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1. Einleitung

1.1. Aufbau und Funktionen der Haut

Die Haut als grof3tes Organ des Menschen mit einer Flache von ca. 2 m? und
einem Gewicht von bis zu 10 kg hat neben der Stabilitdt des Integrumentes
vielfaltige andere Funktionen. Ein ausgedehnter Hautverlust ist mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitat verbunden.

Die Haut besteht aus einer dinneren epithelialen Schicht aus verhorntem
mehrschichtigen Plattenepithel, der Epidermis, und einer dickeren bindegewebigen
Schicht, der Dermis. Die beiden Schichten sind voneinander durch eine
Basalmembran getrennt (Abb. 1). Das Unterhautfettgewebe, die Subkutis, in
welche die Dermis Ubergeht, verbindet die Haut mit ihrer Unterlage. Die Haut
besitzt verschiedene Anhangsstrukturen wie Haare, Nagel und Drisen, welche
sich von der Epidermis ableiten. Die Epidermis besteht aus mehreren Schichten
von Hautzellen, den Keratinozyten. Andere Zelltypen wie Melanozyten und
Langerhans-Zellen sind in der Epidermis verstreut. Sie produzieren das
schitzende Hautpigment bzw. spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr.
Bei der Epidermis unterscheidet man die basalen und suprabasalen Schichten. Die
Keratinozyten der basalen Schicht, des Stratum basale, stehen im Kontakt zur
Basalmembran. Im Stratum basale sind teilungsfahige Zellen angesiedelt. Die
Zellen der suprabasalen Schicht bestehen aus mehreren Zelllagen und besitzen
keine Teilungsfahigkeit. In der Dermis werden zwei Schichten unterschieden. Die
obere zellreichere Dermisschicht, das Stratum papillare und das untere Stratum
reticulare. Die ortsstéandigen Zellen der Dermis sind zum grof3ten Teil Fibroblasten.
Sie bilden die Grundsubstanz der Dermis, die extrazellulare Matrix. Diese besteht
aus Kollagen, retikularen Fasern, Elastin und Glykosaminoglykanen. In der Dermis
findet man auch Nervenfasern. Die Blutversorgung der Haut erfolgt Gber arterielle
Aste der Subkutis, die sich meistens von den muskularen PerforansgefaRen

abzweigen. Sie bilden in der Dermis das oberflachliche und das tiefe Kapillarnetz



aus. Die Epidermis selbst besitzt keine BlutgefaRe und wird durch die Diffusion aus
der Dermisschicht mit N&hrstoffen versorgt. Dem Hautorgan kommen wichtige
physiologische Funktionen zu. Die Haut erfillt eine Schutzfunktion u.a. gegen
mechanische, chemische, thermische und bakterielle Einwirkungen. Sie spielt eine
wichtige Rolle bei der Thermoregulation des Koérpers und reguliert den
Flussigkeits-, Eiweil3- und Elektrolythaushalt. Die Haut besitzt weiterhin

immunologische, endokrinologische sowie sensorische Funktionen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der epithelialen sowie der bindegewebigen
Hautschichten. Epidermis und Dermis sind durch die Basalmembran, mit der die
teilungsfahigen Keratinozyten des Stratum basale in Kontakt stehen, getrennt.

[modifiziert nach G.H. von Donnersmarck: Verbrennungen, Zuckschwerdt, 1998]




1.2. Die Wundheilung der Haut

Schon seit jeher war die Haut Verletzungen und Noxen ausgesetzt. Die
Behandlung von Wunden der Haut ist eines der altesten Probleme in der Medizin
und stellt eine besondere Herausforderung dar.

Nicht nur chronische Wunden mit ihrer hohen Morbiditdt, sondern auch
Verbrennungswunden mit ihren oft unbefriedigenden, asthetischen Resultaten
bedeuten fur die betroffenen Patienten einen erheblichen Leidensdruck. Folgen
von Wunden der Haut und insbesondere Verbrennungswunden kodnnen
hypertrophe Narben mit Beeintrdchtigung des aul3eren Erscheinungsbildes oder
kontrakte Narben mit Funktionseinschrdnkungen bis hin zur Invaliditat und
Berufsunfahigkeit sein (Kremer und Berger, 2000).

Aus dem statistischen Jahrbuch ist zu ersehen, dass sich in Deutschland jahrlich
mehr als 2 Mio. Patienten eine behandlungsbedirftige akute Oberflachenwunde
zuziehen und die Zahl der Patienten mit chronischen Wunden ist pro Kalenderjahr
noch hoéher zu veranschlagen (Hirner und Weise, 2004). Diese Statistiken
veranschaulichen, dass der Behandlung von Wunden eine immense
volkswirtschaftliche Bedeutung zukommt. Das Verstandnis der Pathophysiologie
der Wundheilung ist aber eine Voraussetzung fir eine Optimierung der
Wundheilung.

Das Ziel der kutanen Wundheilung ist der Verschlul? der Haut. Die ungestorte
Heilung einer Hautwunde durchlauft kontrolliert Stadien mit Eliminierung zerstorten
Gewebes, Aufbau einer neuen Stitzmatrix, Revaskularisierung und
Wiederherstellung der zellularen Integritat der Dermis und Epidermis. Dieser
Prozel3 wird durch unterschiedliche Mediatoren gesteuert, die lokal als
Wachstumsfaktor oder Zytokin sezerniert werden oder als extrazellulare Matrix

bereitgestellt werden.



Man unterscheidet drei Phasen der Wundheilung :

1. Phase oder Exsudationsphase (1.-5. Tag nach Wundsetzung) :

Diese Entziindungsphase ist durch exsudative und resorptive Vorgange
gekennzeichnet. Es kommt zu einer Ausfillung des Defektes durch Blut und
Lymphe, wobei Fibronektin die Wunde durch Quervernetzungen zwischen Fibrin
und der extrazellularen Matrix des Wundbettes stabilisiert (Hirner und Weise,
2004). Die gestorte Mikrozirkulation fuhrt zur Aktivierung des Gerinnungssystems
und Komplementsystems sowie zur Freisetzung von biogenen Aminen,
vasoaktiven Substanzen und Prostaglandinen (Friedl et al., 1989). Die
Gerinnungskaskade, das Komplementsystem und die geschadigten Zellen setzen
weiterhin chemotaktische Stoffe frei, welche phagozytierende Leukozyten zur
Migration in das Wundgebiet veranlassen. Hierbei kommt es zu einer zeitlich
genau abgestimmten Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten bzw. Makrophagen in das Wundgebiet. Neutrophile Granulozyten
migrieren innerhalb der ersten 24 Stunden in das Wundgebiet. In den folgenden 48
bis 72 Stunden wandern Makrophagen als zweite Zellpopulation in das
Wundgebiet ein (Clark et al., 1993). Neben der Beseitigung von Zelldetritus und
Granulozyten aus der Wunde besteht die weitere Aufgabe der Makrophagen in der
Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (Riches et al., 1988).
Beispielsweise wurde in der Wundflissigkeit Tumor-Nekrose-Faktor-a
nachgewiesen (Rennekampff et al.,1998), der u.a. Fibroblasten und Endothelzellen
zur Ausschuttung sekundarer Mediatoren wie Interleukin-8 veranlasst (Sticherling
et al.,1993). Die freigesetzten Wachstumsfaktoren leiten die n&chste Phase der

Wundheilung ein.
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2. Phase oder Proliferationsphase (2.-7. Tag nach Wundsetzung) :

In dieser Phase Uberlagern die reparativen Prozesse die katabolen Vorgange der
Entziindungsphase. Es kommt zur Gefal3sprossung und zur Defektauffullung
durch Granulationsgewebe. Die Proliferation von Endothelzellen und die
Differenzierung, Proliferation und Migration von Fibroblasten sind wesentliche
Faktoren dieser Phase. Das Ergebnis von proliferierenden Fibroblasten,
extrazellularer Matrixsynthese und Angiogenese wird nach zirka finf Tagen als
Granulationsgewebe sichtbar.

Die Fibroblasten nehmen hierbei eine zentrale Stellung in der Modulation der
Wunde ein. Zum einen produzieren sie eine Anzahl von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, z.B. KGF (Keratinocyte Growth Factor), zum anderen
synthetisieren sie Glykosaminoglykane und Matrixproteine wie Kollagen, die Teil
einer temporaren extrazellularen Wundmatrix sind. Zusatzlich Gben Fibroblasten
Uber ihr Zytoskelett eine kontraktile Kraft auf die Wunde aus (Baur et al., 1977,
Tredget et al., 1997), was klinisch als Wundkontraktion in Erscheinung tritt.

Die Reepithelisierung der Wunde erfolgt nahezu zeitgleich mit der Ausbildung des
Granulationsgewebes.

Es kommt zur mitotischen Zellvermehrung der Keratinozyten am Wundrand und
zur Migration der Keratinozyten in die Wunde. Beide Vorgange zusammen fiihren
zu dem epithelialen Verschlul® der Wunde (Garlick und Taichman, 1994; Stenn und
Malhotra, 1992). Abhangig von Tiefe und Ausdehnung der kutanen Wunde
stammen die proliferierenden Keratinozyten aus dem Wundrand oder den
epidermalen Anhangsgebilden. So epithelisiert die oberflachliche, zweitgradige
Verbrennungswunde aus den verbleibenden Hautanhangsgebilden, wahrend bei
der drittgradigen Verbrennungswunde die Haarschéafte zerstoért sind und die

Reepithelisierung ausschlief3lich aus den Wundréndern erfolgen kann.
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3. Phase oder Reparationsphase (ab 7. Tag nach Wundsetzung) :

Als letzte Phase der Wundheilung stellt diese Reifungsphase den Abschluld der
Wundheilung dar und nimmt dabei zeitlich den gréf3ten Anteil ein. Sie beginnt etwa
ab dem siebten Tag nach der Verletzung und héalt ein Jahr oder langer an.

In dieser Phase organisieren sich die Kollagenfasern und es kommt zur ersten
Kontinuitat des Bindegewbes. Es findet eine Reifung von Typ-lll-Kollagen in Typ-I-
Kollagen im Verhéltnis 1:4 statt. Die zunachst noch véllig ungeordneten kollagenen
Fasern beginnen sich nach physikalischen Gesichtspunkten parallel auszurichten,
verdicken sich, und es erfolgt eine Wundkontraktion. Die von den Wundrandern
migrierenden Keratinozyten verschlielen die Wunde und inhibieren die Mitosen
und die Migration.

Histologisch findet sich das Bild eines dreidimensionalen Netzwerks mit einem
mehrschichtigen Epithel.

Die Narbe altert, enthalt weniger Zellen und gewinnt an Belastungsfahigkeit und
Reil3festigkeit.

Die Narbe besitzt nach Abschluss dieser Reifungsphase 80% der urspringlichen

Starke, bleibt aber stets dem Originalgewebe in der Struktur unterlegen.
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1.3. Apoptose

Apoptose ist eine Form des Zelltodes, der durch ein reguliertes intrazellulares
Programm ausgel6st wird und damit einen aktiven, genetisch hoch regulierten
Prozess darstellt. Die Apoptose unterscheidet sich somit grundsatzlich von der
Nekrose, bei der es zu einem passiven Kollaps der Zelle kommt.

Der apoptotische Prozess, den eine Zelle durchlauft, kann in drei Phasen unterteilt
werden (Saikumar et al., 1998). Zu Beginn steht die Induktionsphase, wahrend der
die Zellen stimuliert werden, in Apoptose zu gehen (Baatout et al., 2002; Erkan et
al., 2005). Es erfolgt die Effektorphase,  wéhrend der ein
Apoptoseexekutionsmechanismus in der Zelle durchlaufen wird (Ginski et al.,
1997; Mignotte und Vayssiere et al.,, 1998). Daran schliel3t sich die
Degradierungsphase an, wahrend der in den Zellen morphologische und
molekulare Zeichen der Apoptose deutlich werden (Rogalinska et al., 2002).

In vielen verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Zellen Uber ganz
unterschiedliche Wege in der Induktionsphase stimuliert werden kdnnen,
apoptotisch zu werden. Apoptose kann beispielsweise extrinsisch tber das Binden
von Molekilen wie dem Fas-Liganden oder dem Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
(TNF-a) an ihren jeweiligen Rezeptoren an der Oberflache einer Zelle induziert
werden. Auch intrazellulare Stimuli wie das Auftreten von DNA-Schaden, die
Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen sowie die Aktivierung von Molekilen im
Zytosol oder an der Zellmembran kénnen Apoptose in Zellen auslosen (Baatout et
al.,, 2002; Erkan et al., 2005; Kulms und Schwarz et al., 2002). Dieser
Reaktionsweg wird als intrinsische Aktivierung bezeichnet.

Wahrend der sich an die Induktionsphase anschlieRenden Effektorphase findet in
der Zelle je nach Apoptose-induziertem Stimulus ein
Apoptoseexekutionsmechanismus in Form einer definierten Reaktionskaskade
statt. Im Zentrum dieser vielfaltigen Reaktionskaskaden stehen zumeist Cystein-
Aspartat-haltige Proteasen, sogenannte Capasen, die durch Spaltung aus ihren

inaktiven Vorlauferformen in ihre aktiven Formen tberfihrt werden (Grutter et al.,
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2000).

So fuhrt beispielsweise das Binden des FAS-Liganden an den FAS/CD95-
Rezeptor tber die Aktivierung der Caspasen 8 und 10 zu einer Aktivierung der
Caspase 3 (Gastman et al., 2003). Die aktivierte Caspase 3 verursacht dann tber
weitere Reaktionswege die typischen morphologischen Veranderungen in der
Zelle. Caspase 8 kann aber auch direkt Caspase 7 aktivieren (Hirata et al., 1998).
Beide aktivierten Caspasen 3 und 7 kénnen dann wiederum uber PARP (Poly-
ADP-Ribose-Polymerase)-Inaktivierung zu DNA-Spaltung und damit zu Apoptose
fuhren. Caspase 9 gehort ebenfalls in die Gruppe der Cysteinproteasen und wird
durch mitochondriales Cytochrom C aktiviert. Uber eine Caspase-Kaskade mit
Caspase 3 und Caspase 7 wird dann Apoptose eingeleitet.

Es wurden allerdings auch Caspase unabhangige Apoptosemechanismen
beschrieben (Kolenko et al., 2000).

Apoptose kann beispielsweise auch tber p16 und p53 eingeleitet werden. Dieses
sind Proteine, die Uber die Blockierung von cyclinabhangigen Kinasen zu einem
Zellzyklusstop fuhren.

P 16 zum Beispiel hat eine inhibitorische Wirkung auf die cyclinabhangigen
Kinasen 4 und 6 und wird deshalb auch als Inhibitor von CDK4 und CDKG6
bezeichnet. Voraussetzung fur die Zellzyklusprogression in der G1-Phase ist die
Assoziation von D-Typ-Cyclinen mit CDK4 und CDK6, was pl16 als kompetitiver
Inhibitor durch direkte Bindung an CDK4 und CDK6 verhindert. Somit wird auch
der G1-S-Ubergang verhindert.

Aktiviert wird p 16 wiederum Uber einen p53-abhangigen Signalweg, der durch
zellularen  Stress  wie  DNA-Schadden oder deregulierte  Aktivierung
zellzyklusférdernder Gene ausgeldst wird.

Als Folge eines genotoxischen Stresses akkumuliert p53-Protein in der Zelle und
fuhrt Gber die transkriptionelle Aktivierung von p2l1 zum voribergehenden
Zellzyklusarrest, der die DNA-Reparatur erméglicht oder zur Einleitung der
Apoptose und Elimination der Zelle fihrt. P21 inhibiert nach seiner Bindung an

Cyclin-Kinase-Komplexe ebenfalls die Progression von der G1- in die S-Phase.
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Dies konnte unter anderem in Studien von Helton et al. und in Studien von
Schwartz et al gezeigt werden.

In Zellen mit p53-Verlust oder inaktivierender Mutation ist p21 nur in ca. 20%
nachweisbar, wahrend in Zellen, die p53 tUberexprimieren, auch p21 in Assoziation
mit der Zellzyklussupression induziert ist. So finden sich auch beispielsweise p53-
Deletionen bzw. Mutationen gehauft in Tumoren, beispielsweise in 75-80% der

kolorektalen Karzinome (Hilgers et al., 1996).

An die Effektorphase schliesst sich die Degradierungsphase der Apoptose in den
Zellen an. In der Degradierungsphase werden morphologische und molekulare
Zeichen der Apoptose deutlich. Im Kern einer apoptotischen Zelle zeigen sich
wahrend der Degradierungsphase mit Chromatinkondensation, Volumenverlust
des Kerns, Fragmentierung der DNA und der Formierung von in Vesikeln
abgeschnirten Kernbestandteilen, den sogenannten apoptotischen Kérperchen,
typische Zeichen der Apoptose. Wéahrend der Degradierungsphase finden im Kern
der apoptotischen Zelle auch Veranderungen auf der molekularen Ebene statt.
Diese beinhalten unter anderem ein Zerschneiden der DNA in kurze Abschnitte,
Modifizierungen an Polypeptiden des Kerns und die Proteolyse von einigen fur die
Erhaltung der Zelle wichtigen Proteinen (Rogalinska et al., 2000).

Neben den Veranderungen im Zellkern einer apoptotischen Zelle kommt es auch
zu Veranderungen der gesamten Zelle. Die Zelle verliert an Volumen und kann
sich von den umliegenden Zellen l16sen (Brancolini et al., 1997). Es finden auch
Veradnderungen an der Zellmembran statt. Phosphatidylserin, das normalerweise
unter physiologischen Bedingungen ausschlie8lich an der inneren Seite der
Zellmembran lokalisiert ist, befindet sich bei apoptotischen Zellen auch auf der
Aullenseite der Zellmembran (Pepper et al., 1998). In weiteren Studien wurde
berichtet, dass Zellen wahrend der Apoptose Knospungen in Form von Blaschen
an der Aul3enseite ihrer Zellmembran bilden (Blandino und Strano et al., 1997).

Bei der Apoptose degradieren also aktivierte Enzyme die zelleigene DNA und

Proteine. Die Plasmamembran der Zelle wird strukturell verandert, bleibt aber
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vorerst intakt. Die tote Zelle wird dann unverziglich phagozytiert und es kommt zu

einem zellular erkennbaren inflammatorischen Prozess.
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1.4. Die Pathophysiologie der Verbrennungswunde

Ein thermisches Trauma wie die Verbrennung, welches zur Stdérung der
Hautfunktionen fuhrt, ist nicht nur durch lokale pathologische Vorgange in der
Brandwunde gekennzeichnet, sondern kann dartuber hinaus tiefgreifende
systemische Auswirkungen auf den gesamten Organismus zufolge haben (Abb. 3).
Bei Einwirkung grof3er Mengen an thermischer Energie auf die Haut kommt es zur
sofortigen Denaturierung der Proteine mit Verlust der Enzymfunktion und
Zerstorung der Zellen im Sinne einer Nekrose. Dabei werden Proteine bzw.
Lipoproteine freigesetzt, die toxisch und antigen wirken kénnen.

Bei einem thermischen Trauma werden drei Zonen der Verbrennungswunde
unterschieden. Nekrotische Hautareale und der Verbrennungsschorf, die durch
Proteindenaturierung gekennzeichnet sind, werden als Koagulationszone
bezeichnet. Umgeben wird diese Zone von der sog. Stasezone mit
eingeschrankter Mikrozirkulation, bedingt durch Vasokonstriktion, Schwellung der
Endothelzellen und Mikrothrombosierung der Gefal3e. Die Stasezone wird von der
Hyperamiezone umgeben, die durch Vasodilatation mit erhéhter Durchblutung
gekennzeichnet ist. Eine zunehmende Einschrankung der Mikrozirkulation in den
schwergeschadigten Arealen der Stasezone wird als Ursache zu einer Konversion
dieser Zone in eine Koagulationszone fuihren. Die Faktoren, welche zu einer
Verschlechterung der Mikrozirkulation fuhren kénnen sind u.a. Dehydrierung,
Hypovolamie, Druck, vasokonstriktorische Medikamente und Infektionen. Auch ein
Ischamie-Reperfusionsschaden, in dessen Folge es zu Endothelzellverdnderungen
und Adharenz der Leukozyten an der GefaRwand kommt, kann zu einer weiteren
Perfusionseinschrankung des Gewebes fuhren.

Bei einer tiefen Verbrennung gehen alle Funktionen der Haut in diesem Bereich
verloren. Das Zusammenbrechen der Isolierfunktion der Haut fuhrt zu einem hohen
Wasserverlust durch Verdunstung, der mit Elektrolyt- und EiweilRverlusten
einhergeht. Auch fehlt der Schutz gegen eine bakterielle Invasion und die

Gewebsnekrose bietet zugleich einen idealen Nahrboden fir Bakterien. Die aus

17



dem nekrotischen Gewebe freigesetzten Toxine und Mediatoren wie z.B. Zytokine
und Proteinasen bedingen durch ihre systemischen Wirkungen einen
generalisierten  Kapillarschaden  (sog. capillary leak) mit  erhohter
Kapillarpermeabilitét und Austritt von Plasmaproteinen in das Interstitium. Ein
interstitielles Odem mit intravasalem Fliissigkeitsmangel ist die Folge. Die Wirkung
der verschiedenen Mediatoren fuhrt weiterhin zur Aktivierung von Thrombozyten,
Granulozyten, des Gerinnungs- und Komplementsystems. Eine schwere
verbrennungsinduzierte Immunsuppression in Verbindung mit einer systemischen
Entziindungsreaktion (SIRS, systemic inflammatory response syndrome) kdénnen
zu einer Multiorgandysfunktion mit Herz-, Lungen-, Nieren- und Leberversagen,

fuhren.
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Effekte eines schweren Verbrennungstraumas.

Anlehnung an Germann, G. und H.U. Steinau, Zentralbl Chir 118 (1993), 293]

[in
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Die Tiefenausdehnung der Hautverbrennung wird in vier Grade (Abb. 4) eingeteilt.
Verbrennungen ersten Grades (19 betreffen hauptsac hlich die epidermale
Hautschicht. Sie fuhren zudem zu einer Gefal3erweiterung mit vermehrtem
Blutzustrom in den kleinen HautgefalR3en. Charakteristisch ist ein schmerzhaftes
Erythem und Odem der Haut. Diese Verletzungen heilen ohne Narben ab.

Bei zweitgradigen Verbrennungen reicht die Koagulationszone bis in die Dermis.
Hier besteht eine deutliche Veranderung der Mikrozirkulation. Es kommt zu einer
Trennung von Epidermis und Dermis mit subepidermaler Brandblasenbildung.
Abhangig von der Tiefe werden oberflachlich-zweitgradige (Il a% und tief-
zweitgradige (Il b9 Verbrennungen unterschieden. Bei der oberflachlich-
zweitgradigen Verbrennung ist die Epidermis komplett zerstort und die Dermis nur
in ihrer papillaren Schicht betroffen. Die Heilung erfolgt durch Migration und
Proliferation von Keratinozyten, die in der bulge-Region der Haarschéfte in der
tieferen Dermis Uberleben. Bei tief-zweitgradigen Verbrennungen ist die Haut bis in
die retikulare Dermisschicht zerstort. Hier ist die bulge-Region ebenfalls durch den
thermischen Schaden betroffen. Erfolgt keine operative Intervention, heilt eine
solche Verletzung unter Bildung von Granulationsgewebe mit starker
Narbenbildung aus.

Die Verbrennungen dritten Grades (1119 sind durch tiefgreifende Nekrosen und
Zerstorung aller Hautschichten gekennzeichnet. Sie bedtrfen einer chirurgischen
Exzision und nachfolgender Hauttransplantation.

Bei Verbrennungen vierten Grades (IV9) kommt es zur Verkohlung der Haut und
der tiefen Strukturen wie Muskel, Sehnen oder Knochen. Diese Verletzungen

erfordern eine ausgedehnte chirurgische Therapie.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schweregrade der Hautverbrennung.
Abgebildet ist eine zunehmende Zerstérung der Hautschichten entsprechend der
Tiefenausdehnung der Verbrennung. [modifiziert nach G.H. von Donnersmarck:

Verbrennungen, Zuckschwerdt, 1998]
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Die modernen Therapiekonzepte zur Versorgung schwerer
Verbrennungsverletzungen haben in den vergangenen Jahren zu einer deutlichen
Senkung der Letalitat beigetragen. Entscheidende Verbesserungen in der Therapie
schwerbrandverletzter Patienten konnten auf den Gebieten der initialen Schock —
und Flissigkeitsersatztherapie erzielt werden. Das Ziel dieser Behandlung ist die
Vermeidung eines Multiorganversagens durch Kreislaufstabilisierung und
ausreichende Organperfusion. Des Weiteren sind die Beherrschung der
respiratorischen Insuffizienz, des Inhalationstraumas und der Katabolie wichtige
Ziele in der Therapie Schwerbrandverletzter. Auch durch systemische und lokale
antibiotische Behandlung sowie optimierte chirurgische Therapie von
Verbrennungswunden wurden grofl3e Erfolge erzielt. Insbesondere durch eine
frihzeitige radikale Entfernung von nekrotischem Gewebe, dem Hauptausléser
vieler pathologischer Vorgédnge, werden Schocksymptomatik, Infektion und weitere
Dauerschaden reduziert bzw. ganz vermieden. Die Wunde stellt den zentralen
Angriffspunkt in  der Verbrennungstherapie dar. Viele schwerwiegende
pathologische Vorgange als Folge der Verbrennung kdnnen zum Teil vermieden
werden, wenn die Gewebsnekrosen frihzeitig abgetragen werden. Erfolgt jedoch
kein Wundverschluss, gehen die Vorteile einer solchen Frihexzision verloren.
Wenn die Wiederherstellung einer suffizienten Barriere zur Umgebung nicht
gewahrleistet wird, droht erneut durch eine bakterielle Wundbesiedelung die
Sepsis mit weiteren lebensbedrohlichen Komplikationen.

Um derartige Wunden in Zukunft einer effizienteren Therapie zuganglich zu
machen, ist ein besseres Verstandnis der Vorgange, die zum Versagen der

Heilung fuhren, unbedingt erforderlich (Falanga et al., 1995).
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1.5. Fragestellungen der Arbeit

Das ubergeordnete Ziel dieser Studie ist, das Verstandnis der Pathophysiologie
der Verbrennungswunden zu verbessern, um hieraus mdglicherweise eine
spezifische Therapie abzuleiten.

Im einzelnen soll die Proliferation von Keratinozyten am Wundrand von humanen
Verbrennungswunden Uber die Zeit dargestellt werden.

Weiteres Ziel ist es, Apoptose in humanen Verbrennungswunden nachzuweisen.
Ziel ist es, mdgliche intrinsische und extrinsische Regulationswege des Zelltodes
durch immunhistologische Darstellung der zugehorigen Proteine in humanen

Verbrennungswunden aufzuzeigen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientengut

Es wurde Gewebe aus tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden
untersucht. Das Gewebe wurde in der Klinik fir Plastische-, Hand-,
Rekonstruktive- und Verbrennungschirurgie der Berufsgenossenschaftlichen
Unfallklinik Tdbingen im Zeitraum von 2001 bis 2004 im Rahmen medizinisch
notwendiger Operationen gewonnen. Es handelt sich um debridiertes Gewebe von
Verbrennungswunden. Fur die Gewebebiopsien der Studie wurde eine
Genehmigung der Ethikkommission der Universitat Tubingen eingeholt.

Insgesamt wurden Gewebeproben von 30 Patienten untersucht. Davon waren 9
Frauen und 21 Manner. Die Patienten waren durchschnittlich 43 Jahre alt, wobei

der jungste Patient 26 Jahre alt war und der alteste Patient 79 Jahre alt war.

2.1.1. Verbrennungswunden

Es wurden Gewebeproben von 25 Patienten mit tief zweit- und drittgradigen
Verbrennungswunden entnommen. Diese Biopsien stammen aus exzidiertem
Gewebe von Patienten, die aufgrund ihrer Verbrennung einer tangentialen oder
epifaszialen Nekrektomie unterzogen werden mussten. Die Wunden waren durch
offene Flammen, Kontaktverbrennung oder Verbrihung entstanden. Die Biopsien

wurden zwischen dem 0. und 24. Tag nach der Verbrennung gewonnen.

2.1.2. Normale Haut

Zum Vergleich mit dem Wundgewebe wurde von 5 Patienten normale, unverletzte
Haut untersucht, die bei plastisch-chirurgischen Operationen abfiel und fir keine

medizinische Behandlung notwendig war. Auch hierfir lag die Genehmigung der

Ethikkommission der Universitat Tibingen vor.
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2.2. Immunhistologische Anfarbung

Der grofdte Teil der Hautbiopsien wurde sofort nach der Entnahme durch
Immersionsfixierung mit Formalin konserviert und in Paraffin eingebettet. Fiur die
Histologie wurden 5 pm dicke Schnitte auf beschichtete Objekttrager aufgezogen.
Die restlichen Hautbiopsien wurden nach der Entnahme in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70C gelagert. Sie wurden in 7 ym dicken Kryoschnitten
auf Objekttrager aufgebracht und bis zur weiteren Verarbeitung bei —70C
aufbewahrt.

Die Paraffinschnitte wurden zun&achst 30 Minuten bei 56 C auf eine Heizplatte
gelegt, 2x15 Minuten in Xylol entparaffinisiert und dann einer absteigenden
Alkoholreihe zugefihrt (je 5 Minuten in 100, 80, 70%igem Alkohol+ 2x5 Minuten in
Aqua dest). AnschlieBend wurden die Préparate 5x5 Minuten in Citratpuffer
(Mikrowelle, Stufe IlI) gekocht, wobei nach jedem Durchgang die verdampfte
Flussigkeit mit Aqua dest aufgefillt wurde. Danach lieR man die Objekttrager 20
Minuten im Citratpuffer abkihlen und spulte anschlieRend mit Waschpuffer.

Die Kryoschnitte wurden in der Gefriertruhe in =20 € kaltem Acethon-Methanol-
Gemisch (1:1) acht Minuten fixiert. Die Objekttrager wurden an der Luft getrocknet
und anschliel3end in Waschpuffer rehydriert.

AnschlieBend wurde sowohl auf die Paraffin- als auch auf die Kryoschnitte
0,3%iges Wasserstoffperoxid gegeben, um die gewebeeigene Peroxidase zu
blockieren. Nach 30minttiger Inkubation unter Lichtausschluss wurde wieder mit
Waschpuffer gespult. Daraufhin erfolgte eine Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 1%iger BSA(Bovines Serum-Albumin)-Waschpuffer-Losung fur
15 Minuten.

Jetzt wurden die Gewebeschnitte mit dem jeweiligen Primarantikbrper in
unterschiedlicher Konzentration 60 Minuten inkubiert. Die entsprechenden
Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt. Die Objekttrager wurden
gespult und dann je nach verwendetem Primarantikbrper mit einem gegen Maus,

Ratte oder Kaninchen gerichteten, biotinilierten Sekundarantikbrper 30 Minuten
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inkubiert (Biotinylated Anti-mouse/-rat/-rabbit Ig G der Firma Vector Laboratories).
Der Sekundarantikrper wurde 1:200 mit 1%iger BSA-Waschpufferlésung
verdunnt.

Die Schnitte wurden nochmals gespult und schlieBlich mit dem Avidin-Biotin-
Enzymkomplex (Vectastain ABC KIT, Fa. Vector Laboratories) 30 Minuten
inkubiert. Nach einem weiteren Spullvorgang wurde die chromogene
Substratlosung 3-Amino-9-Ethylcarbazol (Vector NovaRED Substrate Kit for
Peroxidase, Fa. Vector Laboratories) auf die Schnitte gegeben und 15 Minuten
inkubiert. Die positive Anfarbung ergab ein rotes Prazipitat. Die Schnitte wurden
nun in destilliertem Wasser gespllt und mit Hamatoxylin 45 Sekunden
gegengefarbt, dann unter flieBendem Leitungswasser 5 Minuten gebldut. Zum
Schluss folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (je 5 Minuten in 70,80,100%igem
Alkohol), die mit 2x 5minutiger Xylolbehandlung abgeschlossen wurde. Dann

wurden die Schnitte eingedeckt.
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2.2.1. Verwendete Reagenzien

Waschpuffer:

NacCl 8,84/l
Tris 6,19/
BSA 1,0g/I
Aqua dest 950ml
PH 7,4
Stammpuffer A :

Zitronensaure |10,6g

Aqua dest 500ml

Stammpuffer B:

Natriumzitrat | 14,79

Aqua dest 500ml

Citratpuffer :

Stammpuffer A | 9ml

Stammpuffer B |41ml

Aqua dest 450ml

PH 6,0
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2.2.2. Verwendete Primarantikrper

Primaranti
korper

Beschreibung

Positiv-
kontrolle

Verw.Kon
zentration

Hersteller

Klon

Bestell-
Nr.

Kl 67

Das Antigen Ki 67 ist ein Kernprotein, das in proliferierenden
Zellen in den G1-, G2-, S- und M-Phasen des Zellzyklus
exprimiert wird, wahrend ruhende Zellen in der GO-Phase Ki67-
negativ sind (Gerdes et al., 1983/1984). Ki67 dient daher als
Proliferationsmarker,  der  unter  anderem  auch  zur
Malignitatsbeurteilung von Neoplasien Verwendung findet

(Schauer et al., 1988; Weikel et al., 1989; Horlock et al., 1997).

20 pliml

DAKO

MIB-1

M7240

Caspase3

Caspase 3 ist eine der Cysteinproteasen, die im Rahmen des
apoptotischen Zelltodes friih aktiviert werden. Die aktivierte Form
kann immunbhistologisch geféarbt werden und weist auf Apoptose
hin, da in nekrotischen Zellen keine Caspase- Aktivierung erfolgt.

2,5plml

R&D
Systems

Aal63-
175

AF835

Caspase8

Caspase 8 ist die Cysteinprotease, die Uber den Fas-
Regulationsweg aktiviert wird und im weiteren zu apoptotischem
Zelltod fuhrt. Der immunhistologische Nachweis dieser Caspase
zeigt auf, dall dieser Regulationsweg aktiviert ist. In
Zusammenhang mit einer vermehrten Fas-Expression kann damit
ein Regulationsweg der Apoptose nach Zellstress aufgezeigt

werden.

Lymph-
knoten

40pl/m

Cell Signaling

Asp 374

9749

Caspase9

Caspase 9 gehort in die Gruppe der Cysteinproteasen und wird
durch mitochondriales Cytochrom C aktiviert. Uber eine Caspase-
Kaskade mit Caspase 3 und 7 wird Apoptose eingeleitet.

10/20/40
pl/ml

Cell Signaling

Asp 330

9501

Fas

Fas stellt einen Rezeptor dar, Uber den ein apoptotischer

Regulationsweg vermittelt werden kann. Eine vermehrte

Expression dieses Rezeptors gepaart mit seinem Liganden fihrt
zur Einleitung von apoptotischem Zelltod.

TEN

20pl/ml

dianova

1517P10
7

12392

TNF-0-R1

TNF-a-R1 gehdrt zur Gruppe der death-receptors und aktiviert
Uber eine sog. death-domain Initiatorcaspasen, die wiederum
Apoptose induzieren

Psoriasis

150pl/ml

R&D
Systems

BGB
025021

AF 225

TUNEL

Dieser Antikdrper markiert DNA-Bruchstellen (TdT-mediated
dUTP Biotin Nick End-Labeling). Derartige Bruchstellen weisen

auf apoptotische Zellen hin.

DNAse
Vorbehandlu

ng

nach
Hersteller
angabe

Roche

1168480
9910

P16

P16 ist ein cyclinabhéngiger Kinase-4-Inhibitor, der die im G1-
Zyklus vorkommenden cyclinabhéangigen Kinasen hemmt und
somit einen Ubergang in die S-Phase des Zellzylus verhindert. Es
kommt zu einem Stopp in der Zellzykluspassage.

Cervix-

dysplasie

2,5/5/10
pl/ml

CHEMICON

ZJ11

MAB8805
7

P53

p53 kann direkt oder indirekt zu einem Zellzyklusstop aber auch
zur Einleitung von Apoptose fiihren.

Plattenepithel

carcinom

5/10/20
pl/ml

CYMBUS

Pab 1801

CBL420
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2.2.3. Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen

2.2.3.1. Verbrennungswunden

a) Inflammatorische Phase der Wundheilung:

Proben mit einem Wundalter von null bis drei Tagen

Probe | Wundalter(Tage)

V1

V2

V3

V4

V5

V6

V7

V8

V9

V10

V11

W W W N N N P P PP P O

V12




b) frihe Proliferations- und Reparationsphase der Wundheilung:

Proben mit einem Wundalter von vier bis sieben Tagen

Probe | Wundalter(Tage)
V13 |4
V14 |4
V15 |4
Vie |7
vir7 |7

c) Proliferations- und Reparationsphase der Wundheilung:

Proben mit einem Wundalter von mehr als sieben Tagen

Probe | Wundalter(Tage)
V18 |8

V19 |8

V20 |8

V21 |9

V22 |12

V23 |12

V24 |21

V25 |24




Bei Ki 67- und TUNEL-Farbung wurden unter dem Mikroskop die positiven Zellen
der Basalzellschicht und der untersten suprabasalen Keratinozyten entlang einer
Strecke von 500 um vom Wundrand ausgehend gezahlt. Es wurde der prozentuale
Anteil positiver Zellen von der Gesamtzellzahl ermittelt. Diese Auszahlung erlaubt
die Berechnung des Mitoseindex in der Wunde. Vergleichbare Untersuchungen
wurden bereits an chronischen Wunden durchgefiihrt (Rennekampff et al., 1997;
Rennekampff et al., 2007).

Bei allen anderen Farbungen wurde die Anfarbung der Hautschichten

semiquantitativ ausgewertet.

Zur Dokumentation der Intensitat diente dabei folgendes Schema:

0- keine Anfarbung

1-  gering positive Anfarbung
2 —  deutlich positive Anfarbung
3 —  stark positive Anfarbung
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3. Ergebnisse

3.1.Histomorphologie der Verbrennungswunde ( HE — Farbung)

In Abbildung 5 ist der Wundrand einer tief zweitgradigen Verbrennungswunde am
8. Tag nach der Verbrennung zu sehen. Von Interesse ist hier vor allem der
Ubergang von gesunder Haut (Hyperamiezone), tiber den Wundrand (Stasezone)
bis zum Wundgrund (Nekrosezone). Die Nekrosezone ist durch den kompletten
Verlust der Epidermis gekennzeichnet.

2z : Abb.5:

- o
j ’ G Tangential exzidierte, tief zweitgradig verbrannte
' / -fﬁ*«\ \ Haut vom 8. Tag nach der Verbrennung
h \ : x ) HE-Farbung, OriginalvergréRerung x 200
\ ‘.,;Z \ *
\ :.‘ ~ 9 " “\l
>'<» * =Y {
LS £ .“ ‘a
AR
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3.2.Mitoseindex in normaler Haut und in Verbrennungswunden

3.2.1KI 67

Normale Haut

Nach Anfarbung mit dem Ki 67-Antikorper finden sich im Epithel normaler Haut in
den untersten Zellschichten (Stratum germinativum) einzelne positive Zellen. Der
Anteil der Ki67-positiven Zellen unter den ausgezahlten Zellen betragt im Median
2,5% (n=5).

Abb.6:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit dem Ki
67-Antikdrper angefarbt. Einzelne basale und
suprabasale Keratinozyten (Stratum
germinativum)zeigen eine positive Anfarbung,
was durch ein rotes Prazipitat erkennbar ist.

S . , Braun dargestellte Zellen entsprechen
e Mgk Melanozyten.
S )] Originalvergréf3erung x 200.
“'.’ e ’ ¢
n' ’ °
Verbrennungswunden

Die tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden weisen am Wundrand eine,
gegeniber gesunder Haut, um mehr als das 9fache erhéhte Proliferationsrate auf.
Der Median des Mitoseindex am Wundrand der Biopsien betragt 22,8% (n=11) mit
einer Spannweite von 3,64 % bis 50 %. Tendenziell zeigt sich in der Gruppe der
Verbrennungswunden eine Zunahme des Mitoseindex mit zunehmendem
Wundalter.
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Abb. 7:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis drittgradig
verbrannte Haut vom 9. Tag nach der
Verbrennung wurde mit dem Ki 67-Antikdrper
angefarbt. Im Bereich der basalen und
suprabasalen Keratinozyten ist am Wundrand
eine deutliche positive Anfarbung in Form
eines roten Prazipitates zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200

Mitoseindex (%)

Alter (d)

Abb. 8: Verhaltnis von Mitoseindex (in Prozent) zum Wundalter (in Tagen)
bei Verbrennungswunden, die mit Ki 67 angefarbt wurden
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3.3 Apoptose in normaler Haut und in Verbrennungswunden

3.3.1. TUNEL-Férbung

Normale Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach der Anfarbung keinerlei Expression von TUNEL
in den Epithelzellen (Stufe 0).

Abb.9:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit TUNEL
angefarbt. Es ist keine Anfarbung zu erkennen.
OriginalvergrofRerung x 200.

Negativkontrolle

Auch bei der Negativkontrolle ohne Primarantikérper konnte keine Anfarbung
beobachtet werden.

Abb.10:

Die Negativkontrolle wurde ohne
Priméarantikbrper angefarbt. Es ist keine
Anféarbung zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200.
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Verbrennungswunden

Es wurden insgesamt 17 Biopsien von tief zweit- und drittgradigen
Verbrennungswunden untersucht. Zwei Biopsien mussten aufgrund mangelnder
Anfarbung (technisch bedingt) von der Auswertung ausgeschlossen werden. Es
wurden also insgesamt 15 Biopsien ausgewertet. Der Apoptoseindex lag zwischen
34,7 % und 65,5 % bewegt. Der Median lag bei 54,6 %. In der Gruppe der

Verbrennungswunden zeigte sich tendenziell eine Abnahme des Apoptoseindex

mit zunehmendem Wundalter.

Abb.11:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 1. Tag
nach der Verbrennung wurde mit dem
TUNEL-Antikérper angefarbt. Dargestellt
ist der Lasionsrand, wobei das Epithel
innerhalb der Lasion durch eine deutliche
positive Anfarbung in Form eines roten
Préazipitates gekennzeichnet ist.
Originalvergréf3erung x 200
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Apoptoseindex (%)

Alter (d)

Abb. 12: Verhaltnis von Apoptoseindex (in Prozent) zum Wundalter (in Tagen)
bei Verbrennungswunden, die mit TUNEL angeféarbt wurden
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3.3.2. Aktive Caspase 3

Normale Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach der Anfarbung keinerlei Expression von Aktiver

Caspase 3 in den Epithelzellen (Stufe 0).

Abb.13:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit Aktiver
Caspase 3 angefarbt. Es ist keine Anfarbung zu
erkennen.

OriginalvergréfRerung x 200.

Verbrennungswunden

In den untersuchten tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden findet sich
bei zwei der elf untersuchten Wunden eine stark positive Anfarbung mit jeweils
positiv angefarbten Haarbalgen (Stufe 3). Drei weitere Praparate sind deutlich
positiv angeféarbt, wobei die Farbung vom Wundrand zur Peripherie hin abnimmt
(Stufe 2). Bei einer Biopsie findet sich eine geringe positive Anfarbung (Stufe 1)
und funf Biopsien sind nicht angeféarbt (Stufe 0). Tendenziell nimmt die Expression
von Aktiver Caspase 3 mit steigendem Wundalter ab.
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Abb. 14:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 7. Tag
nach der Verbrennung wurde mit Aktiver
Caspase 3 angefarbt. Es ist eine deutliche
positive Anfarbung in Form eines roten
Prazipitates in den Keratinozyten des
Epithels des Wundrandes zu erkennen.
Originalvergrof3erung x 200

39



3.3.3. Aktive Caspase 8

Positiv-/ Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde ein Lymphknotenpraparat (dankenswerte Leihgabe des
Institutes fur Pathologie der Universitat Tabingen) mitgefarbt. Es zeigte sich hierbei
eine deutliche Anfarbung im Bereich der Lymphfollikel. Bei der Negativkontrolle

ohne Priméarantikdrper konnte keine Anfarbung beobachtet werden.

Abb. 15:

Das Lymphknotenpréaparat wurde gegen Aktive
Caspase 8 angefarbt. Es zeigt sich eine deutlich
positive Anfarbung in Form eines roten Prazipitates
im Lymphfollikel.

OriginalvergréRerung x200
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Abb. 16:

Das Lymphknotenpréparat wurde bei der
Negativkontrolle ohne den Priméarantikdrper
angefarbt. Es zeigt sich hierbei keinerlei
Anférbung.

OriginalvergréfRerung x200

Normale Haut

Vier Praparate mit gesunder Haut wurden gefarbt. Es zeigt sich hierbei keinerlei
Anfarbung der Epithelzellen (Stufe 0).

Abb.17:

Gesunde, unverletzte Haut wurde gegen Aktive
Caspase 8 angefarbt. Es ist keinerlei positive
Anfarbung zu erkennen.

Originalvergréf3erung x 200.
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Verbrennungswunden

Es wurden insgesamt 15 tief zweit- und drittgradige Verbrennungswunden
untersucht, wobei drei Préaparate aufgrund eines falschen Anschnittes und zwei
Préaparate aufgrund einer Artefaktbildung nicht ausgewertet werden konnten. Bei
einem Praparat zeigt sich eine stark positive Anfarbung (Stufe 3), bei vier
Préparaten ist eine deutliche Anfarbung zu erkennen (Stufe2) , zwei Préaparate sind
gering positiv angefarbt (Stufel) und drei Praparate zeigen keinerlei Anfarbung
(Stufe 0). Bei den positiv angefarbten Praparaten liegt die Anfarbung ab Wundrand
bei einer Lange zwischen drei und neun Millimetern. Tendenziell nimmt mit

steigendem Wundalter die positive Anfarbung und die Lange der Anfarbung zu.

Abb. 18:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis drittgradig
verbrannte Haut vom 2. Tag nach der Verbrennung
wurde mit Aktiver Caspase 8 angefarbt.

Es ist eine deutliche positive Anfarbung (Stufe 3)

in Form eines roten Prézipitates in den Keratinozyten
des Epithels des Wundrandes zu erkennen.
OriginalvergréfRerung x 200
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3.3.4. Aktive Caspase 9

Verbrennungswunden

Es wurden unterschiedliche  Konzentrationen  (1:25/1:50/1:100) und
unterschiedliche Vorbehandlungen (5x5 Minuten Citratpuffer/ 0,05% Trypsin) an 10
Praparaten von Verbrennungswunden ausgetestet. Bei allen 10 Praparaten konnte
keinerlei Anfarbung beobachtet werden (Stufe 0).

Abb. 19:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 7. Tag nach
der Verbrennung wurde gegen Aktive
Caspase 9 angefarbt. Es ist keinerlei
Anfarbung zu erkennen.
Originalvergrof3erung x 200
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3.4. Zellzyklusassistierte Proteine

3.4.1.p 16

Positivkontrolle

Als Positivkontrolle wurde ein Praparat einer Cervixdysplasie (dankenswert zur
Verfigung gestellt seitens des Pathologischen Instituts des Klikums Ludwigsburg)
mitgefarbt. Es zeigt sich eine deutlich positive Anfarbung in Form eines roten
Préazipitates.

Abb. 20:

Das Préaparat der Cervixdysplasie wurde mit
p 16 angefarbt. Es zeigt sich eine deutlich
positive Anféarbung in Form eines roten
Prazipitates.

OriginalvergréfRerung x200

gesunde Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach der Anfarbung keinerlei Expression von p 16 in
den Epithelzellen (Stufe 0).
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Abb.21:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit p
16 angefarbt. Es ist keine positive
Anfarbung zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200

Verbrennungswunden

Es wurden unterschiedliche  Konzentrationen  (1:25/1:50/1:100) und
unterschiedliche Vorbehandlungen ( ohne Citratpuffer / mit 5X5 Minuten
Citratpuffer) ausgetestet. Keines der Préaparate wies eine positive Anfarbung auf
(Stufe 0, n=8).

Abb.22:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 7. Tag
nach der Verbrennung wurde mit anti-p
16 angefarbt. Es ist keinerlei Anfarbung
in den Keratinozyten des Epithels des
Wundrandes zu erkennen.
OriginalvergroRerung x 200
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3.4.2.p53

Positiv-/Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde ein Plattenepithelcarcinom-Praparat (dankenswerte
Gabe der Universitatshautklinik Kiel) mitgefarbt. Bei der Positivkontrolle ist eine
deutliche Anfarbung der basalen und suprabasalen Keratinozyten zu erkennen
(Stufe 2). Die Negativkontrolle weist keine Anfarbung auf.

Abb.23:

Das Plattenepithelcarcinom-Préaparat wurde
mit dem p 53-Antikdrper angefarbt. Es ist eine
deutlich positive Anfarbung in Form eines
roten Prazipitates vor allem im Bereich der
basalen und suprabasalen Keratinozyten zu
erkennen.

OriginalvergréfRerung x 200.

Abb.24:

Das Plattenepithelcarcinom-Préaparat wurde
bei der Negativkontrolle ohne den
Primarantikorper angefarbt. Es zeigt sich
hierbei keinerlei Anfarbung.
OriginalvergrofRerung x 200
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Gesunde Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach der Anfarbung keinerlei Expression von p 53 in
den Epithelzellen (Stufe 0).

Abb.25:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit p
53 angefarbt. Es ist keine positive
Anférbung zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200

Verbrennungen

In keinem der Praparate konnte eine Anfarbung beobachtet werden ( Stufe O,
n=25).

Abb.26:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 12. Tag
nach der Verbrennung wurde gegen p 53
gefarbt. Es ist keinerlei Anfarbung zu
erkennen.

OriginalvergréfRerung x 200
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3.5. “death-receptors”

3.5.1. TNF-a-Rezeptor 1

Positiv-/ Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde eine Biopsie aus einer Psoriasis-Lasion der Haut
(dankenswerte Gabe der Universitatshautklinik Kiel, Prof. J.M.Schrdder)
mitgefarbt. Bei der Positivkontrolle ist eine deutliche Anfarbung des Epithels zu

erkennen (Stufe 2). Die Negativkontrolle weist keine Anfarbung auf (Stufe 0).

%
Abb 27:

Das Psoriasis-Praparat wurde mit dem TNF-
a-R1-Antikdrper angeféarbt. Es ist eine
deutlich positive Anfarbung in Form eines
roten Prazipitates im gesamten
Epithelbereich zu erkennen.
Originalvergrof3erung x 200.

Abb. 28:

Das Psoriasis-Praparat wurde bei der
Negativkontrolle ohne den Primarantikdrper
angefarbt. Es zeigt sich hierbei keinerlei
Anféarbung.

Originalvergroéf3erung x200
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Normale Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach Behandlung mit TNF-a-Rezeptor 1 durchgehend
nur eine geringe Anfarbung der basalen und suprabasalen Keratinozyten (Stufel).

Auch das Endothel ist angefarbt.

Abb. 29:

Gesunde, unverletzte Haut wurde mit TNF-a-R1
angefarbt. Es ist eine geringe Anféarbung der
basalen und suprabasalen Keratinozyten sowie
des Endothels erkennbar.

Originalvergréf3erung x 200.

Verbrennungswunden

In den untersuchten tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden findet sich
bei zwei der zwolf untersuchten Préaparate kein Epithel auf den Objekttragern. Ein
Praparat zeigt keinerlei Anfarbung. Bei den restlichen neun Praparaten sind die
basalen und suprabasalen Keratinozyten deutlich angefarbt (Stufel-2). Das
Endothel ist Uberwiegend sogar stark angefarbt (Stufe2-3). Tendenziell nimmt die
Expression mit steigendem Wundalter bis zum siebten Tag nach der Verbrennung
zu, danach wieder ab.

Im Vergleich zu gesunder Haut ist eine deutlich vermehrte Anfarbung zu erkennen.
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Abb. 30:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 2.
Tag nach der Verbrennung wurde mit
TNF-0-R1-Antikorper angefarbt. Es ist
eine deutliche positive Anfarbung in
Form eines roten Prazipitates im
gesamten Epithel des Wundrandes zu
erkennen.

Originalvergrof3erung x 200
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3.5.2. FAS

Positiv-/Negativkontrolle

Als Positivkontrolle wurde eine Biopsie aus einer Toxischen Epithelialen Nekrolyse
(TEN)-L&sion (dankenswerte Gabe der Universitatshautklinik Ttubingen, Prof.
Breuninger) mitgefarbt. Bei der Positivkontrolle ist eine deutliche Anfarbung der
Keratinozyten des Epithels und der Zellen im Bindegewebe zu erkennen. Bei der
Negativkontrolle findet sich keine Anfarbung.

Abb. 31:

Das TEN-Praparat wurde mit dem FAS-Antikdrper
angefarbt. Es ist eine deutlich positive Anfarbung
in Form eines roten Prazipitates im Bereich des
Epithels und in Zellen des Bindegewebes zu
erkennen.

OriginalvergréfRerung x 200.

Abb. 32:

Das TEN-Praparat wurde bei der
Negativkontrolle ohne den Priméarantikdrper
angefarbt. Es zeigt sich hierbei keinerlei
Anfarbung.

Originalvergrof3erung x200
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Normale Haut

In gesunder Haut zeigt sich nach Farbung gegen FAS eine deutliche Anfarbung
der Keratinozyten des Epithels (Stufe2).Samtliche basalen und suprabasalen

Keratinozyten sind dabei angefarbt. Das Endothel ist nicht angefarbt.

Abb. 33:

Gesunde, unverletzte Haut wurde gegen
FAS gefarbt. Es ist eine Anfarbung in Form
eines roten Prazipitates im Epithelbereich,
vor allem basal, zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200.
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Verbrennungswunden

In den untersuchten tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden findet sich
bei zwei der dreizehn untersuchten Préaparate wiederum kein Epithel auf den
Objekttragern. Bei den restlichen elf Préaparaten sind die basalen und
suprabasalen Keratinozyten sowie das Endothel stark angefarbt (Stufe 3).
Tendenziell nimmt auch hier die Expression mit steigendem Wundalter bis zum

siebten Tag nach der Verbrennung zu, danach wieder ab.

Abb. 34:

Tangential exzidierte, tief zweit- bis
drittgradig verbrannte Haut vom 8.
Tag nach der Verbrennung wurde
gegen FAS gefarbt. Es ist eine
deutliche positive Anfarbung in Form
eines roten Prazipitates in den
Keratinozyten des Epithels des
Wundrandes zu erkennen.
Originalvergréf3erung x 200
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3.6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die untersuchten Proben bestanden zum einen aus normaler Haut und zum
anderen aus tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden.

Die Proliferation der Keratinozyten wurde mittels KI 67 erfasst. Bei den
Verbrennungswunden fand sich hierbei im Vergleich zu gesunder Haut eine um
das neunfach erhohte Proliferationsrate, wobei mit zunehmendem Wundalter eine
Zunahme des Mitoseindex beobachtet werden konnte.

Fur die Uberprifung auf Apoptose wurden unterschiedliche Marker mit
unterschiedlichen Ansatzpunkten verwendet.

Mit der TUNEL-Farbung konnte bei Verbrennungswunden ein durchschnittlicher
Apoptoseindex von 54,6% ermittelt werden. Mit steigendem Wundalter zeigte sich
eine Abnahme des Apoptoseindex.

In Verbrennungswunden konnte aufRerdem eine deutliche Aktive Caspase 3 -
Immunreaktion beobachtet werden. Die nachgewiesene Apoptose nahm mit
zunehmendem Woundalter tendenziell ab. Gesunde Haut zeigte keine Aktive
Caspase 3 — Immunreaktivitat.

Bei den Verbrennungswunden konnte auch eine deutliche Aktive Caspase 8 —
Immunreaktivitdt gefunden werden. Hier nahm mit steigendem Wundalter die
positive Anfarbung und die Lange der Anfarbung zu. Normale Haut zeigte keine
Expression.

Aktive Caspase 9 — Immunreaktivitdt konnte mit dem zur Verfigung stehenden
Antikorper in Verbrennungswunden nicht nachgewiesen werden.

Die zellzyklusassistierten Proteine p 16 wund p53 waren in den
Verbrennungswunden nicht nachweisbar.

Bei den Todesrezeptoren TNF-R1 und FAS konnte sowohl bei gesunder Haut als
auch bei den Verbrennungswunden eine Expression nachgewiesen werden, wobei
die Anfarbung bei den Verbrennungswunden im Vergleich zu gesunder Haut
deutlich vermehrt war. Tendenziell nahm hier die Expression mit steigendem

Wundalter bis zum siebten Tag nach der Verbrennung zu, danach wieder ab.
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4. Diskussion

4.1. Kritik der Methode

4.1.1. Materialgewinnung

Durch die in Kapitel 2 beschriebene Gewinnung und Paraffinkonservierung bzw.
Kryokonservierung des biopsierten Materials liel3 sich in nahezu allen Biopsien
eine gute Erhaltung der Gewebestrukturen erzielen.

Ein Problem stellten die fir die immunhistochemischen Farbungen verwendeten
Antikorper dar, die zum Teil nicht fur formalinfixierte Proben geeignet waren, da
durch diese Art der Konservierung eine Zerstérung der Antikorperbindungsstellen
nicht auszuschliel3en ist. Vorteile boten hier die Kryoschnitte, die unter anderem
einer kurzeren Vorbehandlung bedurften und eine gute optische Beurteilbarkeit
aufwiesen.

Die Proben aus Verbrennungswunden wurden ausschliesslich im Rahmen
notwendiger chirurgischer Eingriffe gewonnen, die mit dem Ziel durchgefihrt
wurden, einen Gewebsverlust moglichst gering zu halten. Daher enthielten nicht
alle gewonnenen Biopsien einen Anschnitt aus vollig unverédndertem , gesundem
Gewebe. Hinzu kam, dass nicht von allen Zeitrdumen (Tagen) nach der
Verbrennung Gewebe vorhanden war.

Im Tierversuch ware es mdglich gewesen, umfangreichere Proben zu gewinnen.
Zusatzlich ware eine bessere Probengewinnung moglich gewesen. Das Tiermodell
l&sst sich jedoch nicht immer auf den Menschen Ubertragen. Nagetiere wie Ratten,
die besonders haufig als Modell fir Wundheilungsstudien verwendet werden,
zeigen zwar ahnlich wie Menschen eine Wundheilung, die mit der Bildung von
kollagenfaserreichen ~ Narben einhergeht, jedoch kommen  bestimmte
Wundheilungsstérungen wie beispielsweise hypertrophe Narben und Keloide bei
Nagetieren nicht vor (Cohen und Mast et al., 1990 ).

Auch Kulturmodelle sind nur teilweise auf die Wundheilung in vivo tbertragbar. Da
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die Pathophysiologie der Verbrennungswunden noch nicht umfassend geklart ist,
ist es schwierig, eine Kultursituation zu schaffen, die den tatsachlichen
Wundverhaltnissen einer Verbrennung in vivo entspricht.

In der vorliegenden Studie sollten deshalb vorerst in vivo entstandene, humane
Wunden untersucht werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung sollte aul3erdem die Expression solcher Proteine
untersucht werden, die im Rahmen des Zelltodes eine Rolle spielen und bei
anderen Erkrankungen der Haut, z.B. Toxische Epithelial Nekrolyse (TEN) oder
auch UV-Bestrahlung der Haut, bereits nachgewiesen wurden.

Auch wenn die untersuchten Biopsien einen reprasentativen Gewebsanschnitt
enthalten, besteht die Mdglichkeit, dass die Wunden nicht in allen Bereichen
uniform sind. Von Wunden, in denen eine Biopsierung des gesamten
Wundgebietes mdglich ist, hatte durch Serienschnitte eine genauere Untersuchung

erfolgen kénnen.

4.1.2. Immunhistochemische Untersuchungen

Mit allen fur die immunhistochemischen Farbungen verwendeten Reagenzien und
Antikorpern, bis auf Caspase 9, lie3en sich sowohl hinreichend sensitive als auch
hinreichend spezifische Anfarbungen vornehmen. Fir aktive Caspase 9 gelang
keine Anfarbung. Als technisches Problem stellte sich die fehlende Positivkontrolle
dar.

Das Ergebnis einer immunhistochemischen Anfarbung von Gewebe ist jedoch
auch bei sorgfaltigster Durchfuhrung der Farbeschnitte Schwankungen
unterworfen. Deshalb wurde das Ziel verfolgt, fur jeden Antikdrper alle Biopsien im
selben Durchgang zu farben. Insgesamt wurden durch dieses Vorgehen gut
auswertbare Farbeergebnisse erzielt. Nach einer langeren Lagerzeit der fertigen
Schnitte trat eine Verblassung der Hamatoxylin-Gegenfarbung ein. Das durch die
immunhistochemischen Farbungen entstandene rote Prazipitat zeigte jedoch auch

nach Monaten kaum Qualitatsverluste.
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Die anschlieBend bei einem Grofteil der Farbungen durchgefihrte
semiquantitative Auswertung (vgl. Kapitel 2.4.3) erlaubt zwar prinzipiell keine
vollkommen objektiven Aussagen uber den Grad der Anfarbung, ist aber bei
immunhistologischen Untersuchungen ein durchaus gangiges Verfahren, das auch
eine statistische Auswertung erlaubt (Tettelbach et al., 1993; Nanney et al., 1995).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Ki 67

Bei den untersuchten tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden ist der
Mitoseindex gegenliber gesundem Epithel um das Neunfache erhoht, wobei der
Mitoseindex mit steigendem Wundalter zunimmit.

Bei Verbrennungswunden mit einheilenden Spalthauttransplantaten wurde ein um
das Elffache hoherer Mitoseindex im Vergleich zu gesundem Epithel gefunden. Bei
dieser Wundart nimmt der Mitoseindex jedoch mit steigendem Wundalter ab.
Vergleichbar sind diese Ergebnisse auch mit Studien von Rennekampff et al.
(2007), wo mit steigendem Wundalter ebenfalls ein abnehmender Mitoseindex
beobachtet wurde. Hier lag der Mitoseindex beispielsweise am dritten
postoperativen Tag bei 54 % im Vergleich zu 12 % am funfzehnten postoperativen
Tag.

Der hohe, mit dem Verschluss der Wunde abnehmende Mitoseindex in mit
Spalthaut gedeckten Verbrennungswunden spricht daftr, dass in diesen Wunden
eine bedarfsgerechte Proliferation mit adaquatem Ersatz der fur den
Wundverschluss benétigten Keratinozyten ablauft. Die hohe Zellproduktion scheint
bei dieser Wunde von einer schnellen Migration der Keratinozyten begleitet zu
sein, so dass ein Verschluss der Wunde zeitgerecht erfolgen kann.

Das Wundrandepithel der noch nicht nekrektomierten Verbrennungswunden zeigt
also einen gegenuber den mit Spalthaut gedeckten Verbrennungswunden

geringeren Proliferationsindex.
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Auch De Cherney et al. (1997) stellten bei einer Untersuchung an
Meerschweinchen-Brandwunden  ebenfalls  eine nur  gering  erhdhte
Proliferationsrate der Basalzellen in den ersten zwei Wochen nach der
Verbrennung fest. Erst ab Tag 17 nach der Verbrennung kam es zu einem
zunehmenden Anstieg des Proliferationsindexes, der zwischen Tag 20 und 28 die
hdchsten Werte erreichte.

Vergleichbar sind diese Ergebnisse auch mit Studien von Langlois et al. (2005), die
bei Verbrennungswunden teilweise erst nach 2 Tagen einen deutlichen Anstieg
von Ki 67 und damit einen Anstieg des Mitoseindex beobachten konnten.

Die Ergebnisse von De Cherney et al. (1997) und von Langlois et al. (2005) sowie
die hier vorgestellten Beobachtungen sprechen also fur einen verzdgerten Ablauf
der Proliferation in den noch nicht nekrektomierten, nicht mit Spalthaut gedeckten
Verbrennungswunden.

Die Untersuchungen geben aber keinen Aufschluss darlber, ob insgesamt weniger
vitale Keratinozyten vorhanden sind oder ob der Eintritt in den Zellzyklus blockiert
ist. Im ersten Fall ware der Zellzyklus und die Zellzykluszeit normal. Im zweiten Fall
waren gentgend vitale Zellen vorhanden, die aber in einer Zellzyklusphase
blockiert sind und damit nicht in eine aktive Zellteilung eintreten kénnen.

Eine weitere Ursache der relativ verminderten Proliferationsrate des
Wundrandepithels kdnnte auch eine verminderte  Ausschittung von
Wachstumsfaktoren in der noch nicht nekrektomierten Verbrennungswunde sein.
Moglicherweise stellt das thermisch veranderte Wundgebiet eine Barriere fur
Wachstumsfaktor-produzierende Zellen und die Wachstumsfaktoren selbst dar.
Interessanterweise konnte bei chronischen Wunden gegeniber Spalthaut-
transplantierten Wunden ein deutlich erhéhter Mitoseindex beobachtet werden.
Dies konnte beispielsweise in Studien von Rennekampff et al. (2006) gezeigt
werden. Hier wurde in chronischen Wunden ein Mitoseindex von 38,7% gefunden
wohingegen bei Spalthaut-transplantierten Wunden nur ein Mitoseindex von

22,25% gefunden wurde. Dementsprechend war auch die Epitheldicke bei
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chronischen Wunden am Wundrand mit 0,69 mm deutlich héher als bei Spalthaut-

transplantierten Wunden mit 0,15 mm.

4.2.2. Aktive Caspase 3 und TUNEL

Aktive Caspase 3 ist eine Cysteinprotease, die im Rahmen des apoptotischen
Zelltodes aktiviert wird und die Funktion einer Initiatorcaspase einnimmt. Mit dem
TUNEL-Antikérper werden DNA-Bruchstellen markiert.

Wahrend die Immunreaktivitdt auf Aktive Caspase 3 auf die Einleitung der
Apoptose hindeutet, was unter anderem schon bei Leukémie-Zellen von Gao et al.
(2007) nachgewiesen wurde, so weist die TUNEL-Farbung bereits auf die
fortgeschrittene Apoptose oder den Zelltod hin.

Beide Untersuchungen ergaben, dass am Wundrand der Verbrennungswunden
fast ausschlief3lich apoptotische Keratinozyten vorhanden sind. Mit zunehmendem
Wundalter konnte jedoch eine Abnahme der apoptotischen Zellen beobachtet
werden. Dies mag darauf hindeuten, dass diese Zellen Uber die Zeit abgeraumt
werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse aber, dass tatsachlich in vivo durch
das thermische Trauma induzierte Apoptosevorgange nachweisbar sind. Auch
wenn inzwischen TUNEL-positive Zellen auch der Nekrose zugeordnet werden,
was in Studien von Muppidi et al. (2004) gezeigt werden konnte, so zeigt die aktive

Caspase 3-Farbung, dass Apoptoseregulationswege aktiviert sind.

4.2.3. Proteine der Tumorsuppressorgene p16 und p53

Protein p16

Das Protein des pl6 Gens fihrt Gber eine Bindung an die Cyclin-abhéngigen

Kinasen (CDK) 4 und CDK 6 zu einem G1 Phasestopp des Zellzyklus mit

nachfolgendem Zellzyklusarrest (Guan et al., 1994). In einer Reihe von malignen
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Tumoren und malignen Zelllinien konnte eine Deletion oder Mutation des pl6
gefunden werden, welches die Rolle als Tumorsuppressor unterstreicht. In unseren
Untersuchungen  konnte keine  Expression des pl6 Proteins in
Verbrennungswunden gefunden werden. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit in
vitro Versuchen an thermisch geschadigten humanen Keratinozyten, die ebenfalls
eine vermehrte Proteinexpression ausschlielen konnten (Promotionsarbeit
Michael Sauter, Eberhard Karls Universitat Tubingen). Zusammenfassend kann
damit geschlussfolgert werden, dass dieses Protein keine Rolle in einem
maoglichen  Zellzyklusstopp und  Einleitung von  Apoptose in  der
Verbrennungswunde spielt.

Protein p53

Auch das Protein p53 kann als Tumorsuppressor bzw Wachstumshemmer
bezeichnet werden. In Einklang hiermit fuhren Mutationen des p53 Gens zu
malignen Tumoren. Das Protein p53 stellt ein Schllisselprotein nach DNA Schaden
dar. Die Hochregulation von p53 fuhrt letztlich zu einem Zellzyklusstopp in der G1
Phase. Somit kann dann in Abhangigkeit der Schadigung die DNA Reparatur oder
die Einleitung der Apoptose erfolgen. Typischerweise fiihrt die Bestrahlung mit
ionisierenden Strahlen zu einem Anstieg an Protein p53 in der Zelle (Kuerbitz et
al., 1992). Auch in vivo konnte in Ulcera, die durch Gamma-Bestrahlung induziert
wurden, eine p53 Immunreaktivitat in der Epidermis gesehen werden (Gu et al.,
1999). In strahleninduzierten Nekrosen konnte Lindsay et al. (2007) bei M&usen
vermehrt p53 nachweisen. Auch andere Formen von exogenem Stress fuhren zu
einer p53 Expression im Gewebe. In mehreren Studien (de Gruijl et al., 2008;
Ouhtit et al., 2000) konnte nach UV-Bestrahlung der Haut p53 in der Epidermis
nachgewiesen werden, wahrend normale, gesunde Haut keine Immunreaktivitat
aufwies. Auch die UV-Bestrahlung von primaren Keratinozyten und der
Keratinozytenzelllinie HaCaT fuhrt zu einer Induktion von p53 und p21 Protein mit

nachfolgender Apoptose (Abd Elmageed et al., 2009). Im Gegensatz zu den
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Untersuchungen nach UV-Bestrahlung konnten wir in der Epidermis von humanen
Verbrennungswunden keine Immunreaktivitat fir p53 nachweisen. Im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen wies Nagata et al. in Verbrennungswunden p 53 nach. Bei
genauer Analyse der Histologien der Arbeit von Nagata et al. (1999) zeigt sich
jedoch, dass nur vereinzelte Anfarbungen in der Zone der Stase in der Dermis
erkennbar sind. Eine Zuordnung zu einem speziellen Zelltyp insbesondere
Keratinozyten kann nicht gemacht werden. Somit wird auch durch die in der
vorliegenden Arbeit gezeigte fehlende Immunreaktivitat fir p53 deutlich, dass sich
die Verbrennungswunde grundsétzlich von UV- bzw Gamma-Strahlunginduzierten
Wunden und kutanen Veranderungen unterscheidet.

4.2.4. Caspase 8 und Caspase 9

Caspase 8 ist die Cysteinprotease, die tUber den Fas-Regulationsweg aktiviert wird
und im weiteren zu apoptotischem Zelltod fuhrt. Der immunhistologische Nachweis
von aktivierter Caspase 8 zeigt auf, dafl} dieser Regulationsweg aktiviert ist. In
Zusammenhang mit einer deutlichen Fas-Expression ist damit ein Regulationsweg
der Apoptose nach thermischem Zellstress moglich.

In den untersuchten Verbrennungswunden konnte mit steigendem Wundalter eine
vermehrte Caspase 8-Expression beobachtet werden.

Caspase 9 gehort ebenfalls zu den Cysteinproteasen und wird unter anderem
durch mitochondriales Cytochrom C aktiviert. Uber eine Kaskade mit Caspase 3
und 7 wird die Apoptose eingeleitet. Ein Nachweis dieses Proteins gelang bei den
untersuchten Verbrennungswunden nicht, wobei nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die antikorperbedingt war. Eine Positivkontrolle war auch tber den
technischen Service des Herstellers fur die Immunhistologie nicht zu erhalten. Alle
bisherigen Untersuchungen mit diesem Antikorper waren Westernblot-Analysen
(Wang et al., 2007).

In Studien von Dabher et al. (2006) konnte bei UV-B induzierten Strahlenschaden in

Keratinozyten, die mit humanem Papillomavirus infiziert waren, sowohl ein Anstieg

61



von aktivierter Caspase 9 als auch von aktivierter Caspase 3 und Caspase 8
nachgewiesen werden.

In Studien von Hsin-Su et al. (2006) konnte in UV-B exponierten Keratinozyten
ebenfalls ein Anstieg von p 53, Caspase 3, Caspase 8 und Caspase 9 beobachtet
werden.

In Keratinozyten nach Arsen-Exposition zeigte sich in diesen Studien sowohl ein
Anstieg von FAS als auch von aktivierter Caspase 3 und aktivierter Caspase 8. Bei
Keratinozyten mit UV-B-Exposition kombiniert mit Arsen-Exposition zeigte sich
eine vermehrte Caspase 3-, Caspase 8- und Caspase 9-Aktivitat.

Somit kann festgestellt werden, dass verschiedene Stressformen (Strahlung, UV-
B, Hitze) unterschiedliche Regulationswege triggern. Unsere histologischen
Ergebnisse zeigen, dass das thermische Trauma im Hinblick auf die Caspase-

Aktivierung vergleichbar mit der toxischen Noxe Arsen sein kann.

4.2.5. TNF-R1 und FAS

TNF-R1 und FAS gehéren zu der Gruppe der death-receptors, die Caspase 8
aktivieren und dadurch im weiteren Apoptose einleiten.

Wie in Studien von Weisfelner et al. gezeigt, werden der TNF-Rezeptor 1 und der
FAS-Rezeptor auch auf Keratinozyten in gesunder Haut exprimiert. Auch auf
kultivierten Keratinozyten konnten beide Rezeptoren nachgewiesen werden
(Soroka et al., 2008)

In unserer Arbeit konnte fir TNF-R1 und FAS bis zum siebten Tag eine Zunahme
der Immunreaktivitdt in den Keratinozyten des Wundrandes beobachtet werden,
danach zeigte sich wieder eine Abnahme der Immunreaktivitat.

In einer Publikation von Gravante et al. (2006) konnte in Verbrennungswunden
FAS und TUNEL nachgewiesen werden. In einer weiteren Arbeit von Gravante et
al. (2007) wurde vergleichbar mit der vorliegenden Arbeit eine Quantifizierung der
Apoptose Uber TUNEL und FAS Expression durchgefuhrt. Dabei fand sich eine

Apoptoserate in der Dermis bei gesunder Haut von 18,6% +/- 7,2% im Vergleich zu
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48,15% +/- 17,22% bei Verbrennungswunden. In dieser Arbeit wurden jedoch alle
in der Dermis vorliegenden Zellen betrachtet — sowohl hinsichtlich der TUNEL
positiven Zellen als auch hinsichtlich der Referenzpopulation. Damit sind aber auch
alle hamatogenen Zellen miterfasst. In der vorliegenden Arbeit war es jedoch von
Interesse, die an der Reepithelisierung beteiligten Zellen, d.h. die Keratinozyten, zu
betrachten. Auch in unserer Arbeit exprimierten die Keratinozyten des Wundrandes
FAS.

In Studien von Zhang et al. (2007) bzw. Abe et al. (2003) konnte gezeigt werden,
dass der FAS-Ligand uber FAS in Keratinozyten in vivo bzw in vitro Apoptose
induzieren kann.

Interessanterweise lasst sich in Brandblasenfliissigkeit etwas mehr FAS-Ligand als
in WundflUssigkeit von Hautentnahmestellen nachweisen (92,39 pg/ml +/- 21,66
pg/ml versus 66,35 +/- 44,28 pg/ml), was in letzteren nicht zu einer reduzierten
Wundheilung fuhrte (unveroffentliche Ergebnisse). Der Wert der Wundflissigkeit
von Hautentnahmestellen war nahezu identisch mit dem Serumwert dieser
Patienten (59,67 +/- 29,80 pg/ml). Bei gesunden Probanden wurde FAS-Ligand im
Serum <40pg/ml gemessen (Abe et al, 2003). Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass FAS- Ligand aus Keratinozyten keinen apoptischen Effekt auf FAS-
Ligand sensible Zellen hat (Viard et al, 1998).

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so musste eine Apoptoseinduktion Gber den
extrinsischen FAS-Regulationsweg ausschlie3lich uber die vermehrte FAS
Expression bedingt sein. Ob damit tats&chlich tUber FAS die Apoptose in
Verbrennungswunden initiiert wird, erscheint eher unwahrscheinlich.

Auch fir die TNF-a-Aktivierung liegen widersprichliche Ergebnisse vor. In der
Mehrzahl der Publikationen wurde gezeigt, dass TNF-a Apoptose in Keratinozyten
initiieren kann (Roujeau et al., 2006). Es wurde aber auch gezeigt, dass TNF-a zur
Proliferation von Keratinozyten fuhrt (Yan et al., 1991).

In einer Untersuchung von Rennekampff et al. (1998) konnte nachgewiesen

werden, dass TNF-a in Brandblasen mit 0,96 pg/ml vorliegt und in Wundflissigkeit
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zwischen 4,1-23,1 pg/ml. In einer Studie von Paquet et al. (1998) konnte TNF-a
vermehrt in TEN-Blasen nachgewiesen werden.

Obgleich die nachgewiesene Immunreaktivitdt von Aktiver Caspase 8 auf eine
extrinsische  Apoptoseeinleitung hindeutet, sind weitere Untersuchungen
notwendig, um diesen Reaktionsweg fur die Verbrennungswunde eindeutig zu

beweisen.

4.3. Klinische Bedeutung und Ausblick

Verbrennungswunden wie auch chronische Wunden sind durch eine gestorte
epidermale Wundheilung gekennzeichnet.

Es konnte fir die Verbrennungswunde gezeigt werden, dass die regelhafte
epidermale Wundheilung durch Apoptose bzw. eingeleiteten Zelltod am Wundrand
gestort ist. Die Proliferationsrate der Keratinozyten am Wundrand bleibt hinter der
von Inzisionswunden zuriick (Varedi et al., 2001).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen mogliche therapeutische Ansatze auf. So
ware es zum einen moglich, die verbleibende Anzahl an vitalen Keratinozyten in
ihrer Proliferation zu steigern und zum anderen kdnnten Apoptosewege blockiert
werden. Erste therapeutische tierexperimentelle Untersuchungen zur Applikation
von Keratinocyte Growth Factor deuten auf einen gunstigen Effekt hin (Liu et al.,
2005; Kopp et al., 2004). Die Klinisch topische Anwendung von Zelllysaten auf
Verbrennungswunden zeigen gleichartig glinstige Wirkungen.

Bisherige Therapieansatze in der akuten Behandlung von Verbrennungswunden
beschrénken sich auf die Kuhlung der verbrannten Haut. Ob durch die Kihlung die
Apoptose gestoppt werden kann, bleibt zu prifen.

Die Hypothermie spielt jedoch in der Neuroprotektion eine grof3e Rolle. Hier konnte
bereits nachgewiesen werden, dass es durch Hypothermie zu einer deutlichen
Reduktion der Apoptose kommt. Es konnte sowohl weniger Caspase 3 als auch
weniger FAS, TUNEL und TNF-R1 nachgewiesen werden (Phanithi, 2000).
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In  eigenen  Untersuchungen zur Kihlung konnte die reduzierte
Koloniebildungsfahigkeit von Keratinozyten nach thermischem Trauma nicht
gunstig beeinflusst werden (unverdéffentlichte Ergebnisse).

Die Blockierung der Caspasen — hier Caspase 8 und Caspase 9 — kdnnte zum
einen einen kausalen Beweis fir die Beteiligung dieser Caspasen erbringen und
zum anderen einen therapeutischen Ansatz darstellen. Dies bleibt in weiteren

Untersuchungen zu uberprtfen.

65



5. Morphologische und immunhistochemische Untersuch ungen zu
Proliferation und Apoptose nach thermischem Stress der Haut

(Zusammenfassung)

Die Behandlung von Problemwunden wie z.B. Verbrennungswunden stellt eine groBe Herausforderung im
klinischen Alltag dar. Die Klarung der Mechanismen der Wundheilung und deren Regulation kann neue
Therapieformen ermdglichen und damit zu einer verbesserten Heilung fiihren.

In dieser vergleichenden Studie zur Wundheilung sollte untersucht werden, ob die Stérung der Wundheilung in
Verbrennungswunden mit einer veranderten Expression von Proteinen, die in der Proliferation und Apoptose
von Keratinozyten relevant sind, verbunden ist. Im speziellen sollten untersucht werden: der
Proliferationsmarker Ki 67, die assoziierten Zellzyklus-Proteine pl16 und p53, aktive Caspase 3, aktive
Caspase 8 und aktive Caspase 9, die Death Receptors TNF-R1 und FAS.

Es wurden Biopsien aus gesunder Haut sowie aus tief zeit- und drittgradigen Verbrennungswunden
untersucht. Die Hautbiopsien wurden teils in Paraffinschnitten und teils in Kryoschnitten den
immunhistochemischen Farbungen zugefihrt.

Bei den untersuchten tief zweit- und drittgradigen Verbrennungswunden war der Proliferationsindex gegeniiber
gesundem Epithel um das Neunfache erhéht, wobei der Proliferationsindex mit steigendem Wundalter
zunahm.

Bei TUNEL und aktive Caspase 3 war mit zunehmendem Wundalter eine Abnahme an apoptotischen Zellen zu
verzeichnen. Bei TUNEL konnte ein Apoptoseindex zwischen 34,7% und 65,5% gefunden werden.

Bei aktive Caspase 8 nahm die Proteinexpression mit steigendem Wundalter (erster bis zwoélfter Tag nach der
Verbrennung) zu. Aktive Caspase 9 konnte nicht angeféarbt werden.

Bei TNF-R1 und FAS konnte bis zum siebten Tag nach der Verbrennung eine Zunahme der Expression auf
den Keratinozyten des Wundrandes im Vergleich zu gesunder Haut beobachtet werden. Danach fand sich
wieder eine Abnahme.

Die Proteine p16 und p53 konnten immunhistologisch in den Biopsien der Verbrennungswunden nicht
nachgewiesen werden.

Die pathophysiologischen Ursachen der verzégerten Wundheilung in Verbrennungswunden sind bislang noch
nicht ausreichend geklart. Die Untersuchungen zeigen, dass in den Verbrennungswunden Proteine der
Apoptosekaskade exprimiert sind. War man bisher davon ausgegangen, dass die Nekrose die hauptséchliche
Ursache des Zelltodes von Keratinozyten in der Verbrennungswunde ist, so zeigen die vorliegenden Daten,
dass die Apoptose eine weitere Art des Zellunterganges des Wundrandepithels darstellt. Mdgliche
Regulationswege stellen die extrinsische Aktivierung Uber die deutlich exprimierten Death Receptors ( FAS
und TNF-R1) auf den Keratinozyten dar. Eine Einleitung der Apoptose Uber einen Zellzyklusstop scheint nicht
vorzuliegen, da die typischen zellzyklusassoziierten Proteine (p 16 und p53) nicht nachgewiesen wurden. Der
im Vergleich zu akuten Wunden verminderte Proliferationsindex in Verbrennungswunden spricht somit fur eine
verminderte Anzahl an vitalen Keratinozyten nach thermischem Stress der Haut.
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