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“The immune system is more concerned with damage than foreignness, 
And is called in action by alarm signals from injured tissues, 

Rather than by the recognition of nonself.” 
Matzinger 19941  
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1. Abkürzungsverzeichnis 

ARDS  Acute Respiratory Distress Syndrome 
Deutsch: Akutes Atemnotsyndrom 

cfDNA  Cell-free DNA 
Deutsch: zellfreie DNA 

DAMPs Damage-associated molecular patterns 
Deutsch: Schaden-assoziierte molekulare Muster 

DAPI  4‘,6-diamidiono-2-phenylindole 

H&E  Hämatoxylin und Eosin  

H3cit  Citrullinated histone H3  
  Deutsch: Zitrulliniertes Histon H3 

KO  Knock out 

Ly6G  Lymphozyten-Antigen 6 Komplex Lokus G6D 

MPO  Myeloperoxidase 

NE  Neutrophile Elastase 

NETs  Neutrophil Extracellular Traps 
Deutsch: Neutrophile Extrazelluläre Fallen 

NETose Programmierter Zelltod mit dem Ziel der NET Formation 

NG  Neutrophile Granulozyten  

PAD4  Peptidylarginin-Deiminase 4 

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns 
Deutsch: Pathogen-assoziierte molekulare Muster 

PBS  Phospathgepufferte Salzlösung (Pufferlösung) 

SMA  Alpha smooth muscle actin 
Deutsch: Typ Alpha Aktin des glatten Muskels 

TRALI  Transfusion-related acute lung injury 

Deutsch: Transfusionsbedingte akute Lungenschädigung 
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3. Darstellung der Publikation 

3.1 Einleitung 

Das angeborene Immunsystem reagiert innerhalb von Stunden über komplexe pro- und 

antiinflammatorische Prozesse auf Verletzungen2,3. Hierbei ist die Schlüsselrolle der 

Neutrophilen Granulozyten (NG) im Rahmen der lokalen Pathogenabwehr allgemein 

anerkannt2,4-6. NG unterliegen in der Zirkulation mit ca. 4 Stunden einer raschen 

Zellelimination welcher eine streng regulierte kontinuierliche Freisetzung aus dem 

Knochenmark entgegensteht7,8. Im Rahmen eins Traumas kommt es u.a. zur Differenzierung 

der NG in proinflammatorische Subtypen mit spezifischen Phänotypen und funktionellem 

Profil. Dieser Phänotypenswitch führt nicht nur zu einer Verlängerung der Lebensdauer mit 

bis zu 5,4 Tagen, sondern ermöglicht auch die Rückkehr der NG in das Gefäßsystem 

(reverse Transmigration), welche mit einer hohen systemischen proinflammatorischen 

Triggerwirkung einhergeht7,9,10. NGs formen als sogenannte Effektorfunktion Neutrophil 

Extracellular Traps (NETs), welche nach der NG Aktivierung v.a. über die Dekondensation 

von nukleärem Chromatin entstehen. Dieses netzartige DNA-Gerüst wird überzogen von 

proteolytischen Enzymen, u.a. Neutrophile Elastase (NE) und Myeloperoxidase (MPO)5,11-13. 

Die Freisetzung von NETs in den Extrazellularraum läuft entweder (1) über programmierten 

Zelltod (NETose) oder (2) durch nicht-lytische Freisetzung von zytoplasmatischer- und 

mitochondrialer DNA ab5,11,14. Insbesondere während der NETose zeigt sich die 

Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4) essentiell für die Citrullinierung nukleärer Histone 

(H3cit) während der Dekondensation chromosomaler DNA13,15,16. Neuere Arbeiten konnten 

jedoch auch eine uncitrullinierte, PAD4-unabhängige NET-Formation nachweisen17. Die 

NET-Formation wird nicht nur durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs), 

sondern ebenso durch endogene danger oder damage (Gefahrensignal) assoziierte 

molekulare Muster (DAMPs) ausgelöst und kann aus diesem Grund ebenso die Entstehung 

von steriler und autoimmuner Inflammation verursachen1,10,13. Vor allem der 

prothrombotische Stimulus der NETs fungiert als Link zwischen Inflammation und 

schwerwiegenden lokalen, aber auch systemischen Schäden bis hin zum septischem 

Multiorganversagen oder Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) 18,19. Im Wundmodell 

führen lokal erhöhte Konzentrationen von NETs durch die proteolytischen Enzyme zu einem 

endo- und epithelialen Schaden. Durch die hierdurch resultierende Schädigung von 

Granulationsgewebe kommt es zu einer verzögerten Reepithelialisierung und Entstehung 

von chronischen Wunden 4,20,21. Dem initialen, durch direkten mechanischen Schaden 

bedingten Untergang von dermalem Gewebe kann eine nekrotische Ausweitung in 

ursprünglich vitales angrenzendes Gewebe der sogenannten Stasezone folgen20,22. Dieser 

sekundäre Zelluntergang ist vor allem durch eine NET-vermittelte Mikrothrombenbildung mit 
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nachfolgendem Perfusions-Disäquilibrium bedingt4,23,24. Insbesondere thermische 

Verletzungen führen im Gesundheitswesen durch lange Hospitalisierung, aufwändige 

Rehabilitation und komplexes Wundmanagement zu einer hohen ökonomischen Belastung25. 

Trotz komplexer Behandlungsalgorithmen und stetigem medizinischem Fortschritt führen bis 

zu 70 % aller thermischen Verletzungen zu einer hypertrophen Narbenbildung26,27. 

Insbesondere die Lebensqualität der hiervon betroffenen Patienten bleibt nachhaltig 

eingeschränkt, da sich ästhetische, funktionelle und hohe psychische Beeinträchtigungen 

ergeben28,29. In der Literatur konnte gezeigt werden, dass ein gutes klinisches Langzeit-

Outcome maßgeblich von einer schnellen Reepithelialisierung der Wunde (Wundverschluss) 

abhängig ist30,31. Bei zeitgerechter Wundheilung infiltrieren NG die Wunde innerhalb von 24 

Stunden und persistieren für ca. eine Woche nach der initialen Verletzung. Bei thermischen 

Verletzungen ist die Inflammationsreaktion besonders ausgeprägt, sodass NG und NETs 

regelhaft über Wochen in der Läsion nachgewiesen werden können4,32. Die hoch komplexen 

Abläufe der Wundheilung setzen sich noch Monate bis Jahre in Form von Narbenumbau 

fort27,33,34. 

Die Aktivierung der NG und NET-Formation muss folglich streng reguliert sein um einen 

komplikationslosen Ablauf der Inflammationsphase in primärer als auch sekundärer 

Wundheilung zu gewährleisten und eine progrediente Schädigung von Gewebe zu 

verhindern. DNasen stellen die größte Gruppe extrazellulärer Endonukleasen in unseren 

Körperflüssigkeiten dar und zersetzen effektiv Chromatin und DNA35. Durch die Degradation 

der NETs können DNasen somit einer lokalen und systemischen überschießenden NET-

getriggerter Inflammation und Hyperkoagulation entgegenwirken24,36.  

Da sowohl die Inflammationsreaktion als auch eine kompetente Gerinnung essentielle 

Aspekte der Wundheilung darstellen, ist das Ziel dieser Studie die Rolle der NETs und 

DNase1 auf die primäre und sekundäre Wundheilung zu untersuchen. 

 

Hypothese 

Durch eine therapeutische DNase1 vermittelte sowie genetische PAD4-KO induzierte 

Hemmung der NG-Effektorfunktion, den NETs, lässt sich ein vorteilhafter Effekt auf die 

primäre und sekundäre Wundheilung in einem murinen Modell erzielen.  

  



 19 

3.2 Material und Methoden 

3.2.1  Studiendesign 

Das Tierversuchsvorhaben (73/15, 63/16,109/17) wurde von der Hamburger Behörde für 

Tierversuche nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes bewilligt. Insgesamt wurden 93, 6-8 

Wochen alte C57BL/6 Versuchsmäuse in einen zweiarmigen experimentellen Versuch 

eingeschlossen. Mäuse mit genetischem PAD4- oder DNase1-Knock-out (KO) desselben 

genetischen Hintergrundes (C57BL/6) wurden eingesetzt, um die Rolle von NETs und 

DNase1 differenzierter zu untersuchen. Die Zucht der DNase1-KO Mäuse erfolgte nach 

vorbeschriebener Art und Weise24,37. Wildtyp und PAD4-KO Mäuse wurden von Jackson 

Laboratory erworben. Die Tierhaltung erfolge in durch das deutsche Tierschutzgesetz für 

Versorgung und Verwendung von Labortieren vorgeschriebenem Rahmen. 

3.2.2  Tierversuche 

Die Versuchstiere wurden nach dem Zufallsprinzip in die verschiedenen Gruppen aufgeteilt. 

Zur Qualitätssicherung wurden die Traumata bei allen Mäusen durch den gleichen Operateur 

erzeugt. Die Anästhesieeinleitung erfolgte durch 5 % Isofluran-Gas (Baxter, 

Unterschleißheim, DEU) und wurde mittels 2 %-iger Isofluranapplikation über die 

Gesichtsmaske aufrechterhalten. Interventionen erfolgten in aseptischen Bedingungen38. 

3.2.2.1 Modell 1: Laparotomie 

Eine mediale Laparotomie über 2,5 cm Länge wurde mittels mikrochirurgischer Schere 

induziert und durch eine kontinuierliche Hautnaht mittels Prolene 5-0 (Ethicon, Norderstedt, 

DEU) verschlossen. Es erfolgte kein Fadenzug. Mäuse der Behandlungsgruppe erhielten 

DNase1 (Pulmozyme, Roche, Mannheim, DEU) in einer Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht 

via i.p. Applikation alle 12 h während der ersten 72 h. Kontrolltiere erhielten eine Vehicle-

Applikation im selben Behandlungsintervall. Euthanasie erfolgte an den Zeitpunkten 72 h und 

21 Tagen mittels zervikaler Dislokation in Isofluran induzierter Vollnarkose. 

3.2.2.2 Modell 2: Thermale Verletzung 

1,5 cm2 messende thermale Verletzungen, repräsentativ für die sekundäre Wundheilung, 

wurden wie zuvor beschrieben mittels Wasser befüllten PVP Flasche (95 °C für 9 Sekunden) 

dorsal auf Höhe der Schulterblätter induziert39,40. Mäuse der Behandlungsgruppe erhielten 

DNase1 (Pulmozyme, Roche, Mannheim, DEU) in einer Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht 

via i.p. Applikation alle 12 h während der ersten 7 Tage. Kontrolltiere erhielten eine Vehicle-

Applikation im selben Behandlungsintervall. Euthanasie erfolgte an zwei oder mehr 
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Zeitpunkten (72 h, 7, 14 und 28 Tagen) mittels zervikaler Dislokation in Isofluran induzierter 

Vollnarkose. 

3.2.2.3 Knock-out-Modell 

Die Knockout-Mäuse erhalten nach der Induktion der Verletzung keine weitere Behandlung. 

Die Protein-Arginin-Deiminase 4 (PAD4) ist ein Histon-modifizierendes Enzym, dessen 

Funktionsverlust im KO-Modell die NET-Formation einschränkt41. Durch einen Defekt der 

endogenen DNase1 ist der Abbau von zellfreier DNA (cfDNA) inklusive der NETs in DNase1-

KO Tieren gestört, sodass es zu einer Akkumulation kommt24,37. 

3.2.3  Präparatgewinnung und Aufarbeitung 

Post mortem erfolgte die Fotodokumentation der Verletzung sowie die großzügige Resektion 

der Verletzung im Gesunden. Zur genaueren mikroskopischen Identifikation erfolgte die 

exakte Markierung der Verbrühung/Narbe mittels Tissue Marking Dye (CDI’s TMD Blue, 

Cancer Diagnostics, Inc., Durham, USA) bevor die Präparate mit phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung (PBS) gespült und bis zur Weiterverarbeitung für 48 – 96 h in gepufferter 10 

%-iger Formalinlösung aufbewahrt wurden. 

3.2.4  Präparatanalyse 

Die histologischen Präparate wurden makroskopisch ausgewertet (Narbenscore, siehe 

4.2.4.1) und anschließend der histologischen Färbung zugeführt. Nach der Paraffinbettung 

wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 µm angefertigt. Alle Färbeverfahren erfolgten 

standardisiert und maschinell nach Angaben des Herstellers. Alle Proben wurden durch zwei 

unabhängige Wissenschaftlerinnen semi-quantitativ am Lichtmikroskop beurteilt. 

3.2.4.1 Makroskopisches Scoring 

Im Modell 1 (Laparotomie Wunde) erfolgte die Evaluation verblindet durch zwei 

Wissenschaftlerinnen anhand der Stony Brook Scar Evaluation Skala42. Mittels binärer 

Kategorisierung (1 oder 0) erfolgte die Beurteilung in 5 Kategorien: Breite, Dicke, 

Farbunterschied, Naht-Narben und Gesamteindruck.  

Im Modell 2 (Thermische Wunde) wurde verblindet durch zwei Wissenschaftlerinnen anhand 

der modifizierten Yeong Skala evaluiert43. In drei Kategorien erfolgte, die Beurteilung der 

Oberfläche, der Dicke sowie der Farbunterschiede (1 - bestes Ergebnis bis 4 - schlechtestes 

Ergebnis). 
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3.2.4.2 Histologische Analyse 

Die Präparate wurden mittels Hämatoxylin und Eosin (H&E) gefärbt und lichtmikroskopisch 

unter 4-, 10- und 20-facher Vergrößerungen analysiert. Die Reepithelialisierung der Wunde 

wurde definiert als der Abstand zwischen den zwei Reepithelialisierungszungen minus der 

gesamten Wunddistanz.  

3.2.4.3 Immunhistologische Analyse 

Kollagenfasern wurden mittels Pico Sirius red (ab150681, Abcam, Cambridge, UK) angefärbt 

und unter polarisierendem Licht bei 10- und 20-facher Vergrößerungen evaluiert. Anteilig 

wurden Kollagen III und I semiquantitativ bestimmt sowie die Faserdichte und Ausrichtung 

zueinander evaluiert. Ein Antikörper für glatte Muskulatur (SMA, ab5694, Abcam, 

Cambridge, UK) wurde als Marker für Myofibroblasten, welche über Wundkontraktion zum 

Wundverschluss beitragen, verwendet. Die Lymphozyten-Antigen 6 Komplex Lokus G6D 

(1A8-Ly6G) Färbung erfolgte standardisiert und bindet primär NG. Fibrinablagerungen 

wurden mittels Fibrinogen-Antikörper (ab58207, Abcam, Cambridge, UK) dargestellt. Auf 

jedem Objektträger befand sich neben der Probe eine mit entsprechendem isotypen 

Kontrollantikörper inkubierte Negativkontrolle (Isokontrolle) zum standardisierten Abgleich. 

Das Scoring erfolgte semiquantitativ anhand einer Skala von 0 (kein Anhalt für Färbung) bis 

4 (gut sichtbares Muster mit ausgeprägter Anhäufung). Die Bewertung des Kollagen 

Alignment erfolgte anhand der Ausrichtung der Kollagenbündel zueinander (0 = diffus mit bis 

zu 90 ° zwischen den Bündeln bis 4 = Parallelität).  

3.2.4.3 Immunfluoreszenzfärbung 

3 μm-Paraffinschnitte durchliefen eine Deparaffinierung und Rehydratation bevor sie zur 

Darstellung der Myeloperoxidase (MPO), der Neutrophilen Elastase (NE) und des 

citrullinierten Histon 3 (H3cit) immunfluoreszenzgefärbt wurden. Vorbereitend erfolgte die 

Inkubation mittels Target Retrieval Solution pH6 (Dako, Santa Clara, USA) und ein 

Anwärmen in der Mikrowelle bei 360 W für 1 Minute mit 30-minütiger Abkühlungsphase. 

Anschließend folgte das zweifache Abspülen für 3 Minuten mit TBS-T-Pufferlösung und 

Polysorbate 20 (Tween 20). Die Proben wurden zur Reduzierung des Hintergrundrauschens 

für 30 Minuten bei Raumtemperatur mittels Donkey Block (BioGenex, Fremont, USA) 

behandelt. Jeweils zwei der vier Schnitte wurden entweder mit Isotypen- oder Antigen-

spezifischem-Antikörper bei 4 °C (Abcam, UK) behandelt. Mouse anti-mouse anti-MPO 

(AB90810, Abcam, Cambridge, UK), rabbit anti-mouse anti-NE (AB68672, Abcam, 

Cambridge, UK) und rabbit anti-mouse anti-H3cit (AB5103, Abcam, Cambridge, UK) wurden 

1:50 gelöst. Zwölf Stunden später erfolgte ein erneuter Spülschritt mit TBST. Nukleoli wurden 
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durch die 5-minütige Inkubation mit DAPI bei Raumtemperatur gegengefärbt. Abschließend 

erfolgte erneut ein Spülschritt mit PBS gefolgt von H2O für jeweils 5 Minuten und Fixieren 

mittels Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, USA). Die der Negativkontrolle 

dienenden Isotypen Antikörper entsprechen: MPO = X0931, Aglient, Santa Clara, USA; NE = 

AB37415; H3cit = AB37415, Abcam, Cambridge, UK. Die Inkubation erfolgte 1:200 mit 

AF647- oder Cy3 (Abcam, Cambridge, UK).  

3.2.5  Statistik 

Alle Daten werden mit SPSS Statistics 26 (IBM, NY, USA) und GraphPad Prism 9 

(GraphPad, CA, USA) analysiert. Eine Power-Analyse wurde mittels G*Power 3.0 

durchgeführt. Die Effektstärke wurde aus vorangehenden Studien mit Fokus auf 

Inflammation und NET-Formation abgeleitet44,45. Es wurde ein Mixed Modell mit Geisser-

Greenhouse Korrektur sowie ANOVA mit Dunnett’s Korrektur verwendet. Unsere Daten 

werden als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) angegeben. Statistische Signifikanz 

wurde mit p≤0,05 erreicht. 
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3.3 Ergebnisse 

Es überlebten alle Versuchstiere ohne Komplikationen wie Wundheilungsstörungen, 

Sepsis oder Narbenhernien. 

3.3.1  Modell 1 – Laparotomie Modell (Primäre Wundheilung) 

3.3.1.1 Effekte der Anti-NET-Therapie auf die Wundheilung 

Anhand der Ergebnisse der Immunfluoreszenzfärbung konnten durch die DNase1 Therapie 

signifikant reduzierte Marker der Neutrophilenaktivität, speziell NE und NET-Formation 

(H3cit), verglichen mit der Kontrollgruppe gezeigt werden (Abbildung 2A-E; MPO 21 Tage: 

Kontrolle vs. DNase1 p<0,032, Kontrolle vs. PAD4-KO p=0,032; H3cit 72h: Kontrolle vs. 

DNase1 p<0,005, Kontrolle vs. PAD4-KO p<0,01; H3cit 21 Tage: PAD4-KO vs. DNase1 

p<0,018). Der Effekt war sogar verstärkt, wenn Tiere mit limitierter NET-Formation (PAD4-

KO) mit Tieren der DNase1-KO Gruppe verglichen wurden (MPO p=0.023, NE p=0.029, 

H3cit p=0.02, Abbildung 2B-F). DNase1 Therapie oder PAD4-KO beeinflussten hingegen die 

NG Anzahl (Ly6G Färbung) nicht signifikant (Abbildung 2A). 

3.3.1.2 Effekte der Anti-NET-Therapie auf die Neutrophilen Granulozyten 

Die Therapie mit DNase1 führte zu signifikant höheren Werten auf der Stony Brook Scar 

Evaluation Skala 21 Tage nach Wundinduktion im Vergleich mit Tieren, die eine Vehicle-

Injektion erhielten. Ein ähnlicher Effekt stellte sich in der PAD4-KO Gruppe ein, deren Wert 

auf der Scar Skala signifikant höher als der von mit Vehicle behandelten Wildtyp-Mäusen 

war (Abbildung 1A, B). Im Hinblick auf die Immunhistochemie beeinflussten NETs die 

Kollagenverteilung: Zwar zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Kollagen I/III-

Quotienten, jedoch zeigte sich das Alignment als Marker der Reifung nach 21 Tagen 

signifikant reduziert in Tieren, die eine DNase1 Therapie erhielten, verglichen mit der 

Kontrollgruppe (dargestellt in Abbildung 1C-E). In PAD4-KO Tieren zeigte sich der Kollagen 

I/III-Quotient (p=0.012) und das Kollagen Alignment (p=0.03) gleichermaßen signifikant 

verbessert verglichen mit Tieren ohne endogener DNase1 Aktivität (DNase1-KO). Darüber 

hinaus bildete sich durch die DNase1-Behandlung weniger Fibrin (Abbildung 1F). SMA 

wurde in unserem Modell weder durch DNase noch PAD4-KO signifikant beeinflusst 

(Abbildung 1G). 
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3.3.2  Modell 2 – Thermische Verletzung (Sekundäre Wundheilung) 

3.3.2.1 Effekte der Anti-NET-Therapie auf die Wundheilung 

Eine Therapie mittels DNase1 verbesserte die makroskopischen Eigenschaften (Yeong-

Skala) verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant (Abbildung 3A-C; 28 Tage: Kontrolle vs. 

DNase1 p=0.002; Kontrolle vs. PAD4-KO p=0.017). Bei reduzierter NETs-Anzahl in PAD4-

KO Mäusen oder durch Therapie mittels DNase1 zeigte sich im Vergleich mit der 

Kontrollgruppe auch der Wundverschluss signifikant beschleunigt (Abbildung 3D, E; 7 Tage: 

Kontrolle vs. DNase1 p=0.001; Kontrolle vs. PAD4-KO p=0.028). Die beschleunigte 

Wundreifung in Mäusen, welche DNase1 erhielten, spiegelte sich sowohl in dem signifikant 

erhöhtem Kollagen I/III-Quotienten (Abbildung 3F, G; 72 Stunden: Kontrolle vs. DNase1 

p=0.019; 14 Tage: Kontrolle vs. DNase1 p=0.008), als auch signifikant reduziertem Kollagen 

Alignement wider (Abbildung 3F, H; 28 Tage: Kontrolle vs. DNase1 p=0.05). Parallele 

Kollagenfaseranordnung wurde primär während frühen Phasen der Heilung beobachtet und 

zeigte sich persistent bis Tag 28 in Narben der Kontrolltiergruppe und DNase1-KO-Tieren. 

Korbflechtartige Anordnung der Fasern, physiologisch in gesunder Haut, zeigte sich 

signifikant vermehrt in Tieren mit DNase1-Therapie sowie Tieren des PAD4-KO (Abbildung 3 

H; 28 Tage: Kontrolle vs. DNase1 p=0.05). Ein signifikant erhöhter Anteil an unreifen Fasern 

(Kollagen III, grün) und Reduktion der reifen Fasern (Kollagen I, rot) wurde in Kontroll- und 

DNase-KO-Mäusen beobachtet. SMA zeigte sich wie bei der primären Wundheilung 

größtenteils unbeeinflusst (Abbildung 3). 

3.3.2.2 Effekte der Anti-NET-Therapie auf die Neutrophilen Granulozyten 

Verglichen mit der primären Wundheilung zeigte sich die Inflammationsreaktion im Modell 

der thermischen Verletzung über die Zeit, gemessen an der NG-Aktivierung und NET-

Formation, ausgeprägt hoch: Zwar wurde die Anzahl von NG (Ly6G) im Gewebe von 

DNase1-behandelten und PAD4-KO-Tieren wenig beeinflusst, doch konnte in PAD4-KO-

Mäusen nach vier Wochen eine signifikante Reduktion der NG-Anzahl im Narbengewebe 

festgestellt werden (Abbildung 4A; 28 Tage: Kontrolle vs. PAD4-KO p=0,022). Die Aktivität 

der NG, gemessen an der Verteilung von MPO und NE sowie insbesondere der NET-

Formation (H3cit), konnte durch eine Therapie mittels DNase1 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant reduziert werden (Abbildung 4B-E; 14 Tage: MPO Kontrolle vs. 

DNase1 p<0,001; H3cit Kontrolle vs. DNase1 p=0,005; 28 Tage: MPO Kontrolle vs. PAD4-

KO p=0,042; H3cit Kontrolle vs. PAD4-KO p=0,044). 
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3.4 Diskussion 

In dem vorgestellten tierexperimentellen Modell der primären und insbesondere sekundären 

Wundheilung konnte reproduzierbar eine full-thickness Wunde mit nachfolgend starkem NG-

Influx sowie NETs-Produktion erzielt werden. Darüber hinaus konnte die Formation von 

NETs in allen Phasen der Wundheilung sowie Persistenz von NETosis primed NG bis in die 

Remodelingphase nachgewiesen werden. 

Neben der erfolgreichen Etablierung des Maus-Modells in unserem Institut entsprachen 

unsere Ergebnisse der Hypothese, dass eine Reduktion von NETs mittels DNase1 oder 

genetisch in PAD4-KO Tieren zu einer signifikant verbesserten sekundären Wundheilung 

führt. Dies spiegelte sich insbesondere in der beschleunigten Reepithelialisierung sowie 

verbesserten makroskopischen Wund-/Narbenausprägung wider. Die Zeit bis zur 

vollständigen Reepithelialisierung wird in der Literatur als prognostisch wichtiger Prädiktor für 

das spätere Outcome beschrieben46. Die pathogene Rolle der NETs während der 

Wundheilung wurde weiter durch die negativ beeinflusste Heilungstendenz in Tieren mit 

DNase1-KO unterstützt. Durch Fehlen der DNase1 kam es zu einer gestörten Abbaufähigkeit 

und somit Akkumulation von NETs in Wund- und Stasezone, was zu einem verstärkten 

sekundären Ausweiten der Nekrosezone und Beeinträchtigung der Heilungstendenz führte.  

Die Infiltration der Wundregion durch Fibroblasten initiiert den der Inflammationsphase 

folgenden Schritt der Wundheilung: die Proliferationsphase47. Lokale Fibroblasten 

produzieren bereits in den ersten drei Tagen nach Gewebeschädigung Kollagen, 

hauptsächlich parallele Fasern vom Typ III48. In der Proliferationsphase wird jedoch die 

spätere Struktur und Qualität der entstehenden Narbe, welche maßgeblich sowohl vom 

Durchmesser, von der Orientierung als auch von der Dichte der entstehenden 

Kollagenfasern (insbesondere dem Wechsel zu Typ I) abhängig ist, definiert49,50. Im letzten 

Schritt der Wundheilung, dem Remodeling, zeigt sich hauptsächlich die Produktion von 

stabilem korbflechtartig angeordnetem Typ I Kollagen. In normaler Haut zeigen 

Kollagenfasern diese gut vernetzte korbflechtartige Anordnung, wohingegen sich 

Kollagenfasern in Narbengewebe eher unreif, fein und parallel angeordnet darstellen27,50. 

Eine reduzierte Narbenreifung spiegelt sich daher in reduziertem Kollagen I/III-Quotient 

wider50. Kollagen Typ I erhöht die lokale Widerstandskraft und Stabilität und definiert somit 

die Qualität des Gewebes27,51. Je nach Wundgröße kann die Remodelingphase Wochen bis 

Jahre andauern49. In Studien konnte ein niedriger Kollagen I/III-Quotient mit erhöhtem Risiko 

von Anastomoseninsuffizienzen sowie Narbenhernien in Verbindung gebracht werden51,52. In 

unseren Versuchen führte die Inhibition der NET-Formation (PAD4-KO oder 

DNase1Therapie) zu einem erhöhten Kollagen I/III-Quotienten der Narben. Wir konnten 

somit neben einer prognostisch guten Beschleunigung der Reepithelialisierung auch die 

qualitative Verbesserung durch eine DNase1-Therapie demonstrieren.  
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Zudem zeigen unsere Daten eine in den Gruppen stabile SMA Expression durch 

Myofibroblasten, welche zu Kontraktilität und Spannkraft von Gewebe und zügigem 

Wundschluss beitragen53,54. In unserer Studie wirkte sich die NET-Formation nicht auf den 

Phänotypenswitch von Fibroblasten zu Myofibroblasten aus. 

Auch in der Literatur wurde die pathogene Rolle der NG im Rahmen der Wundheilung bereits 

untersucht. So führte die Akkumulation von NETs in Hautwunden zu deutlich verlangsamter 

Heilung und chronischen Wunden in einem Modell diabetischer Mäuse. Diesem Effekt 

konnte durch einen PAD4-KO, welcher die NET-Formation hemmt, entgegengewirkt 

werden21. Der pathogene Effekt der NETs wird in dieser Studie direkt auf den lokalen 

Gewebeschaden und/oder der Modulation der Inflammationsreaktion mit Herunterregulation 

von Reparaturmechanismen zurückgeführt55. Weitere Studien zeigten, dass die Infiltration 

von T-Zellen und NG in die Dermis nach DNAse1 Behandlung deutlich reduziert werden 

konnte56,57. In unserer Studie führte ein Abbau der NETs durch DNase1, bzw. reduzierter 

Produktion in PAD4-KO-Tieren, zwar nicht zu einer Reduktion der Anzahl an NG im Gewebe, 

jedoch zu einem signifikanten Rückgang der Aktivierung der NG sowie der NET-Formation. 

Eine positive-Feedbackschleife zwischen NETs und der NG-Aktivierung wurde in Studien 

bereits beschrieben55-61. Dies berücksichtigend, sehen wir die signifikante Reduktion der 

Aktivität der NG durch die DNase1 Therapie, trotz fehlendem bzw. insbesondere bei 

fehlendem Einfluss auf die NG-Anzahl, als Hinweis auf die Beeinflussung der NG durch die 

NETs. NETs an sich stellen bereits ein DAMP dar und verursachen darüber hinaus via 

proinflammatorischer Interleukine u.a. IL-1β/IL-18 sowie oxidativem Stress ein starkes NG-

aktivierendes Signal, welches zur Amplifikation der Inflammationsreaktion beiträgt57-61. 

Zusammen mit den Ergebnissen von Wong et al. zeigt sich, dass die Akkumulation von 

NETs die primäre und sekundäre Wundheilung negativ beeinflusst und diesem pathogenen 

Prozess durch eine anti-NET-Therapie via DNasen entgegengewirkt werden kann. 

Limitationen der vorliegenden Studie beinhalten (1) eine geringere Anzahl von 

Analysezeitpunkten der Knock-out-Gruppen im Verbrennungsmodell sowie (2) eine durch 

histologische Analysen limitierte mechanistische Herangehensweise, welche in weiteren 

Studien vertieft werden sollte. 

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass die Inhibition der NET-

Entstehung, sowohl durch eine Therapie mit DNase1, als auch mittels eines genetischen 

PAD4-KO, eine vielversprechende therapeutische Option zur Beschleunigung der 

Wundheilung und Reduktion von Narbenbildung in einem experimentellen Mausmodell ist. 

Weitere Studien sollten die Ergebnisse in humanisierten Modellen verifizieren, um einen 

möglichen bench-to-bedside-Transfer zu realisieren. 
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3.5 Ausblick 

Aufgrund der essentiellen Rolle in der Pathogenabwehr wurde durch eine DNase1-

Behandlung besonders eine Vulnerabilität für Infektionen angenommen. Obwohl NETs 

physiologischerweise Infektionen limitieren sollen, führt ein Defizit dieser Effektorzellen nicht 

zu einer erhöhten Bakteriämie in PAD4-KO-Mäusen, welche einer polymikrobiellen 

Umgebung ausgesetzt waren. In mehreren Studien konnte hingegen ein protektiver 

systemischer Effekt einer verminderten NET-Produktion im Rahmen der Sepsis 

nachgewiesen werden62-65. Es wird daher postuliert, dass eine NET-Inhibition nicht zu 

erhöhter Vulnerabilität im Rahmen bakterieller Infektionen führt66,67. In diesem Sinne konnte 

eine therapeutische Anwendung von DNase1 einen signifikant beschleunigten Abbau von 

nekrotischem Material sowie Pus in Weichteilabszessen und Pleuraempyemen erzielen68,69. 

Eine Großzahl von bakteriellen Biofilmen sind zur Aufrechterhaltung einer strukturellen 

Stabilität auf freie DNA angewiesen, so konnte in Versuchen eine Biofilmbildung mit und 

ohne medizinischer Implantate mittels DNase-Therapie signifikant reduziert oder verhindert 

werden70-75. Insbesondere wenn Patient:innen mit einliegenden Implantaten von sekundären 

Wundinfekten betroffen sind, welche einen Wechsel nötig machen oder dieser unmöglich ist, 

steht das behandelnde Team vor großen Herausforderungen. Beschichtete Implantate oder 

lokaler / systemischer DNase Einsatz könnte neue Therapieoptionen im Feld der septischen 

Chirurgie ermöglichen und somit zu signifikanten Fortschritten in der Patientenversorgung 

führen75,76. Darüber hinaus scheint die DNase-Therapie zusammen mit klassischer 

antiinfektiver Therapie einen synergistischen Effekt auszubilden und könnte zukünftig einen 

wertvollen therapeutischen Nutzen erweisen68,70,75,76. 

Rekombinante humane DNase1 ist kosteneffizient und bis dato wurden in 

tierexperimentellen sowie humanen Versuchen keine nachteiligen Auswirkungen 

festgestellt35,77-80. Aufgrund der prokoagulatorischen sowie prothrombotischen Eigenschaft 

wurde befürchtet, dass es zu einer erhöhten Blutungsneigung nach NETs-Reduktion 

kommen könnte. Systemische DNase1 Therapie zeigte in einer experimentellen Studie 

jedoch keine negative Beeinflussung der Blutungszeit45. Eine weitere endogene DNase ist 

die DNase1l324,35. In unserer AG haben wir bereits nachweisen, dass die DNase1l3 bereits in 

geringer Dosierung die komplette NET-Struktur inklusive der Histone auflösen kann 

(unveröffentlichte Ergebnisse). Möglicherweise könnte die Verwendung dieser DNase die 

Wundheilung noch weiter verbessern bzw. durch Verkürzung der Inflammationsphase 

beschleunigen. In weiteren Versuchen planen wir daher diese DNase in unseren Modellen 

der primären und sekundären Wundheilung zu evaluieren. Um die Translation zum 

Menschen weiter zu optimieren, sollen hierbei auch humanisierte Mäuse verwendet, sowie 

eine lokale (transdermale) Applikation der DNasen getestet werden.   
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3.6 Zusammenfassung 

3.6.1  Englisch  

Background: Neutrophilic granulocytes (NG) infiltrate tissue after trauma and mediate pro- 

and anti-inflammatory activities mainly through the formation of neutrophilic extracellular 

traps (NETs). NETs promote microvascular damage in the zone of stasis leading to impaired 

healing. We hypothesized that targeting NETs via DNase1 application and peptidyl arginine 

deminase type IV (PAD4) knock-out, reduces inflammation, promotes reepithelization and 

reduces scarring in an experimental model of primary and secondary injury. Methods: A 

cutaneous full-thickness wound was induced via either (1) surgical incision or (2) thermal 

injury of 93 C57BL6/J mice with 3 different genotypes: wildtype, PAD4-, and DNase1-

Knockout (KO). Wildtype animals either received DNase1 or a vehicle via i.p. route. Wound 

assessment and euthanasia were conducted. Endpoints were macroscopic appearance (scar 

scale), time until full re-epithelization (H&E staining), scar structure (collagen I/III ratio, fiber 

organization and density), wound contractility (SMA), as well as activation of NG (NE, MPO) 

and NETs release (H3cit). Results: DNase1 treatment or PAD4-KO led to a significant 

improvement of macroscopic scar appearance and faster wound closure, while wound 

stability and contractibility was not negatively affected.  
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3.6.2  Deutsch 

Hintergrund: Neutrophile Granulozyten (NG) besitzen pro- und antiinflammatorische 

Eigenschaften und können mittels ihrer Effektorfunktion, den Neutrophil Extracellular Traps 

(NETs), nach traumatischer Verletzung zu überschießender Entzündungsreaktion und 

Hyperkoagulation führen. Wir stellten die These auf, dass eine Reduktion von NETs über 

DNase1 Therapie und Peptidylarginin-Deiminase 4 (PAD4) Knock-out zu einer Reduktion der 

Inflammation und beschleunigter Reepithelialisierung mit reduzierter Narbenbildung in einem 

Mausmodell der primären und sekundären Verletzung führt. Methoden: Eine Wunde wurde 

mittels (1) chirurgischer Inzision oder (2) Verbrühung in 93 C57BL6/J Mäusen der Genotypen 

Wildtyp, PAD4- und DNase1-Knockout (KO) induziert. Mäuse vom Wildtyp erhielten 

entweder eine i.p. DNase1- oder Vehicle-Behandlung. Nach der Euthanasie erfolgte die 

Evaluation folgender Endpunkte: Makroskopisches Bild (Narbenskala), Reepithelialisierung 

(H&E Färbung), Narbenstruktur (Kollagen I/III-Ratio, Faserorientierung und -dichte), 

Wundkontraktilität (SMA) sowie NG-Aktivität (NE, MPO) und NET-Formation (H3cit). 

Ergebnisse: NET-Reduktion durch DNase1-Behandlung oder PAD4-KO führte sowohl zu 

einer signifikanten Verbesserung des makroskopischen Narbenbildes als auch zu 

beschleunigter Reepithelialisierung, während die Wundstabilität nicht negativ beeinflusst 

wurde.   
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3.8. Abbildungsverzeichnis 

3.8.1. Abbildung 1 

Reduktion der NET Formation verbessert die primäre Wundheilung 
 

 

 

Bei Tieren der Genotypen: Wildtyp n=12, DNase1-KO n=5 und PAD4-KO n=6 wurde eine 

Laparotomie über eine 2,5 cm messende Inzision durchgeführt. KO-Tiere erhielten keine 

weitere Intervention während je 6 Wiltyp Mäuse entweder Vehicle (Kontrolle) oder DNase1-

Injektionen erhielten. Die Euthanasie erfolgte nach 72 Stunden oder 21 Tagen. (A, B) Die 

makroskopische Wundheilung, gemessen an höheren Werten auf der Stony Brook Scar 

Evaluation Skala, zeigte sich signifikant verbessert in Tieren die eine DNase1 Therapie 

erhielten. Der Effekt zeigte sich ähnlich in PAD4-KO Tieren. (C-E) Tiere der Therapie- oder 

PAD4-KO Gruppe zeigten einen signifikant früheren Switch von Kollagen 3 zu 1 und 

reduziertem Kollagen Alignment was für eine schnellere Narbenreifung spricht. (F) Fibrinlevel 

zeigten sich durch DNase1 Therapie reduziert. (G) SMA zeigte sich durch DNase1 oder 

PAD4-Ko nicht beeinflusst. I Vergleiche erfolgten stets mit der Kontrollgruppe. *DNase1 vs. 

Kontrollgruppe und #PAD4-KO vs. Kontrollgruppe. 
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3.8.2. Abbildung 2 

Targeting der NET Formation resultiert in reduzierter NG Aktivierung und NET 

Formation in einem Modell der primären Wundheilung. 

 

 

(A) Ly6G als Marker der NG wurde nicht beeinflusst durch genetische Modifikation der NET 

Formation oder DNase1 Therapie. (B-D) NG Aktivierung und NET Formation wurden 

signifikant durch die DNase1 Therapie oder genetischen Knock-out gesenkt. (E) 

Repräsentative Immunofluoreszensbilder: DNase1 Therapie reduziert signifikant die NG 

Aktivierung (MPO) und NET Formation (H3cit). I Vergleiche erfolgten stets mit der 

Kontrollgruppe. *DNase1 vs. Kontrollgruppe und #PAD4-KO vs. Kontrollgruppe. 
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3.8.3. Abbildung 3 

Reduktion der NET Formation verbessert die sekundäre Wundheilung 
 

 

 

Eine 1,5 cm2 messende thermale Wunde wurde induziert. Zur Evaluation dienten in Wildtyp 

Mäusen vier Zeitpunkte (72 h, 7, 14 und 28 Tage), in Knock-out Tieren zwei Zeitpunkte (7, 

28 Tage). Kontrollgruppe n=5-6, DNase1 n=6, DNase1-KO n=5-6, PAD4-KO n=5-6. (A-C) 

Tiere der DNase1 Therapiegruppe oder mit PAD4-KO zeigten einen signifikant reduzierten 

Narbenscore. (D-H) Tiere der DNase1 Therapiegruppe oder mit PAD4-KO zeigten eine 

signifikant beschleunigte Reepithelialisierung, Switch von Kollagen 3 zu 1 sowie reduziertem 

Alignment. (E) H&E Färbung der thermalen Verletzung an Tag 7 zeigt den linken Wundrand. 

Der Pfeil markieren die Reepithelialisationszung welche sich durch DNase1 Therapie 

signifikant positiv beeinflusst zeigt. M: subkutane Muskelschicht und F: subkutane 

Fettgewebe. In Kontrolltieren kam es aufgrund von sekundärer nekrotischer Ausbreitung der 

Wundfläche zu Verlust von subkutanem Fettgewebe. In Mäusen der Therapiegruppe blieb 

die Muskelschicht erhalten was auf einen Zusammenhang der sekundären Ausbreitung und 

NET Formation spricht. (F) Parallele unreife Kollagen 1 Fasern wurden vor allem während 

der frühen Heilungsstadien beobachtet und persistieren signifikant in Kontroll- und DNase1-

KO Tiere (Kollagen 3; grün vs. Kollagen 1; rot). (I) SMA wurde nur inkomplett durch DNase1 

beeinflusst. I Vergleiche erfolgten stets mit der Kontrollgruppe. *DNase1 vs. Kontrollgruppe 

und #PAD4-KO vs. Kontrollgruppe. 
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3.8.4. Abbildung 4 

Targeting der NET Formation resultiert in reduzierter NG Aktivierung und NET 

Formation in einem Modell der sekundären Wundheilung. 

 

 

(A) Ly6G als Marker der NG wurde nicht beeinflusst durch genetische Modifikation der NET 

Formation oder DNase1 Therapie. Eine Ausnahme bildet die PAD4-KO Gruppe in der sich 

nach 28 Tagen eine signifikante Reduktion zeigte, was auf einen positiven 

Amplifikationseffekt durch die NETs hinweist. (B, C) Es zeigte sich insgesamt einen hohe NG 

Aktivierung bei jedoch signifikanter Reduktion durch Dase1 Applikation oder in PAD4-KO 

Tieren. (E) Repräsentative Immunofluoreszensbilder: in Verbrühungswunden zeigten sich 

aktivierte NG und NET Formation über 28 Tage persistierend. Die DNase1 Therapie wirkte 

diesem Effekt entgegen. I Vergleiche erfolgten stets mit der Kontrollgruppe. *DNase1 vs. 

Kontrollgruppe und #PAD4-KO vs. Kontrollgruppe. 
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“The opposite of fear is a plan,  

and I have a plan. So no,  

I am not afraid.” 

Courtney Milan  
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