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Zusammenfassung:

Extrazellulare DNA (ez-DNA) ist ein wesentlicher Bestandteil infektiéser Wundflussigkeit. Die Erken-
nung einer Wundinfektion ist besonders bei der Behandlung chronischer Wunden vorteilhaft. Dafir
wird ein impedimetrischer Sensor entwickelt, der ez-DNA detektiert. Die Performanz des Sensors
kann durch ein mikroskopisches Nachweisverfahren ermittelt werden. Es wird ein fluoreszenzbasier-
tes Verfahren untersucht, das mit einer einfachen schwellwert-basierten Segmentierung bereits gute
Ubereinstimmungen mit der Impedanzmessung bringt. Im Zeitverlauf &ndert sich die Fluoreszenzfla-
che tendenziell ahnlich der Impedanzénderung. Die Untersuchung hdéherwertiger Segmentierungsal-
gorithmen zeigt, dass eine Level-Set-Methode mit aktiver Konturerkennung ein geeignetes Verfahren
ist, um ez-DNA zu segmentieren. Es wurden 84% der DNA-Strukturen richtig erkannt bei einer Streu-
ung von nur 3%.

Stichworte: Wundmonitoring, Impedanzsensor, optische DNA-Erkennung, Fluoreszenzmikroskopie,
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Einleitung

Chronischer Wunden sind schlecht heilende
traumatische Schadigungen der Haut und der
tieferen Gewebeschichten. Sie verursachen bei
Betroffenen liber Monate, teilweise Uber Jahre
hinweg Schmerzen und eine Einschrénkung der
Mobilitédt des verletzten Korperteils. Zusétzlich
missen diese Patienten regelmaRig die Klinik
aufsuchen und Verbandswechsel durchfihren
lassen. Dieser erfolgt haufig vorsorglich alle
zwei bis drei Tage wegen mdglicher Infektio-
nen. Moderne hydroaktive Verbdnde weisen
jedoch wesentlich langere Verweildauern auf,
als in der Praxis umgesetzt werden [1]. Um
diese Intervalle zu verldangern und den Stress
fir das Wundmilieu zu vermindern, ist der Ein-
satz eines Wundmonitorings sinnvoll.

Sensor- und Validierungskonzept

An der Technischen Universitdt Dresden wird
an der Entwicklung eines Sensorkonzepts fir
diese Aufgabe geforscht [3]. Dazu wird ein Ab-
wehrmechanismus genutzt, der mit einem Im-
pedanz-basierten Verfahren erfasst wird. Im
Falle einer massiven Besiedlung einer Wunde
mit Pathogenen wird die Immunabwehr aktiviert
und neutrophile Granulozyten in gro3er Anzahl
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rekrutiert. Diese reagieren besonders in Wun-
den nicht nur als Fresszellen (Phagozytose),
sondern auch mit der Ausschleusung ihres
DNA-Materials (Netose). Charakteristisch daftr
ist die weilliche Verfarbung des Wundsekrets.
Die ez-DNA ist in der Lage, viele Pathogene zu
immobilisieren und mit bakteriziden Substanzen
unschadlich zu machen [2]. Das massive Auf-
treten der DNA, auch Neutrophil Extracellular
Traps, kurz NETs, genannt, fiihrt zu einer cha-
rakteristischen ~ Anderung im  Impedanz-
spektrum. Im Wundmodell wurden bei einer
charakteristischen Frequenz von 17,5 kHz Im-
pedanzanderungen von etwa 35% beobachtet
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Um einen Zusammenhang zwischen dem bio-
logischen Ablauf der DNA-Ausschleusung und
der Impedanzanderung herstellen zu kénnen,
ist es notwendig, etablierte Referenzmessver-
fahren einzubeziehen, beispielsweise die Fluo-
reszenzmikroskopie [4]. Die Herausforderung
besteht darin, den Anforderungen beider Me-
thoden, der optischen und der
impedimetrischen, gerecht zu werden, um ein
bio-elektrochemisches Modell fir die DNA-
bedingte Impedanzénderung zu etablieren.
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Methoden

Das an der Universitatsklinikum Carl Gustav
Carus entwickelte Wundmodell benutzt zur
Simulation eines infektidsen Prozesses humane
neutrophile Granulozyten von freiwilligen Spen-
dern. Diese werden in mit Elektroden ausge-
statteten Zellkulturschalen kultiviert. Eine Poly-
L-Lysin-Schicht erleichtert die Anhaftung der
Zellen, die sie wahrend der DNA-
Ausschleusung bevorzugen. Die Stimulation zur
Abwehrreaktion erfolgt Uber ein chemisches
Stimulans, das Phorbol12-Myristat13-Azetat
(PMA). Die Elektroden werden mit einem Adap-
ter zweikanalig mit dem Impedanzspektrometer
verschaltet. Das Messgerat erfasst die zeitliche
Anderung des Impedanzspektrums.

In einem Vorexperiment wurde die Anwendbar-
keit einer quasi-parallelen Fluoreszenzerfas-
sung Uberprift. Dazu wurde die Impedanzmes-
sung zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der
Stimulation abgebrochen, die Proben mit einem
Fluoreszenzfarbstoff angefarbt und mit Para-
formaldehyd fixiert. Als Referenz sind stets
unstimulierte Proben mitgefiihrt. Der Farbstoff
Sytox Green durchdringt nicht die Zellmembran
und farbt somit spezifisch ez-DNA an. Die Zell-
kulturschalen werden mit einem Fluoreszenz-
mikroskop gerasterte hochaufgeloste Aufnah-
men erstellt (Ausschnitt: Bild 1). Das Resultat
ist ein zusammengesetztes Fluoreszenzbild des
gesamten Wells. In den Vorversuchen wurde
die Flache der fluoreszierenden Bildbereiche
bestimmt. Bei gleichbleibender Gesamtflache
des gerasterten Wells hangt diese Flache von
der Anzahl der ez-DNA im Well ab [4]. Die Fla-
che wird mit einem festgelegten Intensitats-
schwellwert ermittelt.

Elektroden

extrazellulire
DNA

Bild 1. Stimulierte Granulozyten auf Elektroden
(Abschattung) mit ihrer extrazelluldren DNA.

Diese relativ grobe Schatzung lasst sich durch
Bilderkennungsalgorithmen verbessern. Diese
wurden in Matlab implementiert und an den
aufgenommenen Bildern angewendet. Folgen-
de Verfahren wurden fur die Segmentierung
betrachtet:

» schwellwertbasierte Erkennung (SWB)

» Wasserscheidentransformation (WST)
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» Level-Set-Methode (LSM)

Bei der schwellwert-basierten Erkennung wer-
den Bildpunkte, die einen bestimmten Schwell-
wert Uberschritten haben, dem Vordergrund
zugeordnet. Das in Matlab integrierte Verfahren
mit automatischer Schwellwerterkennung be-
nutzt das Verfahren nach Otsu [5]. Bei diesem
Verfahren wird der Schwellwert so festgelegt,
dass die Varianz innerhalb der segmentierten
Bereiche minimiert und zwischen den Berei-
chen maximiert wird.

Die WST ist ein mathematisches Werkzeug,
welches fir die Bildverarbeitung entwickelt
wurde. Eine plastische Veranschaulichung ist
das Bild mit seinen Grauwerten als topografi-
sche Hohenkarte. Die WST fullt, beginnend mit
den niedrigsten Bereichen, das topografische
Gelande mit Wasser von unten auf. Dabei ent-
stehen abgegrenzte Seen. Diese Begrenzun-
gen entsprechen denen der segmentierten Be-
reiche. Das in Matlab implementierte Verfahren
ist in Meyer et al. [6] beschrieben.

Grundidee des Level-Set (LS) basierten Ansat-
zes ist die Definition einer dreidimensionalen
LS-Funktion @ ber der zweidimensionalen
Bildflache. Die eigentliche Segmentierung er-
folgt durch das Festlegen eines Schwellwerts
far @, dieser kann graphisch als Level inter-
pretiert werden. Flr den hier verwendeten An-
satz Active Contours Without Edges [9] erfolgt
eine iterative Anpassung der LS-Funktion
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mit dem Anpassungsterm
E®)=E;, +v*E_.. (2)

Der erste Term E,,, beschreibt die iterative

Anpassung an den Bildinhalt. Dazu werden fur
die Segmentierung und den Hintergrund Mittel-
wert und Streuung der Intensitat ermittelt. Fir
jeden Bildpunkt wird dann anhand der Intensitat
die Wahrscheinlichkeit (Normalverteilung) fir
die Zugehorigkeit zur Segmentierung bzw. zum
Hintergrund bestimmt, was einen positiven bzw.

negativen Wert fir E,, zur Folge hat. Der

zweite Term £ basiert auf der Lange der Kon-

tur und spiegelt die Glattheit der ermittelten
Segmentierung wider. Uber den Gewichtungs-
faktor v kann die Glattheit der Segmentierung
gesteuert werden.

Zur Bewertung der Segmentierungen wurde die
Erkennungswahrscheinlichkeit
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r,+r,
P = ~ 3)
rp+fp+rn+fn

verwendet. Hier ist 7,,, die Anzahl der richtig

positiv/negativ segmentierten Bildpunkte und
fp/n mit die Anzahl der falsch positiv/negativ

segmentierten Bildpunkte. Als Vergleichsbasis
dienen zehn manuell markierte Aufnahmen.

Ergebnisse

Die Bildaufnahme im Vorexperiment zeigte
deutlich die Bildung von ez-DNA in den Wells
(Bild 1). Allerdings konnte auch in unstimulier-
ten Proben ez-DNA ausgemacht werden. Eine
quantitative Auswertung ist in Bild 2 dargestellt.
Vor der Stimulation zum Zeitpunkt O ist bereits
ez-DNA vorhanden. Wir vermuten eine Vorsti-
mulation durch die rauen Bedingungen fir die
Zellen wahrend der Préparation. Diese ist un-
vermeidbar und wurde bereits in anderen Verof-
fentlichungen beschrieben [8]. Die unstimulier-
ten Proben zeigen eine leicht verminderte Fluo-
reszenz, wahrend die Impedanz unverédndert
ist. Die Minderung interpretieren wir als NET-
Abbau, verursacht durch DNAsen des verwen-
deten autologen Serums. Der Abfall ist ebenso
in stimulierten Proben zu beobachten, die einen
Hoéhepunkt beschreiben, der vermutlich Utber-
schritten wird, wenn alle mdéglichen Zellen re-
krutiert wurden um DNA auszuschleusen, und
nur noch der Abbauprozess dominiert. Die Flu-
oreszenzwerte dndern sich tendenziell &hnlich
zur Impedanz. Lediglich um das Maximum her-
um sind starke Abweichungen zu beobachten,
die davon abh&ngen, ob die Probe ihr Maxi-
mum Uberschritten hat. Einen weiteren Einfluss
haben die ca. 20 Minuten, die zum Anfarben
gebraucht werden. In dieser Zeit &ndert die
Probe ihren Zustand bereits kontinuierlich.
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Bild 2. Verlauf der Impedanzédnderung (bezogen
auf den Anfangswert bei 17,5 kHz) und der relativen
Fluoreszenzfldche (bezogen auf die maximale Fl&-
che) in Abhéngigkeit von der Stimulation.
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Eine weitere Mdglichkeit zur Verbesserung der
mikroskopischen Auswertung ist die Anwen-
dung der oben genannten Segmentierungsalgo-
rithmen (Bild3). Prinzipiell zeigen alle drei Ver-
fahren recht gute Erkennungswahrscheinlich-
keiten, wobei mit WST die schlechtesten Er-
gebnisse auftraten. LSM zeigt eine deutlich
geringere Streuung der Erkennungs-
wahrscheinlichkeit. Da die LSM mehr Informati-
onen einbezieht ist die héhere Zuverlassigkeit
nachvollziehbar. Die LSM zeigt damit insge-
samt das beste Ergebnis.
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Bild 3.  Erkennungswahrscheinlichkeit fiir die Seg-
mentierung mit SWB, WST und LSM.

Schlussfolgerungen

Die mikroskopbasierte Erkennung der ez-DNA
ist eine sinnvolle Ergénzung zur Impe-
danzspektroskopie. Das konnte in einem Vor-
experiment gezeigt werden. Die anschlieffende
Bildverarbeitung birgt viel Verbesserungspoten-
zial dem wir uns fur die Segmentierung widme-
ten. Wir konnten zeigen, dass eine rechnerba-
sierte Erkennung mit passenden Algorithmen,
wie die Level-Set-Methode, eine Quantifizie-
rung der fluoreszierenden Fléche infolge von
ez-DNA ermdglicht. Das Verfahren wahlt im
Vergleich zu einer manuellen Markierung die
Flache mit 84% Ubereinstimmung aus benétigt
aber nur einen Bruchteil des Zeitaufwands. Auf
dieser Grundlage sollen im nachsten Schritt
weiterer Vergleichsaufnahmen mit der LSM
ausgewertet werden und mit den Ergebnissen
der Impedanzspektroskopie verglichen werden.
AuRerdem ist geplant, durch die Weiterentwick-
lung der Klassifizierung, Stadien der DNA-
Ausschleusung unterscheiden zu kénnen. Da-
mit sind bessere physikalische Ruckschlisse
zur Wirkung der ez-DNA auf die Impedanz der
Probe mdglich, was eine bedeutende Weiter-
entwicklung des impedimetrischen Wundsen-
sors bedeutet.
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