B: Stratum basale; S: Stratum spinosum; G: Stratum granulosum; C: St.
corneum; x: Platzhalter)
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Das Feld Bewertungsschlissel: Gesamtpraparat, welches ebenfalls farblich unterlegt ist,
bildet den Abschluss des Dokumentes. Die verschiedenen Farbténe sind den
Bewertungskriterien und ihren zugehoérigen Punktwertbereichen zugeordnet. Griin steht
fur sehr gut bis gut (100 — 70 Punkte), gelb fur befriedigend bis ausreichend (69 — 28
Punkte) und rot fur mangelhaft bis ungentigend (27 — 0 Punkte) (siehe Tab. 8).

Tab. 8: Bewertungsschliissel des Gesamtpraparats

Bewertungsschliissel: Gesamtpraparat

sehr gut bis gut 100 - 70 Punkte
befriedigend bis ausreichend 69 - 28 Punkte
mangelhaft bis ungentgend 27 - 0 Punkte

AbschlieRend wurden eine Bildbeilage und eine Anleitung mit Hintergrundinformationen
zum BSGC-Score erstellt und angehangt. Diese sowie das Formblatt fir den BSGC-
Score sind in Ganze in dem Appendix (siehe Appendix I. - 111.) hinterlegt.

Insgesamt wurden 59 Chargentests von Epidermis- und Dermismodellen gesichtet und
in lhrer Qualitat der Epidermis im Vergleich zur Echthaut beurteilt. Mit Charge wird in
diesem Zusammenhang ein einheitlicher Produktionsprozess von Epidermis- oder
Dermismodellen bezeichnet. Im Rahmen von Chargentests wird die Qualitat einer
gesamten Produktionsreihe beurteilt. Stellvertretend fir die gesamte Produktionsreihe
wird dafiir ein einzelnes reprasentatives Modell getestet. Beispielhaft hierfir soll nun
jeweils ein Modell aus den oben genannten Bewertungskategorien des
Bewertungsschlissels vorgestellt werden.

Zur Verdeutlichung eines Chargentests der Bewertungskategorie sehr gut bis gut dient
hier ein Modell, welches dem BSGC-Score B(7/8) S(7/9) G(3/3) C(11/16) — 80/100
zugerechnet wird. Das Stratum basale zeigt ein gut diskriminierbares kubisch bis
hochprismatisches Epithel mit hyperchromen Zellkernen, das Stratum spinosum
vereinzelte geringgradige Spaltraume oder Vakuolisierung, das Stratum granulosum ist
stark ausgepragt und das Stratum corneum ist von multiplen nicht-kontinuierlichen

langsformigen defekten gepragt (siehe Abb. 12 (1)).

Als Beispiel eines Chargentests der Bewertungskategorie befriedigend bis ausreichend
dient hier ein Modell, welches dem BSGC-Score B(3/8) S(7/9) G(2/3) C(0/16) — 39/100
zugerechnet wird. Das Stratum basale zeigt vereinzelte Konglomerate, das Stratum

spinosum vereinzelte geringgradige Spaltrdume oder Vakuolisierung, das Stratum
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granulosum ist maRig ausgepragt und das Stratum corneum besitzt weniger als drei
Zelllagen oder weist eine fehlende Differenzierung auf. Die Strata basale und
granulosum sowie das Gesamtpraparat erflllen das Bewertungskriterium befriedigend
bis ausreichend, das Stratum spinosum sehr gut bis gut sowie das Stratum corneum
mangelhaft bis ungenligend (siehe Abb. 12 (II)).

Als Beispiel eines Chargentests der Bewertungskategorie mangelhaft bis ungentgend
dient hier ein Modell, welches dem BSGC-Score B(1/8) S(0/9) G(1/3) C(2/16) — 11/100
zugerechnet wird. Das Stratum basale ist schlecht vom Stratum spinosum abgrenzbar,
das Stratum spinosum ist fehlend differenziert, das Stratum granulosum ist schwach
ausgepragt und das Stratum corneum zeigt eine komplette langsformige Auffederung.
Die Strata basale, spinosum und corneum sowie das Gesamtpraparat erfiillen das
Bewertungskriterium mangelhaft bis ungeniigend, das Stratum granulosum befriedigend
bis ausreichend (siehe Abb. 12 (lII)).
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multiple nicht-kontinuierliche 1n )
langsformige Defekte (—)
G stark ausgepragt (X) 3 ¥
vereinzelte geringgradige
S Spaltrdume oder 7 )
Vakuolisierung (*)
gut diskriminierbares kubisch
B bis hochprismatisches Epithel 7
mit hyperchromatischn
Zellkernen (V) =
Gesamt | 80 (+) B
— L - - -
[ Basmserocemcnie ssom00 || L o . o0
weniger als drei Zellagen
[ vorhanden oder fehlende 0
Differenzierung (—)
G maRig ausgepragt (X) 2
vereinzelte geringgradige
S Spaltraume oder 1/
Vakuolisierung (*) -
B | vereinzelte Konglomerate (V) 3 (o]|” o e e
Gesamt [ 39 (o) || : 2
[ B(3/8) S(7/9) G(2/3) €(0/16) - 39/100 | = 80um
komplette langsformige x
¢ Auffederung (—) 2
G schwach ausgepragt (X) 1 (o)
S| fehlende Differenzierung (*) 0 ()
B schlecht vom Str. spinosum 10
abgrenzbar (V)
Gesamt | 11 (-)
[ B(1/8) 5(0/9) G(1/3) C(2/16) - 11/100 | e

Abb. 12: Beispielhafte Auswertung eines Chargentests der Bewertungskategorie sehr gut bis gut,
befriedigend bis ausreichend und mangelhaft bis ungenugend:
Der rechte Abbildungsbereich zeigt einen histologischen Schnitt in einer HE-Farbung. Die linke Spalte
bezeichnet den beurteilten Bereich (B: Stratum basale; S: Stratum spinosum; G: Stratum granulosum; C: St.
corneum). In der zweiten Spalte sind die jeweiligen Bewertungskriterien des Beispiels genannt. Teil der
Bewertungskriterien sind die Symbole —, X, * und V, welche die jeweiligen Kriterien im rechten
Abbildungsbereich innerhalb des histologischen Schnittes aufzeigen. In der dritten Spalte ist der jeweiligen
Punktwert fir den Auswertungsbereich gelistet. Die vierte Spalte zeigt die Bewertungskriterien des
jeweiligen Bewertungsbereiches in symbolischer Form als (+), (0) und (-). (+) und der griine Farbton stehen
dabei fur das Bewertungskriterium sehr gut bis gut, (0) sowie der gelbe Farbton stehen fiir das
Bewertungskriterium befriedigend bis ausreichend und (-) sowie der rote Farbton fir mangelhaft bis
ungenugend. Unterhalb der Tabelle ist die vollstdandige Bewertungsformel des jeweiligen Beispiels zu
erkennen.

() Beispielauswertung eines Chargentests der Bewertungskategorie sehr gut bis gut.
(I) Beispielauswertung eines Chargentests der Bewertungskategorie ausreichend bis befriedigend.
(1) Beispielauswertung eines Chargentests der Bewertungskategorie mangelhaft bis ungenigend.
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Im Versuch von Schneider et al. (2021) wurden 3D-in-vitro-Epidermismodelle fur sieben
Sekunden durch einen heiRen Metallstab verbrannt. AnschlieRend wurde eine Halfte der
Testsysteme topisch mittels 5%-iger Dexpanthenol-Lésung behandelt, die andere Halfte
der Testsysteme wurde nicht behandelt und als Kontrolle bezeichnet. Es erfolgte die
Evaluation der Testsysteme 24-Stunden, sieben Tage und 14 Tage nach Verbrennung
als Verlaufsbeurteilung der Wundheilung der Modelle. Als einer der
Evaluationsparameter diente u.a. der BSGC-Score. Die ermittelten BSGC-Formeln der
Kontroll- und Behandlungsgruppe wurden einem Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Test fur
Mehrfachvergleiche unterzogen. Es zeigte sich eine statistische Signifikanz der Gruppe
Verbrennung (Burn) am siebten Tag nach Verbrennung bei einem p-Wert von < 0,05 (*)
(siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Grafische Darstellung des Ergebnisses eines Kruskal-Wallis-Tests mit Dunn's Test fiir
Mehrfachvergleiche veréandert aus Schneider et al. (2021) (59) zur Verlaufsbeurteilung eines
Verbrennungsmodells:

Beurteilung der Modellgruppen Kontrolle (Control, schwarz), Verbrennung (Burn, rot) und Behandlung (5%
Dexpanthenol, blau) jeweils nach einem, sieben und 14 Tagen. Es zeigte sich eine statistische Signifikanz
der Gruppe Verbrennung am siebten Tag nach Verbrennung bei einem p-Wert von < 0,05 (*).

3.2 Bildgestutzte Quantifizierung der Revaskularisierung als Parameter der
kutanen Wundheilung

In diesem Abschnitt der Arbeit wird die Revaskularisierung als ein mdglicher Parameter
zur Ermittlung der kutanen Wundheilung genutzt. Als Grundlage hierfur dienen mittels
Immunfluoreszenz-Farbungen angefertigte histologische  Aufnahmen  porciner
Verwundungsmodelle. Die Aufnahmen der porcinen Verwundungsmodelle erfolgte im
Versuch von Tuca et al. (2022). Dabei wurden im Bereich der Flanken zweier

Versuchstiere insgesamt pro Tier 12 3 cm x 3 cm fassende und 1,2 mm tiefe Wunden
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mit einem Dermatom gesetzt, davon jeweils sechs pro Seite. Es erfolgte die Behandlung
mithilfe okklusiver und nicht-okklusiver Wundauflagen. Das erste Versuchstier wurde
nach funf Tagen, das zweite Versuchstier nach sieben Tagen geopfert. Anschlielend
erfolgte die die Entnahme von 8 mm im Durchmesser fassenden Stanzbiopsien aus den
behandelten Bereichen. Hieraus wurden u.a. die Immunfluoreszenz-gefarbten
histologischen Aufnahmen angefertigt und mithilfe einer Bildbearbeitungssoftware weiter

untersucht.

Mithilfe dieser Bildverarbeitungssoftware soll zuerst die Vaskularisierung grundsatzlich
und anschlieend die Revaskularisierung an den oben genannten mit okklusiven und
nicht-okklusiven Wundauflagen behandelten Verwundungsmodellen erfasst werden.
Durch die Quantifizierung der Revaskularisierungsgrade sollen Aussagen Uber den
Heilungsverlauf getroffen und die unterschiedlichen Wundauflagen miteinander

verglichen werden.

Nach der Einteilung des gesamten Bildes in vier Bereiche, einem links-oberen, einem
links-unteren, einem mittleren und einem rechten Bereich, wurden die imponierenden
GeféaRanschnitte hdndisch ausgezahlt. Im links-oberen Bildabschnitt sind 39, im links-
unteren Bereich 34, im mittleren 38 sowie im rechten 22 GefalRanschnitte zu erkennen.
Insgesamt sind auf der gesamten Aufnahme 133 GefalRanschnitte zu erkennen (siehe
Abb. 14).

total: 133

Abb. 14: Ergebnis der hédndischen Auszéhlung der angeschnittenen Gefalie:

Der gesamte Bildbereich wurde in vier markierte Abschnitte eingeteilt. Die Gefal3anschnitte imponieren
dabei graulich. Im links-oberen Bildabschnitt konnten 39, im links-unteren Bereich 34, im mittleren 38
sowie im rechten 22 GeféRanschnitte gezahlt werden. Unterhalb der Abschnitte wurden die
GefalRanschnitte aller vier Abschnitte addiert. Insgesamt waren 133 Gefal3anschnitte zu erkennen.

33



Mithilfe der in 2.3 beschriebenen Parameter wurden in derselben Abbildung 137
elliptische Bildpunkte mit einer Grof3e ab 30 Pixel von der Bildbearbeitungssoftware
ImageJ automatisiert erkannt und in GréRenbereiche bis zu einer bestimmten Grol3e

eingeordnet. Abb. 15 zeigt die Verteilung der automatisch ermittelten Bildpunkte.
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Abb. 15: Erfassung und Verteilung der automatisch ermittelten Bildpunkte eines Testausschnittes = 30
Pixel:

Auf der x-Achse sind die GroRenverteilungen in Pixel aufgelistet, auf der y-Achse die dazugehdrige Anzahl
der Messpunkte.

Im Rahmen eines Versuchs zur Behandlung porciner Hautmodelle mit okklusiven und
nicht-okklusiven Wundauflagen wurden die Gefaanteile gezahlt sowie die
Gesamtflache und Teilflachen der Bereiche Wundrand, Wundheilung und Wundgrund,
wie in 2.3 beschrieben, ermittelt (siehe Abb.10). Die Quotienten aus Anzahl der
GefalRanschnitte und Teilflachen der Bereiche Wundrand, Wundheilung und Wundgrund
wurden jeweils fir nicht-okklusive Wundauflagen und okklusive Wundauflagen
berechnet und die Ergebnisse tabellarisch aufgelistet (siehe Tab. 9). Der obere Bereich
der Tabelle zeigt dabei die Ergebnisse der nicht-okklusiven Wundauflagen, der untere
die der okklusiven Wundauflagen. In der zweiten Spalte sind die Bezeichnungen der
Praparate aufgelistet (Wundgrund in dunkleren Farbtonen dargestellt; Wundheilung in
helleren Farbtonen dargestellt). Die dritte Spalte zeigt die Teilflache in Pixel, die vierte
Spalte die GefaRanschnitte und die flnfte Spalte den  Quotienten

GefaRanschnitte/Teilflache.
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Tab. 9: Ermittlung der Teilflachen, der Anzahl der GefaRanschnitte und des Quotienten
GeféaRanschnitte/Teilflache in nicht-okklusiven (rot unterlegt) sowie okklusiven Wundauflagen (blau
hinterlegt)

Gefap- | Sefal-
Praparat Teilflachen : anschnitte/
anschnitte L
Teilflache

2211
Wundheilung

2214
Wundheilung

22R1
Wundheilung

22R4

Wundheilung

AnschlieBend wurden die GefaRanschnitte/Teilflache jeweils in den Bereichen
Wundgrund und Wundheilung addiert und die Mittelwerte hieraus gebildet. Fur
Wundgrund zeigte sich ein durchschnittlicher Wert von 3028 Gefallanschnitte/Teilflache,
fir Wundgrund 11200 GefaRanschnitte/Teilflache. Ein ungepaarter t-Test wurde mit
GraphPad Prism Version 9.0.0 durchgefuihrt. Es zeigte sich eine statistische Signifikanz
bei einem p-Wert von 0,0006 (***) (siehe Abb. 16).
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Abb. 16: GefalRanschnitte/Teilflache in den Bereichen Wundgrund und Wundheilung:

Das Saulendiagramm zeigt an der x-Achse die beiden Bildbereiche Wundgrund (dunkelgriin) und
Wundheilung (hellgriin). An der y-Achse sind die GeféalRanschnitte/Teilflache dargestellt. Fur Wundgrund
zeigte sich ein durchschnittlicher Wert von 3028 GefalRanschnitte/Teilflache, fir Wundgrund 11200
GefaRanschnitte/Teilflache. Ein ungepaarter t-Test wurde mit GraphPad Prism Version 9.0.0 durchgefihrt.
Es zeigte sich eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von 0,0006 (***).

Nach dem Vergleich der Bereiche Wundgrund und Wundheilung wurden diese jeweils
nach ihrer zugrundeliegenden Wundauflage in die Kategorien Wundgrund nicht-
okklusive Wundauflagen, Wundheilung nicht-okklusive Wundauflagen, Wundgrund
okklusive Wundauflagen und Wundheilung okklusive Wundauflagen untergliedert. Es
wurden ebenfalls die durchschnittichen  GefaRanschnitte/Teilflache  dieser
Unterkategorien ermittelt. Fir den Bereich Wundgrund nicht-okklusive Wundauflagen
zeigten sich durchschnittlich 3529 GefalRanschnitte/Teilflache, fur Wundheilung nicht-
okklusive Wundauflagen 13546 Gefal3anschnitte/Teilflache. Bei einem mit GraphPad
Prism Version 9.0.0 durchgeflihrten ungepaarten t-Test zeigte sich im Vergleich der
beiden Gruppen eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von 0,0012 (**). Fir den
Bereich Wundgrund okklusive Wundauflagen ergaben sich 2361
GefaRanschnitte/Teilflaiche, fir Wundheilung okklusive Wundauflagen 8072

GefaRanschnitte/Teilfliche. Bei einem mit GraphPad Prism Version 9.0.0
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durchgefuhrten ungepaarten t-Test zeigte sich im Vergleich der beiden Gruppen keine
statistische Signifikanz bei einem p-Wert von 0,1013 (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Darstellung des Quotienten Gefaf3anschnitte/Teilflache in nicht-okklusiven (in roten Farbtdnen
unterlegt) sowie okklusiven Wundauflagen (in blauen Farbténen unterlegt):

An der x-Achse des Saulendiagramms sind die Bezeichnungen der Préparate aufgelistet (vital reminiscent
jeweils dunkler unterlegt; Wundheilung jeweils heller unterlegt), die y-Achse zeigt die
GefaRanschnitte/Teilflache. Fir Wundgrund nicht-okklusive Wundauflagen zeigten sich durchschnittlich
3529 GefaRanschnitte/Teilflache, fir Wundheilung nicht-okklusive Wundauflagen 13546
GefaRanschnitte/Teilflache. Bei einem mit GraphPad Prism Version 9.0.0 durchgefiihrten ungepaarten t-
Test zeigte sich im Vergleich der beiden Gruppen eine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von
0,0012 (**). Fur Wundgrund okklusive Wundauflagen ergaben sich 2361 GefalRanschnitte/Teilflache, fur
Wundheilung okklusive Wundauflagen 8072 GefaRanschnitte/Teilflache. Bei einem mit GraphPad Prism
Version 9.0.0 durchgefiihrten ungepaarten t-Test zeigte sich im Vergleich der beiden Gruppen keine
statistische Signifikanz.

Es wurden die Quotienten der GefaRanschnitte/Teilflache aus den Bereichen
Wundheilung und Wundgrund der nicht-okklusiven Wundauflagen und okklusiven
Wundauflagen gebildet. Dabei zeigten sich fir die nicht-okklusiven Wundauflagen 4,4,
52, 2,7 und 4,1 GefalRanschnitte/Teilflache (Wundheilung/Wundgrund). Fir die
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okklusiven Wundauflagen konnten 6,0, 1,5 und 3,1 GefaRanschnitte/Teilflache

(Wundheilung/Wundgrund) gemessen werden (siehe Tab. 10).

Tab. 10: Ermittlung des Quotienten GefaRanschnitte/Teilflache zwischen den Bereichen Wundheilung
sowie Wundgrund in nicht-okklusiven (rot unterlegt) und okklusiven Wundauflagen (blau unterlegt)

GefaRanschnitte/Teilflache

Praparat Wundheilung/Wundgrund

Diese Quotienten wurden gegenubergestellt. Fir die nicht-okklusiven Wundauflagen
zeigte sich ein Wert von 4100 GefalRanschnitte/Teilflache (Wundheilung/Wundgrund),
far die okklusiven Wundauflagen 4500 GefalRRanschnitte/Teilflache
(Wundheilung/Wundgrund). Ein ungepaarter t-Test, der mit GraphPad Prism Version
9.0.0 durchgefuhrt wurde, zeigte keine statistische Signifikanz bei einem p-Wert von
0,7863 (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Darstellung des Quotienten GefalRanschnitte/Teilflache zwischen den Bereichen Wundheilung
sowie Wundgrund in nicht-okklusiven (rot unterlegt) und okklusiven Wundauflagen (blau unterlegt):

An der x-Achse des Saulendiagramms sind die Bezeichnungen der Préaparate aufgelistet, die y-Achse
zeigt die GefaRanschnitte/Teilflache der Bereiche Wundheilung/Wundgrund. Fir die nicht-okklusiven
Wundauflagen zeigte sich ein Wert von 4100 GefaRanschnitte/Teilflache (Wundheilung/Wundgrund), fiir
die okklusiven Wundauflagen 4500 GefaRRanschnitte/Teilflache (Wundheilung/Wundgrund). Ein
ungepaarter t-Test, der mit GraphPad Prism Version 9.0.0 durchgefiihrt wurde, zeigte keine statistische
Signifikanz bei einem p-Wert von 0,7863.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Score zur Quantifizierung der Glte von
Epidermismodellen in toto sowie der einzelnen Strata im Vergleich zur Nativhaut
aufgestellt. Dieser Score zeigt dabei im Stil einer Facettenklassifikation insgesamt 40
Kriterien (neun fur das Stratum basale, zehn fur das Stratum spinosum, vier fur das
Stratum granulosum und 17 fir das Stratum corneum) und ist mit einem
Bewertungsschlissel und einer farblichen Codierung hinterlegt (rot/- entspricht der
Kategorie mangelhaft bis ungentigend, gelb/o entspricht der Kategorie befriedigend bis
ausreichend und grun/+ entspricht der Kategorie sehr gut bis gut). Zuséatzliche
Dokumentationselemente sind eingefiigt und eine Bildbeilage sowie eine Anleitung sind
angehangt (siehe Appendix I. - lll.). Das Formblatt ist im DIN A4-Format angelegt. Der
BSGC-Score wurde im Rahmen der Qualitatskontrolle sowie zur Verlaufsbeurteilung im
Rahmen eines Verbrennungsversuches von Schneider et al. (2021) erfolgreich

angewandt.

Als Vorbild des BSGC-Scores diente die TNM-Klassifikation, welche in den 1940er
Jahren von Pierre Denoix aufgestellt und durch die Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) veroffentlicht wurde (65). Die TNM-Klassifikation stellt eine
Facettenklassifikation fir maligne Tumorerkrankungen dar, in der unter anderem die
TumorgroBe (T), der Lymphknotenstatus (N) und das Vorhandensein von
Fernmetastasen (M) in Form einer Tumorformel dargestellt werden. Dies erlaubt die
Einteilung bzw. Umwandlung in ein genaues Tumorstadium, woraus sich anschlie3end
das Therapieziel und das Therapieregime ergeben sowie Aussagen zur Prognose
getroffen werden konnen. International und interdisziplinar ist es somit moglich anhand
der Tumorformel eine Vielzahl an Informationen zigig zu Ubermitteln. Seit der
urspriinglichen Einfihrung durch die UICC 1950 entstanden bisher mehrfache Auflagen
der TNM-Klassifikation, welche tumorspezifisch fortlaufend aktualisiert bzw. angepasst
werden. Auch wurden die urspriinglichen drei Deskriptoren der Tumorformel um weitere
Variablen wie zum Beispiel die Differenzierung der Tumorzellen (G) oder der
Resektionsstatus (R) erganzt. Die TNM-Klassifikation ist heutzutage fester Bestandteil

einer jeden interdisziplindren onkologischen Therapie.

Bisher wurde noch keine genaue Quantifizierung der morphologischen Giite von
Epidermismodellen beschrieben. Somit beruht die Beurteilung von Epidermismodellen

derzeit ausschlief3lich auf subjektiven und damit nicht vergleichbaren Kriterien. Eine
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qualitativ hochwertige Verlaufsbeurteilung verschiedener Epidermismodelle anhand
morphologischer Marker erscheint ebenfalls hierdurch nicht mdglich. In der aktuellen
Test Guideline Number 439 von 2021 der Organisation flr wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) heif3t es zum histomorphologischen Aufbau
epidermaler Modelle lediglich: ,Histological examination of the RhE (reconstructed
human epidermis) model should be provided demonstrating human epidermis-like
structure (including multi-layered stratum corneum)” (66). Auf eine genauere
mikroskopische Analyse der Morphe der Epidermismodelle wird hierbei nicht weiter
eingegangen. Die Anwendbarkeit des BSGC-Scores wurde im Rahmen des
Qualitatsmanagements geprift. Die Anwendung erfolgte auf 59 Chargentests
angefertigter Epidermismodelle. Es konnten Aussagen zur histomorphologischen Gite
aller vorliegenden epidermaler In-vitro-Testsysteme getroffen werden. Eine direkte
morphologische Verlaufsbeschreibung der Testsysteme im zeitlichen Verlauf auf
lichtmikroskopischer Ebene entfallt in vielen Versuchsreihen zumeist. Der Fokus liegt
v.a. auf immunhistochemischen Gesichtspunkten, welche indirekt den Zustand eines
histologischen Préparates oder das Ausmald einer Entziindungsreaktion beschreiben.
Je nach spezifischer Fragestellung werden zur Verlaufsbeurteilung zum Beispiel in
Verbrennungsmodellen verschiedene Interleukine, Vascular endothelial growth factor,
Lactatdehydrogenase und Ki67-Protein erhoben und im zeitlichen Verlauf verglichen.
Beispielhaft hierfir dient die Arbeit von Schneider et al. (2021). Die Beurteilung mittels
immunhistochemischer Marker erfordert mitunter ausgepragte zeitliche, personelle und
finanzielle Ressourcen. Es ist zudem nicht ersichtlich, welche Gltekriterien ein
Epidermismodell an bestimmten Zeitpunkten aufweist und wie sich diese unter
Umstanden Wandeln. Mithilfe des BSGC-Scores konnte die Verlaufsbeurteilung eines
In-vitro-Verbrennungsmodells aus humaner Epidermis durch Schneider et al. (2021)
nach festgelegten Zeiten nach Verbrennung erfolgreich durchgefihrt werden. Es zeigte
sich erwartungsgemal, dass ein Epidermismodell nach sieben Tagen nach
Verbrennung einen signifikant niedrigeren Punktwert im Vergleich zum unverwundeten
Kontrollimodell aufwies, sich der Punktwert jedoch im Rahmen der eintretenden
Wundheilung auch wieder erhdht (59). Der BSGC-Score kann demnach als geeignetes
ergdnzendes Evaluationstool der Gute eines In-vitro-Epidermismodells zu
immunhistochemischen Parametern angesehen werden. Besonders hervorzuheben ist
die gute Beurteilbarkeit nicht nur des Gesamtmodells, sondern auch der einzelnen

epidermalen Strata, die durch die hohe Ortsauflosung histologischer Aufnahmen
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ermdglicht wird. Hierdurch wird der jeweilige Zustand der Modelle objektivierbar, was

einen Vergleich und vor allem eine quantifizierbare Verlaufsbeurteilung ermaglicht.

Auch stellt die korrekte Dokumentation der Befundungsergebnisse Anwenderinnen und
Anwender oftmals vor Herausforderungen. Klare Dokumentationselemente und das fir
gangige Laborbiicher gewahlte DIN A4-Format erlauben eine einfache und

standardisierte Dokumentation der histomorphologischen Befunde.

Der BSGC-Score zeigt jedoch ebenfalls Limitationen auf. Der Score ist kein
diagnostisches Mittel, welches die qualifizierte Befundung durch histologisch geschultes
Personal ersetzen oder detaillierte Aussagen Uber die Ganze des Modells treffen kann
und soll. Der gezielte Anwendungsbereich dieses Tools liegt einzig und allein in der
Evaluation epidermaler In-vitro-Modelle. Eine Ausweitung des BSGC-Scores auf
diagnostische Parameter ist zuklnftig nicht vorgesehen. Es ergibt sich kein Anspruch
auf Vollstandigkeit der Befundung histologischer Modelle. Der BSGC-Score soll seinen
Stellenwert als ein ergénzendes Mittel der Befundung haben und immunhistochemische
Parameter zur Beurteilung erganzen. Je nach Fragestellung, die der Versuchsreihe
zugrunde liegt, muss diese ggf. erweitert werden. Auch konnen teilweise subjektive
Einflisse des/der Befundenden nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Obwohl die
Zielgruppe auf histologisch nicht spezialisiertes Personal liegt, ist es jedoch nétig, dass
vor der Erstanwendung eine qualifizierte Einweisung erfolgt. Nach vorgenommener
Einweisung konnte der Score auch durch histologisch nicht speziell geschultes Personal
wie zum Beispiel Hilfswissenschaftlerinnen und Hilfswissenschatftler sicher angewandt
werden. Aufgrund der Vielzahl beurteilter Modelle kdnnte der hierbei entstandene
Datensatz als sogenannte Ground Truth flr die automatisierte Auswertung epidermaler
In-vitro-Testsysteme durch eine kinstliche Intelligenz verwendet werden. Eine Ground
Truth ist vergleichbar mit einem Grund- oder Lehrsatz zum Anlernen einer kiinstlichen

Intelligenz.

Als histologische Zielstruktur des zweiten Teils der Arbeit diente die mittlere
Gefal3schicht der Kapillaren, die Tunica muscularis. Diese besteht aus glatten
Muskelzellen, in denen unter anderem aSMA vorliegt (67). ASMA wurde in diesem
Versuch gezielt ausgewéahlt um GefalRanschnitte mittels Immunfluoreszenz darzustellen.
Zu Beginn wurden erkennbare Talgdrisenanschnitte handisch entfernt. Diese
Strukturen lassen sich durch bestimmte histomorphologische Merkmale von Blutgefafien

unterscheiden. Sie treten traubenférmig-gruppiert innerhalb der Dermis auf und besitzen
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eine vakuoldése Form. Das zentrale Lumen wirkt aufgrund des muzindésen Charakters
des Sekretes ausgewaschen (3). Ohne die vorherige Entfernung dieser drisigen
Formationen waren diese mit hoher Wahrscheinlichkeit wegen ihrer elliptischen Morphe
falschlicherweise durch die Software als GefalRanschnitte erkannt und gezahlt worden.
Es erfolgte die anfanglich manuelle Auszéhlung der kapillaren Gefal3strukturen an einer
aSMA gefarbten IF-Aufnahmen eines porcinen Hautmodells. Dies diente als
Referenzwert zur Ermittlung der nétigen Einstellungen der Software zur automatisierten
Zahlung. Um eine Softwaregestiitzte Auswertung zu etablieren, wurden elliptische
Formationen mit einer Groé3e 2 30 Pixeln innerhalb der porcinen Dermis gezahlt. 30 Pixel
entsprechen im Malf3stab der vorliegenden Bildaufnahmen etwa 8 pm. Diese Grolie
wurde gewahlt, da 8 um der durchschnittlichen GroR3e von Kapillaren entsprechen (68)
und diese dadurch als Kapillaren angesehen werden konnten. Die vaskuldren
Fomationen konnten mittels der Bildbearbeitungssoftware ImageJ erfasst und
quantifiziert werden. Es zeigten sich mit 133 ermittelten Bildpunkten in der manuellen
Auszéhlung und 137 ermittelten Bildpunkten in der automatisierten Auszahlung
anndahernd Ubereinstimmende Werte. Hierdurch konnten die fur die Auszahlung und

weiteren Versuche notwendigen Einstellungen ermittelt werden.

Im zweiten Abschnitt des Versuches wurden diese Kenntnisse angewandt um die
Neovaskularisierung in verwundeten und mit sekundéren okklusiven bzw. nicht-
okklusiven Wundauflagen behandelten Bereichen zu quantifizieren und zu vergleichen.
Die Neovaskularisierung stellt einen wichtigen Teil der kutanen Wundheilung dar (69).
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine bessere Wundheilung mit einer
verstarkten Vaskularisierung bzw. Kapillarisierung einhergeht, sich demnach ein
zahlenmaRig groReres Verhaltnis aus Anzahl von GefalRanschnitten innerhalb einer

bestimmten Flache zeigt und softwaregestiitzt quantifiziert werden kann.

Durch die Unterteilung des Modells in die drei Abschnitte Wundrand, Wundgrund und
Wundheilung ist es mdglich, den Bereich der eigentlichen Wundheilung zu ermitteln und
gezielt zu untersuchen. Demnach findet die Transformation verwundeten in heilenden
Gewebes in demjenigen Bereich statt, in dem zuvor auch eine Verwundung erfolgte.
Diese Charakteristik trifft auf den Bereich Wundheilung zu, weshalb dieser auch
fokussiert weiter betrachtet wurde. Wichtig war es, die Anzahl der Kapillaren auf die
entsprechend gemessene Flache von Wundheilung zu beziehen, damit die Dichte der
Vaskularisierung ermittelt werden und sozusagen das Verhaltnis der Vaskularisierung

pro Flache gquantifiziert werden kann. Hierdurch werden die Ergebnisse untereinander

43



erst vergleichbar. Es zeigte sich in dieser Arbeit, dass in dem Bereich Wundheilung, in
dem Wundheilung stattfindet signifikant mehr GefaRanschnitte als in Wundgrund in
Relation zur Teilflache gemessen werden konnten. Die urspriingliche Hypothese konnte
daher bestétigt werden, dass in den Bereichen, in denen vermehrt Vaskularisation
gemessen werden kann, auch eine ausgepragtere Wundheilung stattfindet, also die
Neovaskularisation als ein aussagekraftiger Marker fir das generelle Stattfinden von
Wundheilung verwendet werden kann. Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen
von King et al. (2014), welche eine ausgepragtere Wundheilung mit einer verstarkten
Revaskularisierung assoziierten (70). Im Vergleich zwischen nicht-okklusiven und
okklusiven Wundauflagen konnte diese Beobachtung ebenfalls bestatigt werden. So
zeigte sich innerhalb der Gruppe der nicht-okklusiven Wundauflagen eine signifikant
starker ausgepragte Vaskularisation innerhalb Wundheilung im Vergleich zu
Wundgrund. Bei den okklusiven Wundauflagen zeigte sich kein signifikanter

Unterschied.

Zweites Ziel war es, einen unterschiedlichen Vaskularisierungsgrad zwischen
sekundaren okklusiven und nicht-okklusiven Wundauflagen an einem porcinen
Verwundungsmodell miteinander zu vergleichen und somit also einen potenziellen
Unterschied dieser Therapeutika in der Revaskularisierung herauszustellen. Um hierbei
eine Vergleichbarkeit untereinander zu ermdglichen, wurden die Quotienten der nicht-
okklusiven und okklusiven Wundauflagen der GefaRanschnitte/Teilflache von jeweils
Wundheilung/Wundgrund gebildet. Hierunter zeigte sich, dass es hinsichtlich der
Revaskularisierung keinen signifikanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen
sekundaren Wundauflagen zueinander gibt. Es zeigte sich jedoch bei Tuca et al. (2022),
dass nicht-okklusive  Verbé&nde eine signifikant deutlich  ausgepragtere
Reepithelialisierung gegeniber okklusiven Verbdnden zeigen. Bei okklusiven
Verbanden liegt eine signifikant deutlich grof3ere Gewebedicke der neu gebildeten
Dermis als beim Einsatz nicht-okklusiver Verbande vor (71). Es kann daher
geschlussfolgert werden, dass die hier angewandten Wundauflagen keinen Vor- bzw.

Nachteil, zumindest in Anbetracht der Neovaskularisierung, zueinander bieten.

Der BSGC-Score als Facettenklassifikation kann mit seinen 40 Beurteilungskriterien als
Tool fur die bildgestiitzte Quantifizierung der epidermalen Histomorphologie kutaner In-
vitro-Testsysteme angesehen werden. Eine Anwendbarkeit im Rahmen des
Qualitatsmanagements konnte durch die erfolgreiche Anwendung auf die Beurteilung

von Chargentests nachgewiesen werden. Auch war es mdglich, den
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histomorphologischen Zustand eines Verbrennungsmodells inklusive dessen
Heilungsverlaufs fortlaufend zu beurteilen sowie die histomorphologischen Korrelate zu
erfassen, zu quantifizieren und miteinander zu vergleichen. Eine Ausweitung des
Anwendungsbereichs auf weitere Versuchsmodalitdten, wie die Verlaufsbeurteilung
anderweitiger epidermaler Verwundungs- oder Heilungsmodelle ist denkbar. Zukiinftig
koénnte der BSGC-Score um Beurteilungskriterien dermaler Strukturen erganzt und somit
auf Kutismodelle ausgeweitet werden. Die fortlaufende Evaluation der
Nutzerfreundlichkeit und Aktualitdt erscheint sinnvoll, die Befundung durch eine

kunstliche Intelligenz (KI) mdglich.

Im zweiten Teil der Arbeit war es mdglich, die Vaskularisierung als Parameter der
kutanen Wundheilung mithilfe einer Bildbearbeitungssoftware zu quantifizieren. Es
zeigten sich Unterschiede in der Vaskularisierungsdichte topisch behandelter porciner
Verwundungsmodelle. Die Quantifizierung mittels ImageJ war einfach und schnell
durchfuhrbar. Es zeigte sich, dass die Vaskularisierungsdichte okklusiver in Vergleich zu
nicht-okklusiver Wundverbande nicht signifikant groer ist. Tuca et al. (2022) konnte
jedoch zeigen, dass in diesem Fall eine signifikant gré3ere Gewebedicke beim Einsatz
okklusiver Wundverbande in Vergleich zu nicht-okklusivem Verbandmaterial entsteht.
Die Wundheilung stellt jedoch ein duRRerst komplexes physiologisches Gesamtkonstrukt
dar, welches aus verschiedenen parallel ablaufenden Prozessen besteht. Die isolierte
Betrachtung der Revaskularisierung als einzelner Prozess der Wundheilung, so wahr sie
auch einen essenziellen Prozess darstellt, kann daher nicht als generelles Kriterium fur
die Gesamtbeurteilung ebendieser dienen. Hier findet die gewahlte Methodik seine
Limitation. Die hier angewandte automatisierte Auszahlung der Revaskularisierung

besitzt jedoch sicherlich einen Stellenwert zur ziigigen und Uberblickenden Beurteilung.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit hatte zum Ziel quantitative Analysen histologischer Aufnahmen der Haut
nach unterschiedlichen Gesichtspunkten zu etablieren. Im ersten Abschnitt wurde die
bildgestutzte Quantifizierung der epidermalen Histomorphologie untersucht. Nach
Sichtung und Beurteilung von 2145 hochauflésenden Fotografien HE-gefarbter
Epidermis- und Vollhautmodellen jeglichen Zustands, wurde der BSGC-Score als
Facettenklassifikation mit seinen insgesamt 40 Beurteilungskriterien aufgestellt. Die
unterschiedlichen epidermalen Strata wurden mit Wichtungsfaktoren belegt. Die
Bewertungskategorien sind mit einem Ampelsystem unterlegt. Eine Befundungsformel
wurde aufgestellt. Weitere Bestandteile des BSGC-Scores sind eine Anleitung mit
Bildbeilage sowie Dokumentationselemente. Die Anwendung erfolgte erfolgreich im
Rahmen der Qualitatssicherung an Chargentests und zur Verlaufsbeurteilung eines In-
vitro-Verbrennungsmodells aus humaner Epidermis durch Schneider et al. (2021) Der
BSGC-Score dient als zligig durchfiihrbares Evaluationstool zur Befundung von In-vitro-
Epidermismodellen und nicht als diagnostisches Mittel. Der zweite Abschnitt beschatftigt
sich mit der Vaskularisierung als Parameter der kutanen Wundheilung. Es wurden
aSMA-IF-gefarbte Abbildungen porciner Verwundungsmodelle betrachtet und nach der
Entfernung drisiger Strukturen Gefalanschnitte zu Beginn manuell ausgezahlt. Hieraus
wurden die nétigen Einstellungen fir die Bildbearbeitungssoftware ImageJ ermittelt und
die Abbildungen dieser anschlieBend zugefiuihrt. Es erfolgte die automatisierte
Quantifizierung elliptischer Formationen mit einer Grof3e = 30 Pixel. Im nachsten Schritt
wurden die Abbildungen in die Bereiche Wundrand, Wundgrund und Wundheilung
unterteilt. In dem Bereich Wundheilung zeigte sich eine signifikant grof3ere
Revaskularisierung als in Wundgrund. Abschlieend erfolgte der Vergleich sekundéarer
Wundauflagen. Der Vergleich der Quotienten Wundheilung/Wundgrund nicht-okklusiver
und okklusiver Wundauflagen zeigte keinen signifikanten Unterschied in der
Neovaskularisierung. Die isolierte Betrachtung der Revaskularisierung als einzelner
Prozess der Wundheilung kann nicht als generelles Kriterium fiir die Gesamtbeurteilung
dienen. Hier findet die gewahlte Methodik ihre Limitation. Zukilnftige
Anwendungsbereiche des BSGC-Scores sind die Ausweitung auf Vollhautmodelle und
andere Verwundungsmodalitdten. Eine automatisierte und durch eine Ki-gestitzte
Befundung ist ebenfalls aufgrund des zugrundeliegenden umfangreichen Datensatzes
denkbar. Auch kann eine automatisierte softwaregestitzte Quantifizierung der
Vaskularisierung als tberblickende und zuigige Beurteilung der Wundheilung sinnvoll

erscheinen.
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6 Summary

This work aimed to establish quantitative analyses of histological images of the skin
according to different aspects. In the first section, image-based quantification of
epidermal histomorphology was investigated. After reviewing and assessing 2145 high-
resolution photographs of HE-stained epidermis and full-thickness skin models of any
condition, the BSGC score was established as a facet classification with its total of 40
assessment criteria. Weighting factors were assigned to the different epidermal strata.
The assessment categories are underlaid with a color system. A scoring formula was
established. Further components of the BSGC score are a manual with picture
supplement as well as documentation elements. It was successfully applied in the
context of quality assurance on batch tests and for progression assessment of an in vitro
human epidermis burn model by Schneider et al. (2021). The BSGC score serves as a
rapidly feasible evaluation tool for the reporting of in vitro epidermis models and not as
a diagnostic tool. The second section focuses on vascularization as a parameter of
cutaneous wound healing. ASMA-IF-stained images of porcine wounding models were
considered, and after removal of glandular structures, vascular formations were
manually counted at baseline. From this, the necessary settings for the image processing
software ImageJ were determined and the images were subsequently fed to it
Automated quantification of elliptical formations with a size = 30 pixels was performed.
In the next step, the images were divided into the areas of wound margin, wound bed
and wound healing. The wound healing area showed significantly greater
revascularization than wound bed. Finally, secondary wound dressings were compared.
The comparison of the wound healing/wound bed quotients of non-occlusive and
occlusive wound dressings showed no significant difference in neovascularization. The
isolated consideration of revascularization as a single process of wound healing cannot
serve as a general criterion for the overall assessment. This is where the chosen
methodology finds its limitation. Future areas of application of the BSGC score include
extension to full-thickness skin models and other wound modalities. Automated and Al-
assisted scoring is also conceivable due to the extensive underlying data set. Automated
software-assisted quantification of vascularization may also appear useful as an

overview and expeditious assessment of wound healing.
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Appendix

l. Anleitung und Hintergrundwissen zum BSGC-Score

Anleitung und Hintergrundwissen zum BSGC-Score

Einleitung

Epidermismodelle aus Felderhaut finden im Tissue Engineering als standardisierte In-
vitro Testsysteme, aber auch im klinischen Gebrauch als Transplantate ihren Nutzen.
Dafiir werden aus einer Hautbiopsie die Keratinozyten und Fibroblasten isoliert, in einem
Nahrmedium kultiviert und an einen Carrier gebunden um anschlieend transplantiert zu

werden.

Problematisch ist jedoch, dass es bisher kein standardisiertes Tool zur Evaluation der
Glte solcher Epidermismodelle im Vergleich zu Echthaut gibt. Dieser Score soll das
Problem auf eine mdoglichst praktische und einfache Art 16sen und verschiedene
Epidermispraparate untereinander vergleichbar machen. Auch soll dem Nutzer bereits
mit einem Blick moglich sein, anhand des vorliegenden Scores eine Bewertung des

Gesamtpraparates als auch der einzelnen Strata zu treffen.

Die Bewertung erfolgt dabei anhand typischer histologischer epidermaler
Charakteristika. Der Aufbau des Scores orientiert sich an verschiedenen
Facettenklassifikationen, die in der Medizin einen grof3en klinischen Nutzen vorweisen
(zum Beispiel das TNM-Staging solider Malignome das bereits seit den 1950er Jahren

klinische Verwendung genief3t).

Bei der Erstellung des Scores wurden insgesamt 2145 Proben untersucht und 40
Kriterien diskriminiert. Auch findet eine Wichtung der Relevanz der unterschiedlichen
Strata statt.




Physiologischer Aufbau einer Epidermis

Um die Gilte eines Epidermismodells zu verstehen ist es wichtig, grundlegende
histologische Merkmale dieses Gewebes zu kennen. Im Folgenden soll daher kurz auf

den Schichtenaufbau einer Felderhaut-Epidermis eingegangen werden:

basal

Abbildung 1: Physiologischer Aufbau einer Epidermis
(C: Stratum corneum; G: Stratum granulosum; spin: S spinosum; B:

Stratum basale)




Kurz gesagt bedeckt die Epidermis die AuRRenflache des Kdrpers. Man unterscheidet
Leisten- von Felderhaut. Leistenhaut befindet sich dabei an den haarlosen Ful3sohlen
und Handinnenflachen, Felderhaut an den Ubrigen Bereichen des Kérpers. Bei der
Epidermis handelt es sich um ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel mit einem
charakteristischen Schichtenaufbau. Die Zellen werden hierbei als Keratinozyten

bezeichnet.

Von basal nach apikal finden sich in der Felderhaut die Strata basale, spinosum,
granulosum und corneum. In der Leistenhaut ist hoch zusatzlich zwischen den Strata
corneum und granulosum das Stratum lucidum diskriminierbar. Im weiteren soll sich

jedoch ausschliefZlich mit dem Aufbau der Felderhaut beschaftigt werden.

Das Stratum basale liegt der Basalmembran auf, die die Epidermis von der
bindegewebigen Dermis trennt. Das kubisch bis hochprismatisch einreihige Epithel
dieser Zellschicht ist der Ausgangspunkt der Zellregeneration und -proliferation. Wird sie
verletzt, kommt die Zellregeneration zum Erliegen. Gemeinsam mit dem Stratum
spinosum (das Zellen unterschiedlicher Morphologie aufweist) wird das Stratum basale

als Stratum germinativum bezeichnet.

Das Stratum granulosum imponiert mit Granula aus Loricrin, Profilaggrin und
Zytokeratinfilamenten. Alle basal dieser Zellschicht liegenden Strata (inklusive des

Stratum granulosum) besitzen vitale Zellorganellen und Zellkerne.

Als superficiale Zellschicht fallt das Stratum corneum auf. Es beherbergt keinerlei vitale
Zellorganellen oder Zellkerne und ist durch eine gleichmafRige homogene Farbung gut
zu erkennen. Die Zellen dieser Zellschicht werden als Korneozyten bezeichnet. Je
nachdem wie grof3 die mechanische Belastung der Epidermis ist, gestaltet sich die
Auspragung der Dicke dieser Schicht. Sie ist dariiber hinaus Endpunkt der epidermalen
Zelldifferenzierung und besitzt vor allem eine Schutzaufgabe fiir das darunterliegende

Gewebe.




Artefaktkunde

Bei der Anfertigung histologischer Schnitte konnen Artefakte entstehen. Diese lassen
sich nicht immer vermeiden. Das Erkennen von Artefakten ist jedoch wichtig damit die
Gesamtbeurteilung des Préparates nicht verfalscht wird. Um den Einfluss von Artefakten

mdglichst gering zu halten, werden pro Probe jeweils vier Schnitte begutachtet.

Im Folgenden werden die haufigsten Artefakte vorgestellt:

Farbeartefakte:

Im Farbeprozess kann ein zu intensiv gefarbtes Praparat entstehen. Typisch hierfir sind

fleckférmige Verdunkelungen.

Faltenbildung/Uberlagerung:

Beim Auftragen des frischen Schnittes auf den Objekttréager kann es zur Faltenbildung

oder Uberlagerung kommen.

Luftblasen im Eindeckmittel:

Durch schlechtes Eindecken im Anschluss an die Farbung verbleiben Luftblasen im

Praparat.

Stumpfe Mikrotomklinge:

Auffallig fur die Nutzung einer stumpfen Mikrotomklinge ist das Auftreten regelmafiger
wellenférmiger Verletzungen, Eindellungen oder Abschilferungen des Praparates. Vor
allem das Stratum corneum ist hiervon betroffen. Mdgliches Anzeichen sind ebenfalls

artifizielle punktuelle Spaltraume vor allem im Stratum spinosum.
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Abbildung 2: Mogliche Artefakte 1
Abschilferungen des Stratum corneum (*), Uberlagerungen
(Kreis und Rechteck)




Abbildung 3: Madogliche Artefakte 2:
artifizielle Spaltraume (*), Eindellungen durch stumpfe Mikrotomklinge
(Pfeile), Farbeartefakt (Kreis)




Abbildung 4: Mogliche Artefakte 3
60x-VergréRerung, Eindellung durch stumpfe Mikrotomklinge (*)




Abbildung 5: Mdogliche Artefakte 4
60x-VergroRerung, Uberlagerung (Rechteck)

Bewerten eines Epidermismodells mithilfe des BSGC-Scores

Bevor Sie mit der eigentlichen Bewertung beginnen koénnen, missen einige
Vorbereitungen getroffen werden. Achten Sie darauf, dass Sie von einem Préparat
mindestens drei geeignete Schnitte besitzen, die Sie in die Bewertung mit einschlie3en
kdnnen. Auch ist es wichtig, dass Sie zuvor den Score mit Datum und den Namen des

Préaparates und des Bewertenden in das Protokoll eintragen.

Suchen Sie sich nun einen Ausschnitt aus einem Praparat und beurteilen Sie diesen
mithilfe der Score-Kriterien fir jedes einzelnes Stratum in der 20x- oder 40x-
VergroRerung. Tragen Sie lhren Score in die Tabelle ein. Verfahren Sie mit zwei weiteren
Schnitten genauso, sodass Sie insgesamt drei Ausschnitte bewerten. Es empfiehlt sich
Fotografien lhrer Ausschnitte anzufertigen und mittels geeigneten Dateinamens zu
sichern. So kénnen Sie auch bei spateren Fragen lhre Bewertung nachvollziehen. Die
Tabelle berechnet Ihnen Ihren Score, und berucksichtigt dabei auch die
Gewichtungsfaktoren, sobald Sie Ihre Bewertungen eingetragen haben.




Sollte es Unklarheiten bei der Zuordnung eines Stratums zu einem bestimmten Kriterium

geben, nutzen Sie die Bildbeilage mit den Beispielbildern sowie das Glossar.

Nach fertiger Bewertung konnen Sie die Tabelle ausdrucken und in Ihr Laborbuch

einkleben.

Glossar

apikal

basal
Differenzierung
diskriminierbar
en-bloc
epidermal
hochprismatisch
hyperchromatisch
hypochromatisch
Keratose

Konglomerat
kubisch
Mitosefiguren
Morphologie
Stratum/Strata

superficial

an der Spitze gelegen

an der Basalmembran liegend

Unterscheidung, Spezifitat fir eine bestimmte Zellart
abgrenzbar

komplett, im Stick

zur Epidermis gehorend

zylindrisch

stark chromatisch gefarbte Zellkerne

blass chromatisch gefarbte Zellkerne

atypisches Vorhandensein von Zellkernen und/oder
Zellorganellen im Stratum corneum

Zelleinschluss

wurfelférmig

Zellkerne zeigen verschiedene erkennbare Mitosestadien
Erscheinungsbild

Stratum/Strata

oberflachlich
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V. AbklUrzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celsius

aSMA alpha Smooth muscle actin

BSGC-Score Basale-spinosum-granulosum-corneum-Score

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

HE Hamatoxylin-Eosin

IF Immunfluoreszenz

min Minute/n

OECD Organisation flur wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung

RhE reconstructed human epidermis

UICC Union Internationale Contre le Cancer

VAC-Therapie

Vacuum assisted closure-Therapie

um

Mikrometer
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