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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Wundinfektion

1.1.1 Haut als Barrierefunktion

Verletzungen des Haut-Weichteilmantels sind eine alltagliche Herausforderung
fur Arzte jeder Fachrichtung. Die Haut, als groRtes Organ des Menschen, hat
viele Funktionen. Sie gewahrleistet die Integritat des Korpers und einen
mechanischen Schutz der darunterliegenden Strukturen. Sie verhindert den
Verlust von Wasser und Warme. Durch die Verletzung der Haut ist diese
natlrliche Barriere aufgehoben, Mikroorganismen dringen in den Korper ein,
vermehren sich und es kommt haufig zu einer klinisch relevanten Infektion (Frank
et al. 2005). Nicht nur der Aufwand und die Kosten der Behandlung von
Infektionen sind hoch, sie stellen vor allem eine in schwerwiegenden Fallen

lebensbedrohliche Komplikation fir den Patienten dar (Siaw-Sakyi 2017).

1.1.2 Wundinfektionen in der Plastischen Chirurgie

Im unkompliziertesten Fall behindert eine Wundinfektion den physiologischen
Wundheilungsprozess, sodass dieser nicht mehr in seiner geordneten und fein
abgestimmten Form zielfuhrend ablaufen kann (Braiman-Wiksman et al. 2007).
Mit dieser Storung konnen Infektionen zur Entwicklung von chronischen Wunden
fuhren, die ein haufiges Krankheitsbild in der plastischen Chirurgie darstellen und
eine Pravalenz von etwa 1% haben (Hassan et al. 2014). Eine Chronifizierung
entsteht vor allem dann, wenn die Keimbesiedlung nicht ausreichend
eingeschrankt werden kann. Diese kann entweder chirurgisch oder antimikrobiell
behandelt werden. Je nach Umfang des Defekts und der mikrobiellen Besiedlung
sind beide zur Heilungsunterstutzung notig. Die chirurgische Behandlung
beschreibt die mechanische Sanierung, also die Entfernung des infektidsen
Belags und Gewebes. Die antimikrobielle Behandlung umfasst chemische
Verfahren zur Infektionsbekdmpfung, also die direkte Abtotung der Keime, ohne
sie mechanisch zu entfernen. Das beinhaltet Antiseptika und Antibiotika,

allerdings auch andere Verfahren, wie die Hyperbare Sauerstofftherapie.
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Die anhaltende, lokale Infektion fuhrt zu einer Immunantwort mit Initiierung und
Unterhaltung eines inflammatorischen Milieus, welches zu einer weiteren
Verzogerung der Wundheilung und somit zu einem schwer zu durchbrechenden,
sich selbst aufrechterhaltenden Kreislauf fihrt (Nikoletopoulou et al. 2013). Eine
Kompromittierung der fur das Gewebe uberlebenswichtigen Funktionen,
insbesondere der Durchblutung, flhrt zu Nekrosen (dem vollstandigen,
unkontrollierten Absterben des betroffenen Gewebes). Resultierende Defekte
mussen abhangig von ihrem Ausmal} unter Umstanden aufwandig rekonstruiert
werden. Ohne effektive Behandlung kdnnen Wundinfektionen jedoch vor allem
sehr schwerwiegende Folgen haben, bis hin zum Tod des Patienten.

Die spezifischen mikrobiologischen Aspekte einer Wunde, vor allem einer
chronischen Wunde, beschreiben sich durch ihren oft komplexen
polymikrobiellen, pathogenen Biofilm. Er entsteht, wenn sich Bakterien an und in
der offenen Wunde ansiedeln. Dabei exkretieren sie extrazellulare, polymere
Substanzen, die mit Wasser Hydrogele und somit einen schleimartigen,
schitzenden Film um sich bilden. Ein hohes Risiko bei Biofilmen ist ihre teilweise
ungeklarte, hohe Antibiotikaresistenz (Bowler 2018). Auch koénnen Wunden
durch Pilze und Viren besiedelt werden, die ebenfalls einen
heilungsretardierenden Effekt hervorrufen. Durch mikrobiologische Besiedlung
sind chronische Wunden oft mit haufigen Arztbesuchen oder langen
Krankenhausaufenthalten mit unter Umstanden breiter, sowie lange wahrender
Antibiotikatherapie assoziiert. Dies verstarkt natlrlich oft die Neigung zur
Resistenzbildung gegen Antibiotika, durch die Infizierung mit nosokomialen
Keimen. Daher ist eine genaue Untersuchung des Wundmaterials zur
|dentifizierung des Pathogens unabdingbar fur eine zielfUihrende Therapie, denn
die MaRnahmen missen an die spezifischen Voraussetzungen der Wunde und

der Keim-Besiedlung angepasst sein (Bowler et al. 2001a, Bowler 2018).

1.1.3 Therapie der Wundinfektion, allgemein

Es gibt unterschiedliche Moglichkeiten, eine Infektion zu bekampfen oder ihr
vorzubeugen. Eine phasengerechte Therapie wird mehrmals dem Zustand der
Wunde, unter BerUcksichtigung der Moglichkeiten des Patienten, angepasst, um

eine mdglichst schonende und gleichzeitig effektive Keimeradikation zu
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erreichen. Die beiden grundsatzlichen Moglichkeiten der Behandlung sind die

operative und die konservative oder antimikrobielle Methode.

FUr das operative Verfahren gibt eine Auswahl physikalischer Methoden, wie die
Reinigung oder sogar das operative Débridement der Wunde. Bei einem
Débridement wird nekrotisches und infiziertes Gewebe abgetragen. Das Ziel ist
die Herstellung eines hygienischen Wundmilieus. Eine andere physikalische
MaRnahme zur Infektbekampfung ist die Vakuumtherapie, bei der fur eine
bestimmte Zeit mittels eines antimikrobiellen Schwamms und einer Pumpe ein
Unterdruck auf das infizierte Gebiet einwirkt und zur Verbesserung der
Wundverhaltnisse fur eine weitergehende Deckung des Defekts sorgt. Weitere
Verfahren, wie die hyperbare Sauerstofftherapie, sind ein Spezialgebiet der

plastischen Chirurgie und werden nicht ubiquitar eingesetzt.

Die vorrangige Methode zur Keimelimination ist in den meisten Fallen aber die
chemische, antimikrobielle Therapie mittels Antibiotika oder Antiseptika (Bowler
et al. 2001b).

1.2 Antiseptika und Wunddesinfektion
1.2.1 Geschichte

Hinweise auf die Medikation mit antimikrobiell wirksamen Pflanzen lassen sich
bis in die frlhe archaologisch belegbare Vorgeschichte finden, durch Homo
neanderthalensis vor etwa 49.000 Jahren, zur Zeit des Paldolithikums (Weyrich
et al. 2017). Ahnlich ist es mit antiseptischen Substanzen. Spéatestens im
Neolithikum (11.500 v. Chr.) wurden Pflanzen wie Salbei und Moos eingesetzt,
um Wunden keimarm zu halten und die Wundheilung zu verbessern. Die Nutzung

von Honig dafur kdnnte sogar noch alter sein (Mavroforou et al. 2007).

Es wurden immer wieder unterschiedliche Substanzen eingesetzt, die oft sogar
einen therapeutischen Effekt hatten. In der Neuzeit entwickelten Ende des 18.
Jahrhundert bis zu 80% aller Patienten nach Operationen eine Wundinfektion,
sodass mit groRem Eifer verschiedenste Substanzen zu dem Zweck der
Infektionsbekampfung entwickelt wurden (Jessney 2012, Roth & Brill 2010). Der
Grundstein der wissenschaftlichen Aufklarung wurde durch Louis Pasteur (1822
— 1895) gelegt, der mit seinen Experimenten zur Garung die Existenz von

Mikroorganismen nachwies und unter anderem die Keimtheorie mitbegrindete.
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Diese unabhangig auch von Robert Koch (1843 — 1910) und Joseph Lister (1827
— 1912) entwickelte Theorie besagte, dass Krankheiten durch Mikroorganismen
hervorgerufen werden (Tan & Rogers 2007). Lister war der Erste, der 1865 einen
antiseptisch wirksamen Verband mit Phenolen entwickelte (Jessney 2012). Paul
Ehrlich und seine Kollegen entdeckten 1910 das erste Antibiotikum
(Arsphenamin), dessen Wirkspektrum allerdings auf Spirochaten begrenzt war
(Zaffiri et al. 2012). Alexander Flemming entdeckte 1928 mit Penicillin das erste
Antibiotikum mit breiterem Spektrum, das ab 1942 in groRem Malstab
synthetisiert und eingesetzt wurde (Fleming 1929, Patterson & Stankewicz 2018).

1.2.2 Unterschied zwischen Antibiotika und Antiseptika

Antiseptika und Antibiotika sind chemische Mittel zur Bekampfung oder
Pravention von Keimbesiedlung. Antiseptika sind meist kleine, zytotoxische
Molekule mit niedriger Spezifitat. Das europaische Komitee flir Normung definiert
LAntiseptik® wie folgt (CEN/TC 216/HWG N 18): ,Behandlung von lebendem
Gewebe mit dem Ziel, eine Infektion dadurch zu bekadmpfen und/oder der
Ausbreitung einer Infektion dadurch vorzubeugen, daf® die Anzahl der
Krankheitserreger durch Abtotung bzw. Inaktivierung vermindert und die
Vermehrung der nicht abgetoteten bzw. inaktivierten moglichst lang anhaltend
gehemmt wird.” (Kramer et al. 2013). Gerichtet sind Antiseptika gegen Bakterien,
Viren, Pilze, Algen oder Dauerformen von Endoparasiten. Sie basieren auf
verschiedenen Konzepten der Totung von Mikroorganismen: Zerstorung der
Zellwand durch Herabsetzung der Oberflachenspannung, Denaturierung oder
Storung des Energiestoffwechsels.

Antibiotika sind hingegen meist komplexere Molekile, die auf spezifische Zell-
Bestandteile ausgerichtet sind. Ihre Angriffspunkte sind zum Beispiel bakterielle
Ribosomen, Energiestoffwechsel oder Zellwandsynthese. Man kann sie, im
Gegensatz zu Antiseptika, systemisch einsetzen, denn ihre Wirkmechanismen
sind auf Bakterieneigenschaften ausgerichtet und schaden eukaryotischen
Zellen in der Regel nicht (Willenegger 1994).

Die Nachteile von Antibiotika sind allerdings umfangreich. Sie haben in der Regel
ein begrenztes Anwendungsspektrum, sind strengen Dosierungs- und

Applikationsrichtlinien unterworfen und sind, aufgrund ihrer primar systemischen
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Applikation, reich an Nebenwirkungen. Auf Grund ihrer Spezifitat haben sie im
Gegensatz zu Antiseptika kaum Einfluss auf menschlichen Zellen, sind aber auch
anfalliger fir Abwehrmechanismen und vor allem Resistenzbildung der
Mikroorganismen (Golkar et al. 2014, Singh et al. 2014, Teepe et al. 1993).

Zum alltaglichen Wundmanagement sind Antiseptika ublich, da sie kostengunstig
und effektiv sind (Bowler et al. 2001b, Daeschlein 2013). Da sie ausschlief3lich
topisch eingesetzt werden, haben sie wenig systemische Nebenwirkungen.
Dennoch konnen sie unter anderem allergische Reaktionen provozieren und in
schweren Fallen andere Nebenwirkungen aufweisen, so wie Nierenversagen
oder Kreislaufentgleisung (Hasanvand et al. 2015b). AuRerdem besitzen sie
einen zytotoxischen Effekt auch gegenuber humanen Zellen, sodass sie
Gewebsirritation bis hin zur Gewebsnekrose auslésen kdnnen. Zusatzlich
kénnen Pathogene Resistenzen gegen sie entwickeln (Hasanvand et al. 20153,
Hubner & Kramer 2010, Opstrup et al. 2014).

Die Wirkspektren von Antibiotika und Antiseptika sind weitestgehend
beschrieben, womit sich ihre Anwendung in einer spezifischen Situation meinst
sehr gut kalkulieren lasst. Bei einem systemischen oder nicht oberflachlichen
bakteriellen Infekt sind Antibiotika die Mittel der Wahl. Bei lokalen, zuganglichen
Infekten werden eher Antiseptika verwendet, die nicht systemisch verabreicht
werden kdnnen. In vereinzelten Situationen werden auch Antibiotika lokal (meist

in Form einer Salbe, manchmal in Form einer Losung) appliziert.

1.2.3 Antimikrobielle Wirksamkeit von Antibiotika und Antiseptika

Grundsatzlich ist festzustellen, dass Antiseptika in der Regel ein breiteres
Wirkspektrum als Antibiotika haben. Die meisten der am haufigsten verwendeten
Hautdesinfektionsmittel sind bakterizid, fungizid und wirksam gegen eine Vielzahl
pathogener Viren. Octenidin (z.B. Wirkstoff von Octenisept®), das sowohl zur
Haut- und Schleimhaut- als auch zur Wunddesinfektion als ein Standardmittel
verwendet wird, ist laut Aussage des Herstellers gegen Bakterien, Pilze, Hefen
und einige lipophile Viren wirksam. Ahnlich oft verwendet werden Povidion-lod-
Praparate wie Betaisodona®, die eine vergleichbare Wirksamkeit haben.
Polyhexanid dagegen deckt keine Viren ab und ist ausschlieRlich bakterizid und

fungizid (Daeschlein 2013). Mafenidacetat gehort zur Gruppe der Sulfonamide
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und ist somit ein aullerlich angewendetes Antibiotikum. Es wird hauptsachlich in

der Verbrennungschirurgie als lokales Bakterizid verwendet.

Antibiotika wirken im Allgemeinen auferst spezifisch. Definitionsgemal sind
Antibiotika Substanzen, die ausschlieRlich gegen Prokaryonten wirken, selten
wirken Stoffe diese Gruppe aber auch gegen Protozoen, zum Beispiel Sulfadiazin
als Sulfonamid-Antibiotikum gegen Toxoplasmose oder Doxycyclin gegen
Malaria (Boggild et al. 2014).

Es gibt nur wenige ,Breitbandantibiotika“, die gegen ein groRes Spektrum gram-
negativer und —positiver Bakterien wirkungsvoll sind. Darunter z.B.
Aminopenicilline, Cephalosporine und Fluorchinolone. Diese werden oft fur eine
kalkulierte Chemotherapie verwendet, bei welcher der Erreger nicht bekannt ist
und es gilt, eine grolde Anzahl méglicher pathogener Keime abzudecken. Viele
Antibiotika haben jedoch durch ihre gegebene Funktionsweise oder durch
bakterielle Resistenzbildung ein stark begrenztes Spektrum, wie z.B.
Aminoglykoside oder Glykopeptide.

Sowohl im Fall der Antiseptika als auch im Fall der Antibiotika ist wegen ihrer
unterschiedlichen Wirksamkeiten immer eine gezielte Therapie gegen einen

nach Méglichkeit genau bestimmten Keim zu empfehlen.

1.2.4 Auswahl der Antiseptika

In der Wundtherapie spielen Antiseptika eine entscheidende Rolle, da bedingt
durch die eingeschrankte Durchblutung der haufig kritischen Wunden systemisch
angewandte Antibiotika nicht in den adaquaten Konzentrationen das Wundgebiet
erreichen. Fur die Auswahl der Antiseptika fur diese Arbeit wurden solche
erwogen, die in der klinischen Situation mit groRer Regelmafigkeit zum Einsatz
kommen. Des Weiteren wurden lediglich antimikrobielle L6sungen ausgewahlt,
die bei der Behandlung tieferer Wunden verwendet werden und nicht zur reinen
Hautdesinfektion. Die endgulltige Auswahl umfasst flnf handelslbliche
Antiseptika: Octenisept®, Betaisodona®, Prontosan®, Lavasept®, sowie das

topisch eingesetzte Antibiotikum Mafenid.
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1.2.4.1 Octenisept®

Octenisept®
2 /N
N~
H5C 0]
PG,
H;C
L
NS
X N

Octenidin Phenoxyethanol

Abbildung 1: Chemische Strukturen der einzelnen Wirkstoffe von Octenisept®.

links: der Hauptwirkstoff Octenidin; rechts: Phenoxyethanol.

Octenisept® ist ein Kombinationspraparat aus Octenidin als Dihydrochlorid, das
zur chemischen Gruppe der Bispyridine gehdrt, und Phenoxyethanol (s. Abb. 1).
Der Hauptwirkstoff Octenidin ist ein kationenaktiver Wirkstoff, der sich gegen die

Zellwand oder Zellmembran von Mikroorganismen richtet (Christiansen 1988).

Vor mehr als 20 Jahren eingefihrt, ist es auf Grund seiner schnellen Wirksamkeit
und Effizienz ein Standard-Antiseptikum in Europa geworden und wird flr die
Haut-, Schleimhaut- und Wunddesinfektion eingesetzt. (Assadian 2016,
Daeschlein 2013, Hubner et al. 2010, Kim et al. 2017, Koburger et al. 2010). Das
Produkt der Firma Schulke & Mayr GmbH, das in dieser Arbeit verwendet wurde,
besitzt eine Wirkstoffkonzentration von 0,1 % Octenidindihydrochlorid und 2,0 %
Phenoxyethanol. Octenisept® wirkt sowohl bakterizid gegen grampositive und
gramnegative Bakterien, viruzid gegen lipophile Viren, mikrobizid gegen
Trichomonas vaginalis sowie fungizid, jedoch nicht sporizid (Eldeniz et al. 2015,
Harke 1989, Kung et al. 2016b). Es wird standardmaflig gegen Methicillin-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Kolonisierung eingesetzt, zur
Vorbereitung der Harnblasen-Katheterisierung und zur Wunddesinfektion
(Danilevicius et al. 2015a). Darlber hinaus zeigt es eine gute antiinfektive
Aktivitat als Nahtmaterial-Umhullung, an Insertionsstellen peripherer und

zentraler Katheter, als Wundverbands-Bestandteil und auf chronischen Wunden
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wie vendsen Beinulcera (Bilir et al. 2013, Dettenkofer et al. 2002a, Hammerle &
Strohal 2016b, Moritz et al. 2014a, Obermeier et al. 2015).

Allerdings sind auch gehauft Komplikationen bei der Anwendung von Octenisept®
aufgetreten wie z.B. chemisch induzierte Peritonitis nach abdominal-Lavage,
prolongierte Odeme, Nekrosen und Gewebsschwellungen, so wie Hand-
Phlegmonen bei Kindern (Franz & Vogelin 2012, Hulsemann & Habenicht 2009,
Hupuczi & Papp 2005, Parlakgumus et al. 2005, Schupp & Holland-Cunz 2009a).
Daher wird von dem Gebrauch des Antiseptikums unter hohem Druck oder ohne
Abfluss in tiefen Geweben gewarnt (Kim et al. 2017).

Es besteht eine experimentell bestatigte Zytotoxizitdt gegen Keratinozyten,
Fibroblasten und Chondrozyten (Hirsch et al. 2009b, Hirsch et al. 2010, Jenull et
al. 2015a, Muller & Kramer 2005b).

1.24.2 Polyhexanid
Prontosan
~
/\/\/\/\/ﬁfN\/\/TW \ N N/\/\/\/
0 H H H
O
- -n
Undecylenamidopropyl-Betain Polyhexanid

Abbildung 2: Strukturelle Darstellung der Wirkstoffe in Prontosan®.

links: Undecylenamidopropyl-Betain; rechts: Polyhexanid.

Polyhexymethylenbiguanid (Polyhexanid) (s. Abb. 2 rechts) wird unter anderem
auch als Wirkstoff in Prontosan® und Lavasept® verwendet (Egli-Gany et al.
2012). Prontosan® enthalt neben Polyhexanid auch noch
Undecylenamidopropyl-Betain (s. Abb. 2).

In dieser Arbeit wurde mit einer Spullésung Prontosan® gearbeitet mit je 0,1 %
Undecylenamidopropyl-Betain und 0,1 % Polyhexanid. Lavasept® hingegen hat
nur Polyhexanid als Wirkstoff, wird allerdings mit Ringer-Lésung verdinnt. In
dieser Arbeit wurde mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von
4 mg/ml Polyhexanid in Ringer-L6sung gearbeitet, was einer Konzentration von
0,4 % entspricht.
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Polyhexanid wurde in den 1980ern erstmals wissenschaftlich vorgestellt und ist
ein Breitspektrum-Antiseptikum mit guter Gewebstoleranz und wenigen
Anwendungsrisiken (Kaehn 2010, Roth & Brill 2010). Es ist bakterizid, sowohl
gegen gramnegative, als auch grampositive Stdmme, und es wurde eine viruzide
Wirkung gegen den Papilloma-Virus nachgewiesen (Anderson et al. 2013,
Banovic et al. 2013, Fabry et al. 2006, Koban et al. 2012, Kuznetsova et al. 2015,
Wiegand et al. 2017). Polyhexanid-haltige Antiseptika werden flr infizierte akute
oder chronische Wunden empfohlen, da der Wirkstoff eine gute Vertraglichkeit
und Gewebegangigkeit hat. Zudem konnten Eberlein und Assadian zeigen, dass
er wundheilungsférdernd ist (Eberlein & Assadian 2010). Wiederum zeigten Boer
et al. eine zytotoxische Wirkung bzgl. der Repopularisierung dezellularisierter
Carotidenimplantate durch Endothelzellen und Fibroblasten (Boer et al. 2013a).
Der generelle Konsens ist jedoch, dass das Mittel wenig bis nicht zytotoxisch ist,
speziell auch gegen mesenchymale Stammzellen (MSZ) (Hirsch et al. 2010, van
Meurs et al. 2014).

Auch die beiden in dieser Arbeit ausgewahlten Polyhexanid-Praperate,
Prontosan® und Lavasept®, haben dhnliche Anwendungsgebiete. Beide sind ein
gutes Mittel zur Behandlung chronischer Wunden, entweder als Spullésung oder
in einem Wundverband (Bellingeri et al. 2016, Horrocks 2006, Napavichayanun
et al. 2016). Es ist mdglich, sie bei Verbrennungen 2. Grades anzuwenden und
bei Infektionen orthopadischer Prothesen oder Osteomyelitis (Daeschlein et al.
2007a, Dettmers et al. 2016, Kuznetsov et al. 2009, Lehner et al. 2011).

Um einen Vergleich der Wirkstoffkonzentrationen und eine Aussage uber die
Wirkung des Zusatzwirkstoffs von Prontosan® machen zu kénnen wurden zu

jedem der Stoffe Versuche angesetzt.
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1.2.4.3 Betaisodona®
Povidon-lod
I3
+
Ohon 0O | O
N A0 O AN N N O
| | |
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Abbildung 3: Strukturelle Darstellung von Povidon-lod (Betaisodona®)

lod wird schon seit mehr als 150 Jahren als Antiseptikum verwendet, die heute
gebrauchliche, weiterentwickelte Ldésung zur Desinfektion enthalt lod und
Polyvinylpyrrolidon (Povidon) (s. Abb. 3) und ist in Deutschland unter anderem
unter dem Handelsnamen Betaisodona® bekannt (Durani & Leaper 2008a). In
dieser Arbeit wurde das Produkt der Firma Mundipharma mit der
Wirkstoffkonzentration 100 mg/ml verwendet.

Wie Octenisept® hat Betaisodona® ein breites antibakterielles Wirkspektrum.
Zusatzlich ist es fungizid und viruzid (Bonowitz et al. 2001, Capriotti et al. 2016,
Durani & Leaper 2008a, Pinto et al. 2015). Es wird unter anderem zur
Wunddesinfektion, antiseptischen Desinfektion von Operationsgebieten, MRSA-
Eradikation und auf chronischen Wunden wie vendsen Beinulcera verwendet und
kann sogar bei Verbrennungen eingesetzt werden (Bennett et al. 2001,
Darouiche et al. 2010, O'Meara et al. 2014, Rode et al. 1981, Srinivas et al. 2015).
Es sind allerdings Infektionen durch intraoperative Spulung mit Povidion-lod
bekannt und der Wirkstoff ist nachweislich zytotoxisch fur Keratinozyten,
Fibroblasten und Osteoblasten (Cabral & Fernandes 2007, Damour et al. 1992,
Hirsch et al. 2009b, Mueller et al. 2015). Im Gegensatz zu Octenisept®, gibt es
fir Betaisodona® unterschiedliche Erkenntnisse Uber die Frage seiner
zytotoxischen Wirkung auf Chondrozyten (Muller & Kramer 2005b,
Schaumburger et al. 2010).
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1244 Mafenidacetat

Mafenid

\ 7/

S.
NH,
HoN

Amino-p-toluen-Sulfonamid

Abbildung 4. Strukturelle Darstellung von Amino-p-toluen-Sulfonamid.

Der Wirkstoff von Mafenid ist Amino-p-toluen-sulfonamidmonoacetat
(Mafenidacetat), das zu der Gruppe der Sulfonamide gezahlt wird (s. Abb. 4). Es

wird von der Firma Fagron mit einer Wirkstoffkonzentration von 5 % hergestellit.

Es wirkt bakteriostatisch, was bedeutet, dass es Bakterien nicht abtotet, aber an
der Vermehrung hindert, und ist teilweise fungizid (Barsoumian et al. 2013,
Ibrahim et al. 2014b). Es wird hauptsachlich fir Verbrennungen, vor allem far
schwere Verbrennungen eingesetzt, wobei es sich im Vergleich mit
Konkurrenten, wie Povidion-lod-basierte Antiseptika, behauptet (Bennett et al.
2001, Rode et al. 1981). Auch bei Brandwunden im Gesicht und auf den Ohren
wird es verwendet, ist hier jedoch anderen Agenzien (Cloramphenicol 3 %,
Prednisolon 5 % oder Bacitracin) unterlegen (Haik et al. 2005). Es findet auch
Einsatz bei Wunden, die nicht durch Verbrennung verursacht sind, zum Beispiel
bei chronischen Wunden. Jedoch ist die Anwendung dabei nicht
komplikationsfrei. Generell kann es bei der Applikation zu starken Schmerzen
kommen, aulerdem ist eine systemische Azidose als Reaktion moglich. Der
Wirkstoff fordert durch die Veranderung des PH-Wertes und die fehlende
fungizide Wirkung auf bestimmte Pilze die Ausbreitung von Candida-Spezien
(Barillo 2002, Berger 2002, Breton 2001b).

Zudem beeintrachtigt Mafenidacetat die Wundheilung, verursacht lokale Immun-
Dysfunktionen, langanhaltende Inflammationsreaktionen und somit eine
Retardierung des Heilungsprozesses (Maghsoudi et al. 2011b, Zahmatkesh et
al. 2015a, Zapata-Sirvent & Hansbrough 1993). Der Wirkstoff ist zytotoxisch
gegen Keratinozyten, Fibroblasten und Osteoblasten (Barsoumian et al. 2013,
Boyce et al. 1999). Trotz seiner Nachteile wird Mafenid allgemein als Mittel mit

eher spezifischem Anwendungsgebiet geschatzt und der Gebrauch ist verbreitet.
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1.2.5 Zytotoxizitat von Antibiotika und Antiseptika auf Keratinozyten,

Fibroblasten und sonstige Zellen

Es wurden bereits viele Untersuchungen und Studien zu der Zytotoxizitat von
Antibiotika und Antiseptika auf verschiedene Zelltypen der Haut durchgeflhrt.
Der Fokus lag besonders auf der Auswirkung auf Keratinozyten, dem am
haufigsten vorkommenden Zelltyp der Epidermis. Der allgemeine Konsens ist,
dass die meisten Antiseptika in klinisch gebrauchlichen, aber auch schon sehr
viel geringeren Konzentrationen, zytotoxisch auf Keratinozyten wirken (Damour
et al. 1992, Fromm-Dornieden et al. 2015, Hirsch et al. 2009b, Hirsch et al. 2010,
Kolbenschlag et al. 2012, Tatnall et al. 1990, Teepe et al. 1993).

Viele dieser Studien erfassen auch die Wirkung auf Fibroblasten. Hier verhielten
sich Antibiotika und Antiseptika ahnlich zytotoxisch wie bei Keratinozyten. (Muller
& Kramer 2008, Thomas et al. 2009).

Weitere Studien zeigen einen ahnlich negativen Effekt auf menschliche
Chondrozyten (Schaumburger et al. 2010), Osteoblasten und Endothelzellen
(Ince et al. 2007a). Meist wurden die Versuche in vitro an menschlichen Zellen
durchgefiuihrt, es gab aber auch Untersuchungen an verschiedenen

Kleintiermodellen, so z.B. an Ovarien am Hamstermodell (Muller & Kramer 2006).

Die meisten Ansatze betrachten die Auswirkungen von Antibiotika und
Antiseptika auf Bestandteile der Haut - und untergeordnet des Bindegewebes -
als erstes Gewebe, das bei einer Verwundung mit Mikroorganismen und somit
auch mit Antiseptika in BerUhrung kommt. Aber sobald eine Wunde uber die sehr
dunne Schicht der Haut hinausgeht, ist auch das subkutane Fettgewebe im Fall
einer Infektion betroffen. Eine Kontamination ist in diesem Fall oft gefahrlicher,
da das subkutane Fettgewebe zur diffusen Infektionsausbreitung neigt und die
grolie Gefahr der Infektion tieferer Gewebsschichten besteht. Fir die Infektion
aseptischer Wunden nach einer Operation ist adipdses Fettgewebe ein gut
untersuchter Risikofaktor (Lee et al. 2016, Lee et al. 2011). Dies lasst vielleicht
sogar einen Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit einer Infektion von
Wunden und der Adipositas vermuten. Aber Fettgewebe hat auch ein groRRes
regeneratives Potential und spielt eine aktive Rolle in der Wundheilung (Aoki et
al. 2004, Campbell et al. 2010, Hassan et al. 2014, Kim et al. 2007, Lee et al.
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2012, Moon et al. 2012, Schmidt & Horsley 2013, Sugihara et al. 2001,
Toyserkani et al. 2015b).

Fettgewebe kommt regelmafig in Kontakt mit Antiseptika, vor allem bei
Krankheitsbildern der plastischen Chirurgie: Praventiv, z.B. bei der
Desinfizierung im Rahmen der Operationsvorbereitung bei Wunden oder auch
beim Ausspulen von infizierten Wunden, in Wundverbanden oder einfach als Teil
der Routine eines Verbandwechsels (Kim et al. 2017). Im Hinblick auf diese
haufige Exposition und die Eigenschaften von Fettgewebe ist es umso

interessanter und wichtiger, seine Reaktion auf Antiseptika zu erforschen.

1.3 Fettgewebe
1.3.1 Aufbau des Fettgewebes

In allen lockeren Bindegeweben des Korpers finden sich vereinzelt Adipozyten,
um kleine Gefalte herum und in kleinen Ansammlungen eingebettet in Fasern.
Die Gewebe, in denen sie akkumulieren und zur Gewebs-definierenden Zell-Art
werden, nennt man deshalb Fettgewebe. Hier haben sie eine an Drusenkorper
erinnernde Struktur, in Lappchen, die durch bindegewebliche Septen
voneinander getrennt sind. Alle Lappchen sind permanent am Metabolismus

beteiligt und daher reich vaskularisiert.

Das Fettgewebe beinhaltet neben Fett- und Bindegewebszellen und Gefalden
auch Zellen des Immunsystems, die je nach Zustand des Gewebes rekrutiert
werden und ihre immunologische Funktion exekutieren. Adipozyten gehen - so
wie auch Bindegewebszellen - aus mesenchymalen Stammzellen hervor, die sich

deswegen in grol3er Zahl in Fettgewebe finden lassen. (Petersen 2013)

1.3.2 Physiologie und Funktion von Fettgewebe

Fettgewebe ist ein wichtiges Bindegewebe des menschlichen Organismus. Es
besteht vorwiegend aus sogenannten Adipozyten, Fettzellen. Zunachst muss
man univakuolares (weilles) von peurivakuolarem (braunem) Fettgewebe

unterscheiden. Letzteres dient der Warmeerzeugung und ist beim Erwachsenen
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nur noch in kleinen Mengen vorhanden. Man unterscheidet auRerdem Arten von
univakuolarem Fettgewebe nach ihren verschiedenen Eigenschaften. Den
gréflten Teil des Fettgewebes eines Menschen bildet das ,Speicherfett’, das sich
hauptsachlich im Unterhautbindegewebe, den Mesenterien und dem Peritoneum
befindet. Die Adipozyten speichern Energie in Form von Fettsduren und kdnnen
diese Energie bei Bedarf auch wieder freisetzen. Daher ist Speicherfett eine
wichtige Energieressource des Menschen (Petersen 2013). Zudem sekretiert es
Hormone und hat somit Anteil an der endokrinen Homdostase des Korpers. Eine
andere Funktion dieses Fetts beschreibt sich mit dem Begriff ,Isolierfett”. Neben
seiner Funktion als Energiespeicher dienen besonders die Fettschichten des
Unterhautgewebes, im Bauchraum und um die Niere der Temperaturerhaltung

des Korpers.

Baufett ist ein strukturelles Element zur Einbettung und druckelastischen
Polsterung anderer Koérperstrukturen. Beispiele daflir sind die Fettpolster an
Ferse und Sohlenballen, in der Orbita (Corpus adiposum orbitae), an der Wange
(Corpus adiposum buccae) und der ,Hoffa-Fettkdrper® im Kniegelenk. Dieses
Fett nimmt nicht am regularen Energiestoffwechsel teil und wird nur in extremen

Mangelsituationen verbraucht (Petersen 2013).

Es gibt Hinweise auf immunologische Einflussnahme des Fettgewebes (Bliher
2014). Fettgewebe spielt aulRerdem eine wichtige Rolle fir die
Gewebsregeneration, was vor allem am Beispiel von Zellen des Bindegewebes
und der Haut untersucht wurde. Es stellt Gewebsmodulatoren und Zytokine bereit
und nimmt damit Einfluss auf Entziindungsprozesse und Wundheilung (Aoki et
al. 2004, Campbell et al. 2010, Hassan et al. 2014, Kim et al. 2007, Lee et al.
2012, Moon et al. 2012, Schmidt & Horsley 2013, Sugihara et al. 2001,
Toyserkani et al. 2015b).

1.3.3 Mesenchymale Stammzellen

MSZ konnen in verschiedenen Geweben, meist in perivaskularen Nischen,
gefunden werden. Aber vor allem werden sie aus Knochenmark, Blut,
Fettgewebe, Placenta und umbilikalem Blut gewonnen (Hass et al. 2011). Sie
sind multipotent und wurden durch die ,International Society for Cellular Therapy*®

(ISCT) durch das minimale Kriterium des Nachweises der Oberflachenmarker
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CD73, CD90, CD105 definiert. Oft werden zusatzlich CD29 und CD34 genutzt
(Davies et al. 2015, Dominici et al. 2006, Kim et al. 2017, Suga et al. 2009).

Ihre Fahigkeit zur Unterstutzung der Gewebsregeneration bei Inflammation,
Wunden und sogar manchen Krebs-Arten hat sie zu der am haufigsten
untersuchten Stammzellsorte gemacht (Hass et al. 2011, Wang et al. 2013). Vor
allem Fettgewebe, als ein sich aus dem Mesoderm entwickelndes Gewebe
(Minteer et al. 2013), hat sich als reiche Quelle fur MSZs erwiesen (Bunnell et al.
2008, Zuk et al. 2001). Zusatzlich ist es leicht zuganglich. Die hier
vorkommenden, adipogenen MSZ kénnen zu Knochen-, Knorpel-, Muskel- und
Fettgewebe, so wie zu Keratinozyten, Fibroblasten und Endothelzellen

differenzieren.

1.3.4 MSZ in der Wundheilung

Auf Grund der oben genannten Eigenschaften der MSZs wird die Moéglichkeit
ihres Einsatzes zur Therapie vieler Krankheitsbilder intensiv erforscht. Hierzu
gehoren Osteoarthritis, Diabetes mellitus, Herzkrankheiten und andere (Hassan
et al. 2014, Kern et al. 2006, Lee et al. 2012, Minteer et al. 2013, Shingyochi et
al. 2015, Toyserkani et al. 2015b). Ein anderes Anwendungsgebiet ist die
Wiederherstellung von Weichgewebe. Diese konnte therapeutisch bei der
Behandlung von chronischen Wunden und bei der Rekonstruktion nach
Operationen, wie Mastektomien und Gesichtschirurgie, oder bei anderen
Einsatzmdoglichkeiten des Tissue Engineering zur Anwendung gebracht werden
(Minteer et al. 2013).

Eine grolRe Rolle hierfir spielt auch die Beteiligung der Zellen in der
Wundheilung. MSZ greifen aktiv in die Entzindungsreaktion ein, indem sie
Einfluss auf die Ausschittung von Zytokinen von dendritischen Zellen, T-Zellen,
T-Helferzellen und natirlichen Killerzellen verschieben, sodass weniger
Interferon y und Interleukin 4 freigesetzt wird. Zudem regulieren sie die Zahl der
regulatorischen T-Zellen (T regs) hoch und hemmen die B- und T-Zell-
Proliferation (Aggarwal & Pittenger 2005a, Augello et al. 2007b).

Auch der direkte Einfluss von Fettgewebe auf die Gewebsregeneration ist gut

untersucht. Durch Bereitstellung von Zytokinen, aber auch direkt durch
Differenzierung der MSZ (Aoki et al. 2004, Campbell et al. 2010, Hassan et al.
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2014, Kim et al. 2007, Lee et al. 2012, Moon et al. 2012, Schmidt & Horsley 2013,
Sugihara et al. 2001, Toyserkani et al. 2015b). Dies wurde in in vitro-Versuchen
bestatigt, die den Einfluss der Anwesenheit von Fettgewebe/MSZ auf die
Teilungsrate von Keratinozyten und Fibroblasten untersucht haben. In anderen
Versuchen wurde die Kultivierung von Keratinozyten oder Fibroblasten mit zuvor
durch MSZ konditioniertem Nahrmedium vorgenommen. Viele Studien sind sich
einig Uber die positive Auswirkung beider Ansatze auf die so simulierte
Wundheilung (Campbell et al. 2010, Kim et al. 2007, Lee et al. 2012, Moon et al.
2012). Aufgrund dieser Eigenschaften werden MSZ mit anderen Vorlauferzellen,
Fibroblasten, T regs und Makrophagen zusammen in die Gruppe der ,adipose
derived regeneratory cells“ (aus Fettgewebe stammende, regenerative Zellen)

gerechnet (Kesten & Fraser 2016).
Die haufigste Zellart des Fettgewebes sind zwar die Adipozyten, aber MSZ sind

deren direkte Vorlauferzellen und haben einen wichtigen Anteil zu den
Wundheilungs- und regulatorischen Eigenschaften des Fettgewebes. Sie sind
insofern eine einflussreiche, charakterisierende Zellart des Gewebes, weswegen

sie spezifisch in dieser Arbeit untersucht werden.
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2 Zielsetzung

MSZ spielen eine bestimmende Rolle fur die endokrinen, die immunologischen
und die gewebsregeneratorischen Fahigkeiten des Fettgewebes. Sie kommen
bei der Behandlung von tiefen Wunden mit exponiertem Fettgewebe regelmallig
in Kontakt mit verschiedenen Antiseptika. In dieser Arbeit soll die zytotoxische
Wirkung ausgewahlter Antiseptika und lokaler Antibiotika auf MSZ ermittelt
werden. Spezifisch sollen die Auswirkungen auf die Viabilitat, adipogene
Differenzierung, sowie Nekrose/Apoptose der MSZ in einem in vitro-Setting

untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien, die nicht mit einem Firmennamen verbunden sind, stammen aus

der Hausapotheke des Uniklinikums Aachen.

Tabelle 1: In dieser Arbeit eingesetzte Materialien

Chemikalie Hersteller
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

AlamarBlue™ Cell Viability Reagenz
Aqua bidest.

Basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF)

Betaisodona® Losung

Bovine Serum Albumin (BSA)

Calciumchloird (CaClz)
Collagenase: Typ CLS |

D-(+)- Glucose

Dexametason

DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAX™-
|

Ethanol

Fetal Calve Serum (FCS)
HEPES Pufferan®

Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA

Biochrom GmbH, Berlin

Mundipharma GmbH, Frankfurt am
Main

Sigma-Aldrich Corporation, St Louis,
MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt
Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

Gibco®; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, IL, USA

AppliChem  GmbH, BioChemical
Chemical Synthesis Services,
Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe
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Hoechst 33342: Trihydrochloride, Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
trinydrate Darmstadt
Insulin Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt
Isopropanol Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe
Isopropanol Merck KGgA, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCI)
Lavasept® Konzentrat 20 %

Mafenide Acetate

Natriumchlorid Lésung 0,9 % (NaCl-
Lésung 0,9%)

Octenisept® Wunddesinfektion

Oil Red O

Paraformaldehyd (PFA) -
Paraformaldehyd-L6sung (PFA)

Penicillin/Streptomycin
Phosphate Buffered Saline Dulbecco
(PBS)

Polyihexanid-Losung 20 %

PrestoBlue™ Cell Viability Reagent

Prontosan® Wundspllésung

Propidiumiodid Losung

Ringer Losung

Rosiglitazon

Sterillium

Transferrin

Merck KGaA, Darmstadt

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt

Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

Biochrom GmbH; Berlin

Fagron GmbH&Co.KG, Rotterdam,
NL

Life
Thermo
Rockford, IL, USA

B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

Technologies Corporation;

Fisher Scientific Inc.,

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
LKT Laboratories Inc., St. Paul, MN,
USA

BODE Chemie GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich; Merck KGaA,

Darmstadt
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Triiodthyronin (T3) Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Darmstadt

Trypsin, in Sigma-Aldrich; Merck KGaA,
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Darmstadt

gelost

3.1.2 Gerate

Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Gerate
Gerat Hersteller

ALJ160-NM Waage

Autoclav

Brutschrank BBD 6220
Brutschrank HERAcell® 240
Feinwaage

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -73 °C

Hera Cell Vios 250i CO2

Heraeus Multifuge 3SR+ Centrifuge

Inverses Mikroskop
Kihlschrank 4 °C

Magnetrahrer: MR 3002

Neubauer-Zahlkammer

Reader: FluoStar OPTIMA

Kern&Sohn GmbH, Balingen
Thermo Fisher Scientific Systec,
Wettenberg

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Sartorius AG, Gottingen

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhdhe

Jewett, Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Thermo  Fisher Scientific  Inc.,
Rockford, IL, USA
Thermo  Fisher Scientific Inc.,

Rockford, IL, USA

Carl Zeiss AG, Jena

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhdhe

Heidolph
Schwabach
BLAUBRAND®; Brand GmbH&CoKG,
Wertheim

BMG LABTECH GmbH, Offenburg

Instruments GmbH&Co.,
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Sterile Werkbank, Uniflow Biohazard

TELAVAL 31 Mikroskop
Vortex: REAX 2000

Wasserbad

Zentrifuge, Minifuge T®

UniEquip Laborgeratebau & Vertriebs
GmbH, Martinsried, Planegg

Carl Zeiss AG, Jena

Heidolph
Schwabach
Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,

Burgwedel

Instruments GmbH&Co.,

Heraeus Holding GmbH, Hanau

3.1.3 Plastikmaterialien

Tabelle 3: In der Arbeit eingesetzte Plastikmaterialien

Gerat Hersteller
12- Well-Platten Cellstar® Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

24-\Well-Platten: Multiwell
Stripette® 5, 10, 25 ml
6 Well-Platten Falcon

96-well-Platte

Messungen

fiur  colorimetrische

BD-Discardit Il Sterile Filter: Millex GP
0,22 ym
Cellstar”
145/20 mm

Cell culture dishes

EpT.l.P.S Reloads
Filter 250 ym PorengrolRe

Handschuhe: nitrile powder free

Medical Examination Gloves

Corning Inc., Corning, NY, USA
Corning Inc., Corning, NY, USA
Corning Inc., Corning, NY, USA
Bio-One

Greiner GmbH,

Frickenhausen

Merck KGaA, Darmstadt

Greiner Bio-One International GmbH,

Frickenhausen
Eppendorf AG, Hamburg
neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Abena GmbH, Zoérbig
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Kryorohrchen  Low  Temperature

Freezer Vials
Multipette

Netzgerat

Nunc-Immunoplate: F96 Maxisorp

Parafilm ,M” ®Laboratory film

Pipetten 0,5, 20, 100, 200, 1000 pl

Pipetten:
2,5ml, 5,0 ml, 10 ml
Pipettenspitzen 1000 pl, 200 pli

Combitips plus 0,5 ml,

Pipettenspitzen 20 ul

Pipettierhilfe: Multipette® M4

Pipettierhilfe: Pipetus-akku

Polystyrene  Round-bottom  tube-

Falcon 5ml

PS Microplate: 96-Well, flat bottom

Reagiergefalie
1,5ml, 2 ml

Schwamme

(Safe-lock  Tubes)

VWR International Co, West Chester,
PA, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Pharmacia LKB Biotechnology AB,
Uppsala, Schweden

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Bemis Company Inc., Neenah, WI,
USA

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Hirschmann-Laborgerate
GmbH&Co.KG, Eberstadt

Corning  Science  Mexico  SA,
Reynosa, Tamaulipas, Mexiko
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Eppendorf AG, Hamburg

Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA
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Selecta Faltenfilter SCHLEICHER + SCHULL GmbH,
Whatman plc, Maidstone, Vereinigtes
Konigreich

Sterile Syringe Filter 0,2 ym Corning Inc., Corning, NY, USA

Sterilfilter 22 ym Corning Inc., Corning, NY, USA

TC-Schale 100 Sarstedt AG&Co.KG, Nimbrecht

Zentrifugenréhrchen: 50 mi Sarstedt AG&Co.Kg, Numbrecht

3.1.4 Puffer und Losungen
3.1.4.1 Paraformaldehyd-Lésung

Die Losung zur Fixierung wurde mit der Paraformaldehyd (PFA) -
Konzentrationslosung der Firma Merck KGaA aus Darmstadt und Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) der Firma Biochrom GmbH aus Berlin angesetzt.

Die Endkonzentration des Wirkstoffs war 4%.

3.1.4.2 Kollagenase-LOsung

Fir die Zubereitung der Kollagenase-Ldsung wurde zunachst der Kollagenase-
Puffer (s. Tabelle 4) hergestellt. Zur Fertigstellung der Kollagenase-L6sung
wurde bovines Serumalbumin (BSA) und die Kollagenase (s. Tabelle 5) erst kurz

vor Gebrauch zum Puffer gegeben.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Kollagenase-Puffers

Reagenz Konzentration
HEPES 100 mM
NaCl 120 mM

KCI 50 mM
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CaCl 1 mM

Glucose 5mM

Tabelle 5: Zusétze fiir die Herstellung der Kollagenase-Lésung

Reagenz Konzentration
BSA 1%
Kollagenase Typ | 0,2 %

3.14.3 Kultivierungsmedien

Die Zellen wurden mit DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAX™-| der Firma Gibco®;
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA inkubiert. Dem Medium wurden

hierzu andere Bestandteile zugemischt, wie in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Nahrmediums zur normalen Kultivierung

Reagenz Konzentration
FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1%

bFGF 1 ng/ml

Weiterhin wurden zwei Medien zur adipogenen Differenzierung verwendet,
,=Hauner 1“ und ,Hauner 2. Die Zusatze hierfur sind in Tabelle 7 dargestellt. Das
verwendete Medium ,Hauner 2“ wurde aus den gleichen Reagenzien wie fur

.Hauner 1 hergestellt, nur IBMX und Rosiglitazon entfielen.

Tabelle 7: Zusammensetzung der beiden Hauner-Medien zur adipogenen Differenzierung

Reagenz Konzentration
Penicillin/Streptomycin 1%

IMBX 2 % (nur Hauner 1)
Rosiglitazon 0,5 % (nur Hauner 1)

Transferrin 0,4 %
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Dexamethason 0,4 %
Insulin 0,015 %
T3 0,01 %

3.1.4.4 Oil Red-O Assay

Zur Testung der adipogenen Differenzierung wurde der Oil Red-O Assay
verwendet. Hierflr wurde eine Stammldsung angesetzt, die bis zu ein Jahr
genutzt werden konnte. Sie bestand aus Oil Red-O, dem 30 % Isopropanol
(99 %) zugesetzt wurde.

Zur Herstellung der Arbeitslésung wurde die Stammldsung in einem Verhaltnis
von 3:2 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Die Lésung wurde fir 10 min inkubiert
und dann durch ein Whatman paper filtriert. Die Loésung musste innerhalb von

drei Stunden verwendet werden.

3.1.45 Lavasept® und Polyhexanid

Lavasept® wurde in der 20 % Konzentration von der Firma B.Braun Melsungen
AG geliefert und durch uns, entsprechend der Empfehlung des Herstellers, 1:500
mit Ringer-Losung (ebenfalls von der Firma B. Braun Melsungen AG) verdunnt,
sodass die in den Experimenten angewandte Konzentration 0,04 % Polyhexanid-
Wirkstoff entsprach. Der Hersteller empfiehlt eine Gebrauchskonzentration von
0,02 — 0,04 %. Die hohere Konzentration wurde gewahlt, um eine optimale
Vergleichbarkeit mit dem Produkt der Hausapotheke des Klinikums herzustellen,
das ebenfalls eine Wirkstoffkonzentration von 0,04 % Polyhexanid hatte. Dieses
Produkt wurde aus einer 20 % Polyhexanid-Lésung der Firma Fagron
GmbH&Co0.KG und Ringer-Lésung ebenfalls im Verhaltnis 1:500 (B. Braun
Melsungen AG) hergestellt.



26 3 Material und Methoden

3.1.5 Software

Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Software

Software Anbieter

Diskus Fluoreszenzmikroskop Leica Mikrosystems GmbH

Prism 7 GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA

SPSS Statistics 25 International  Business  Machines
Corp. , Armonk, NY, USA

Word, Version 16.19 Microsoft Corp., Redmond, WA; USA

Excel, Version 16.19 Microsoft Corp., Redmond, WA; USA

3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung der MSZ aus humanen Proben

Das humane Fettgewebe wurde von der Klinik fur Plastische Chirurgie, Hand-
und Verbrennungschirurgie des Universitatsklinikums der RWTH Aachen zur
Verfligung gestellt.

Die Studie wurde von der Ethikkommission unter der laufenden Nummer
EK163/07 genehmigt und alle Experimente wurden unter Beachtung und
Befolgung der Prinzipien der Deklaration von Helsinki zu ethischen Richtlinien
der medizinischen Forschung am Menschen durchgefiuhrt. Die Proben wurden
von 12 Patienten in unauffalligem gesundheitlichem Zustand, mit einem mittleren
Alter von 42,01 £ 17 Jahren als en bloc Praparat oder Lipoaspirat gewonnen. Von
den Patienten waren sieben weiblich und funf mannlich. Alle Patienten hatten
sich entweder Liposuktionen oder Lappenplastiken im Universitatsklinikum
Aachen unterzogen. Die Entnahmestellen waren Abdomen, Fuld oder Mamma.
Die Proben wurden aus dem OP abgeholt und ohne weitere Verzégerung fur die

Experimente vorbereitet. Eine Ubersicht der Patienten ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Form und Stelle der Gewebsentnahme, sowie das Alter und Geschlecht
(w = weiblich; m = ménnlich) der jeweiligen Patienten.

Patient Nr. Geschlecht Alter (Jahre) Entnahmestelle Form

1 w 49 Abdomen Lipoaspirat
2 m 21 Abdomen Lipoaspirat
3 w 65 Fuld Lipoaspirat
4 w 13 Abdomen Lipoaspirat
5 w 62 Mamma Lipoaspirat
6 m 21 Mamma Lipoaspirat
7 m 43 Abdomen Lipoaspirat
8 w 58 Abdomen en bloc

9 w 45 Abdomen Lipoaspirat
10 m 59 Abdomen Lipoaspirat
11 m 28 Mamma en bloc

12 w 41 Abdomen Lipoaspirat

Alle Schritte der Stammzellgewinnung wurden unter streng sterilen Bedingungen
durchgefuhrt.

Die en bloc Praparate wurden zunachst manuell zerkleinert, die Fettlappchen
isoliert und vom umgebenden Bindegewebe getrennt. Die Kollagenase-Losung
wurde frisch angesetzt und durch einen 0,2 um Spritzenfilter filtriert. Die isolierten
Fettlappchen wurden im Verhaltnis 1:1 in die Kollagenase-Ldsung gegeben und
manuell weiter zerkleinert. Nachdem die Suspension 45 min bei 37 °C in einem
Schuttelinkubator mit 250 U/min inkubiert worden war, wurde sie durch einen
250 ym-Filter filtriert und die Zellen wurden bei 300 x g fur 10 min sedimentiert.
Daraufhin wurde sowonhl die 6lige Phase sowie der wassrige Uberstand entfernt.
Das Zellsediment wurde in 30 ml PBS-Lésung suspendiert und erneut mit 300 x g
sedimentiert. Anschlielend wurde das Zellsediment in 10 ml Nahrmedium
suspendiert. Zur Quantifizierung der Zellen wurde die Zell-Konzentration mittels
Neubauer-Kammer bestimmt. Es wurden jeweils 2 ml Zellsuspension pro Platte
auf mehrere 10 ml-Petri-Schalen Uberfihrt und mit Nahrmedium auf 10 ml
aufgefillt.

Die Lipoaspirat-Proben wurden in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen mit 10 —
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20 ml 0,9 % NaCl-Losung verdunnt und dann mit 300 x g fur 10 min zentrifugiert.
Die Olige obere Phase wurde entfernt und die mittlere Schicht, das Fettgewebe,
mit einer Pipette in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Die Kollagenase-
Losung wurde im Verhaltnis 1:1 zu dem Fettgewebe gegeben. Die weiteren

Schritte der Isolierung erfolgten wie bei den en bloc Praparaten.

3.2.2 Inkubation und Passagierung

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2. Als Nahrmedium fur die auf
Proliferation ausgerichteten Experimente und einfache Inkubation diente das in

3.2.1 beschriebene Kultivierungsmedium.

Das Kultivierungsmedium wurde zweimal pro Woche gewechselt, die Proben
jede Woche passagiert. Entsprechend der Zellmenge wurden die Zellen hierbei
entweder auf 10 ml- oder auf 25 ml-Platten neu ausgesat. Fur die Passagierung
wurde das Medium entfernt, die Platten einmal mit PBS-Lésung gewaschen und
mit Trypsin/EDTA (3 ml fir 10 ml-Platten, 5 ml flr 25 ml-Platten) 5 min inkubiert.
Nach einer Kontrolle der Ablosung der Zellen vom Plattenboden via Mikroskop
wurde der Trypsinverdau mit 1 ml FCS pro Platte gestoppt und die
Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Die Platten wurden
mit jeweils 10 ml PBS-Lésung gewaschen, die dann ebenfalls in das
Zentrifugenrohrchen Uberflihrt wurden. Die Suspension wurde mit 300 x g fur
10 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellsediment mit 10 ml
Kulturmedium suspendiert. Die Zellkonzentration wurde mittels Neubauer-
Kammer ermittelt und die Zellsuspension entsprechend der absoluten Zellzahl
auf 10 ml- bzw. 25 ml-Petrischalen aufgeteilt. Alle Experimente wurden mit Zellen
der ersten bis dritten Generation durchgefuhrt. Durch diese Selektion sollte eine
Annaherung der proliferativen Potentiale der einzelnen Proben hergestellt

werden, die in hdheren Passagen ihre Proliferationsaktivitat reduzieren
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3.2.3 Messung der Viabilitat der MSZ

FUr die Behandlung der MSZs mit verschiedenen Antiseptika wurden je 7000
Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte in 500 pL Kultivierungsmedium gegeben
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit den
entsprechenden Konzentrationen der Antiseptika (s. 3.2.2) flr 5 min behandelt.
Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit reinem Nahrmedium ohne Zusatze, so wie ein

Ansatz mit 0,9 % NaCl-Losung als Ersatz fur die Antiseptika mitgefuhrt.

Tabelle 10: Fiir den Viabilititsansatz verwendete Antiseptika und ihre Konzentrationen

Antiseptikum verwendete Konzentration
Octenisept® 1,2,5,5,7,5,10,25 %
Betaisodona® 1,25,5,7,5,10,25 %
Prontosan® 1,2,5,5,7,5,10,25 %
Lavasept® 1,2,5,5,7,5,10,25 %
Mafenid 1,2,5,5,7,5,10,25 %

Fir den Versuchsansatz zur Viabilitatstestung wurde zunachst das gleichmalige
Wachstum und die Adhasion der Zellen in jedem Well mittels Mikroskopie
uberpruft. Die erste Messung der Viabilitat wurde mit Hilfe des AlamarBlue-
Assays durchgefiihrt, indem jeweils 50 pl des Reagenzes dem Nahrmedium
hinzugefligt wurden, was einer Verdinnung von 1:10 entspricht. Nach 90 min
wurden Proben des Nahrmediums mit AlamarBlue abgenommen und
entsprechend Tabelle 5 fur die doppelte Messung in eine 96-Well-Platte
uberfuhrt. Die Absorption wurde bei 570 nm bestimmt. Spater wurde vom Produkt
AlamarBlue auf PrestoBlue gewechselt und die Inkubationszeit auf 20 min
angepasst, was sich fur die Aussagekraft der Ergebnisse als ausreichend erwies.
Als Blank wurde Kulturmedium mit Farbung aus einem Well ohne Zellen
verwendet.

AnschlieRend wurde das restliche Nahrmedium abgenommen und die Wells
wurden einmal mit vorgewarmten 0,9% NaCl-Losung gewaschen. Die Antiseptika
wurden in den jeweiligen Konzentrationen mit Nahrmedium verdunnt, zu 200 pl

pro Well appliziert und 5 min inkubiert. Daraufhin wurden die Ldsungen
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abgenommen und die Wells dreimal mit vorgewarmter 0,9 % NaCl-Losung
gespult. Sie wurden erneut mit 500 yl Nahrmedium beflllt und es wurde sofort
ein erneuter Viabilitatsassay durchgeflihrt (siehe oben). Die neuen Werte wurden
zu den vorherigen Werten in Relation gesetzt, wobei die unbehandelten Werte

als Grundlage dienten und somit als 100 % genutzt wurden.

So wurde an den postexperimentellen Tagen 1 bis 5 alle 24 Stunden verfahren
und die Ergebnisse des Assays jeweils in Relation zu dem ersten Assay (vor

Behandlung) gesetzt.

3.2.4 Nekrose/Apoptosebestimmung

Die Nekrose/Apoptose-Bestimmung wurde mit den zuvor fur den Viabilitatsassay
verwendeten Zellen direkt nach der Behandlung, an Tag 1 nach der Behandlung
und direkt nach der letzten Messung an Tag 5 vorgenommen. In die Wells wurde
jeweils 1 pl Propidiumiodid und genauso viel Hoechst-Reagenz gegeben und fir
5 min inkubiert. Das Nahrmedium wurde aus den Wells entfernt und sie wurden
dreimal mit PBS-Lésung gespult. Danach wurden sie mit 4 % PFA-L6sung far
10 min fixiert. Die Losung wurde abgesaugt und die Wells wurden erneut mit
PBS-Lo6sung gespult. Anschlielend wurde jedes Well mit 250 ul PBS-Loésung

beflllt und die Proben wurden sofort fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

3.2.5 Messung der adipogenen Differenzierung

Fur die Messung der Differenzierungsmaoglichkeiten der Zellen nach Behandlung
mit Antiseptika wurden sie zunachst zu 400.000 Zellen/Well auf drei 12-Well
Platten ausgesat und etwa 24 Stunden mit Kulturmedium bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen mit den in Tabelle 11 aufgelisteten Antiseptika

in entsprechenden Konzentrationen behandelt.
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Tabelle 11: Fiir den Differenzierungsansatz verwendete Antiseptika und Konzentrationen

Antiseptikum verwendete Konzentration
Octenisept® 1,2,5,5,75%
Betaisodona® 1,2,5,5,75%
Prontosan® 1,2,5,5,75%
Lavasept® 1,2,5,575%
Mafenid 1,25,575%

Die Behandlung erfolgte analog zu der Behandlung der Proben fur den
Viabilitatsassay. Zunachst wurde das Kulturmedium entfernt und die Wells
wurden einmal mit vorgewarmter 0,9 % NaCl-Lésung gewaschen. Die
Antiseptika wurden in den jeweiligen Konzentrationen mit Kulturmedium
verdunnt, zu 500 ul pro Well appliziert und 5 min belassen. Daraufhin wurden die
Ldsungen entfernt und die Wells dreimal mit vorgewarmter 0,9 % NaCl-Losung
gewaschen. Danach wurde nicht das Ubliche Nahrmedium sondern das
Differenzierungsmedium ,Hauner 1“ zu 500 yl pro Well appliziert. Davon
ausgenommen war das Well, das ausschlie3lich mit Kulturmedium behandelt
werden sollte, als Kontrolle. Alle zwei Tage fand ein Mediumswechsel statt, nach
einer Woche wurde zu dem Medium ,Hauner 2“ gewechselt. Die Behandlung
wurde noch fur eine weitere Woche fortgeflihrt. Nach 14 Tagen wurde zur
Testung der Differenzierung ein Oil-Red-Assay durchgefihrt. Hierfir wurde

zunachst aus der Stammldsung die Arbeitslosung hergestellt.

Die Platten wurden vor der Anwendung des Oil Red-O Assays zweimal mit PBS
gewaschen und mit 4 % PFA-L6sung bei Raumtemperatur flr 20 min fixiert. Die
Losung wurde entfernt, die Wells wurden mit PBS gewaschen. Fur den
Differenzierungsassay wurden 500 pl der filtrierten Losung in jedes Well mit
Zellen gegeben und in ein Well ohne Zellen, das als Vergleichswert (Blank)
diente. Nach 15 min wurde die Loésung entfernt und die behandelten Wells
wurden vorsichtig 3-mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Daraufhin wurde
der Farbstoff mit 500 ul Isopropanol pro Well flir 15 min unter Zuhilfenahme eines
Plattenschuttlers aus den Zellen gelost. Zur Messung wurden 100 ul aus jedem
Well im Doppelansatz in eine 96-Well-Platte tberfuhrt. Die Licht-Absorption der

Proben wurde bei 510 nm gemessen und gegen den Blank ausgewertet.
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In einem zweiten Ansatz wurden die Antiseptika (nach einigen Vorversuchen) in
Konzentrationen von 0,05 und 0,1 % in den Differenzierungsmedien zugesetzt,
sodass die Zellen, statt einmal 5 min lang behandelt zu werden, unter dem
kontinuierlichen Einfluss der Antiseptika standen. Die NaCl-Probe wurde mit
0,1 % NaCl-Losung in Differenzierungsmedium angesetzt. Die Auswertung
mittels  QOil-Red  erfolgte wie bei dem ersten Ansatz zur

Differenzierungsbestimmung.

3.2.6 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurde zu der Aufbereitung der Rohdaten
zunachst Excel, Version 16.19 der Firma Microsoft Corp. verwendet. Die Box-
Plots zur spezifischen Auswertung einzeln betrachteter Tage oder Antiseptika
wurden ebenfalls mit Excel erstellt. Aulierdem angewendet wurde das Programm
Prism, Version 5.03 der Firma Graph-Pad Software Inc., das vor allem zur
Erstellung graphischer Darstellungen, zur Durchfuhrung des Tukey's multiple
comparison test und des One Way ANOVA genutzt wurde. Als
Signifikanzniveaus wurden die Abstufungen p<0,05, p<0,01 und p<0,001 zur
differenzierteren Auswertung gewahlt und in den Darstellungen graphisch
kenntlich gemacht. Die Daten der Box-Plots werden als ,mean + SEM"
angegeben. Des Weiteren wurde das Programm SPSS, Version 24 und 25 der

Firma International Business Mashine Corp. (IBM) verwendet.

Alle Ergebnisse wurden im Doppelansatz erstellt. Die Normalverteilung wurde

mittels Shapiro-Wilk-Test gemessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Viabilitatsassay

Das Ergebnis eines Viabilitats-Tests wird von der Stoffwechselaktivitat lebender
Zellen bestimmt. Der Wert setzt sich aus der Menge vorhandener, lebender
Zellen und deren metabolischer Aktivitat zusammen. Der Assay ist eine Ubliche
Methode, um den Gesundheitszustand einer Zellkolonie zu bestimmen und
eignet sich sehr gut dafur, einen generellen Eindruck von dem zytotoxischen

Einfluss von Substanzen auf Zellen, wie hier Antiseptika auf MSZ, zu gewinnen.

Die DurchfiUhrung des Viabilitdtsassays erfolgte direkt vor und nach der
Behandlung und an jedem der flnf darauffolgenden Tage. Um einen direkten
Vergleich herzustellen wurden die Antiseptika einander in den gleichen
Konzentrationen gegenlbergestellt. Die Messdaten vor Behandlung wurden fur
jedes Well individuell als 100% definiert (Daten nicht gezeigt) und alle folgenden
Messwerte in Relation zu diesen gesetzt. Alle Ergebnisse werden als Mittelwert
+SEM dargestellt. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und
Tukey’s multiple comparison test ermittelt. Signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen werden mittels Buchstaben Uber den betreffenden Saulen
dargestellt. Die Agenzien werden mit o fur Octenisept®, b fiir Betaisodona®, p fir
Prontosan®, | fir Lavasept®, m fir Mafenid, n fiir 0,9 % NaCl-Lésung und k fiir
Kulturmedium abgekurzt. Dabei steht die Schreibweise x fur ein p<0,05, x fur ein
p<0,01 und x fur ein p<0,001.

Die Abbildungen 6 — 11 reprasentieren jeweils eine Konzentration der Antiseptika
(1%, 2,5 %,5 %, 7,5 %, 10 % und 25 %). Die Diagramme sind nach Messtagen

geordnet.
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Abbildung 5: Viabilitdt der MSZ nach der Behandlung mit einer 1 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.

Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekuirzt. Dabei steht o fur Octenisept®, b flur Betaisodona®, p flr Prontosan®, | fiir Lavasept®, m fur Mafenid, n
fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fir p<0,05, x fir p<0,01 und x fir p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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Abbildung 6 zeigt die Viabilitat der MSZ nach Behandlung mit einer 1 %
Antiseptika-Konzentration. Die Werte fur die Viabilitdt der MSZ nach Behandlung
mit 1 %-LOsungen Antiseptika zeigten noch nicht viele signifikante Unterschiede
(Abb. 6). Die Viabilitat aller MSZ stieg uber die Messtage an. Dabei stieg die
Viabilitat von Octenisept® nur sehr gering und zeigte von Tag 3 bis Tag 5 einen
signifikanten Unterschied mit p<0,05 zur Positiv-Probe (Kulturmedium). Generell
waren erst ab dem 4. Tag leichte, aber nicht signifikante Unterschiede in der
Viabilitdt zwischen den vier uUbrigen Antiseptika-behandelten Zellproben
erkennbar. Dabei zeigte die Viabilitat der Lavasept®- und Mafenid-Probe ab dem
4. Tag etwas hohere Werte als die der 0,9 % NaCl-Losung-Probe, es waren
jedoch keine Signifikanzen feststellbar. In der Konzentration von 1 % unterschied
sich das Ergebnis der Mafenid-behandelten Zellen kaum von der Positiv-Probe.
In dieser niedrigen Konzentration von 1 % zeigten sich nur kleine Unterschiede
zwischen der zytotoxischen Wirkung von Betaisodona® und Prontosan®. Nach
der Behandlung mit Betaisodona® ergaben sich an Tag 5 im Vergleich jedoch

etwas schlechtere Werte.
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Abbildung 7: Viabilitdt der MSZ nach der Behandlung mit einer 2,5 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.

Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekirzt. Dabei steht o flr Octenisept®, b fur Betaisodona®, p flr Prontosan®, | fir Lavasept®, m fur Mafenid, n
fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fur p<0,05, x fur p<0,01 und x fur p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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In Abbildung 7 zeigten die MSZ bei einer 2,5 % Verdunnung der Antiseptika
schon an Tag 1 sehr unterschiedliche Ergebnisse. Octenisept® erwies sich auch
in dieser Konzentration als das Antiseptikum, das die Viabilitat am meisten
beeintrachtigte, so dass diese auch nach 5 Tagen noch annahernd bei 0 % lag.
Ab dem zweiten Messtag zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der
Octenisept®-Probe und der mit 0,9 % NaCl-Losung behandelten Zellen mit
p<0,05 und der Kulturmedium-Probe mit p<0,01. Die Zellen hatten nach der
Behandlung mit Betaisodona®, Prontosan® und Lavasept® im Vergleich zu den
Werten bei Behandlung mit der niedrigeren Konzentration etwas schlechtere
Werte fur die Viabilitdt. In der Konzentration von 2,5 % verhielt sich die
Lavasept®- etwas ahnlicher zu der Octenisept®-Probe. Beide Proben
unterschieden sich teilweise zu mehreren Zeitpunkten mit einer Signifikanz von
p<0,05 von der Kulturmedium-Probe. Die Viabilitaten der Betaisodona®- und
Prontosan®-Lésung und der 0,9 % NaCl-Kontrolle waren einander ab Tag drei
sehr ahnlich. Die Werte flur Mafenid waren erneut vergleichbar mit denen der

Kulturmedium-Kontrolle.
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Abbildung 8: Viabilitdt der MSZ nach der Behandlung mit einer 5 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.

Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekirzt. Dabei steht o flr Octenisept®, b fur Betaisodona®, p flr Prontosan®, | fir Lavasept®, m fur Mafenid, n
fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fur p<0,05, x fur p<0,01 und x fur p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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Die Ergebnisse der Zellen, die mit einer 5 % Konzentration der Antiseptika
behandelt wurden (Abb. 8), unterschieden sich schon am ersten Tag nach der
Behandlung stark von den Ergebnissen nach Behandlung mit niedrigeren
Konzentrationen. Alle Antiseptika-Proben aul3er Mafenid zeigten nun eine
deutlich niedrigere Viabilitat. Es gab nun bereits an Tag eins einen signifikanten
Unterschied von p<0,05 zwischen der Octenisept® und der Kulturmedium-
Probe, der an spateren Tagen sogar p<0,01 betrug. Auch zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen Octenisept®, bzw. der 0,9 % NaCl-Lésung
und Mafenid (p<0,05). Ab Tag zwei gab es Signifikanzen von p<0,05 zwischen
den Proben von Betaisodona®, Prontosan® und Lavasept® gegeniiber 0,9 %
NaCl-Losung und Kulturmedium, teilweise mit p<0,01. Bis zum funften Tag nach
der Behandlung waren die Werte der Zellen nach Behandlung mit Prontosan®,
Betaisodona® und Lavasept® vergleichbar, wahrend die mit Octenisept®
behandelten Zellen nach wie vor etwa bei 0 lagen. Die Werte fir die Mafenid-
Probe waren auch in dieser Konzentration am funften Tag nach der Behandlung

vergleichbar mit denen der Kulturmedium-Probe.
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Abbildung 9: Viabilitdt der MSZ nach der Behandlung mit einer 7,5 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.
Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekirzt. Dabei steht o flr Octenisept®, b fiur Betaisodona®, p fir Prontosan®, | fir Lavasept®, m fur Mafenid, n

fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fur p<0,05, x fur p<0,01 und x fur p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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Abbildung 10: Viabilitat der MSZ nach der Behandlung mit einer 10 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.

Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekirzt. Dabei steht o flr Octenisept®, b fur Betaisodona®, p flr Prontosan®, | fir Lavasept®, m fur Mafenid, n
fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fur p<0,05, x fur p<0,01 und x fur p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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Abbildung 11: Viabilitat der MSZ nach der Behandlung mit einer 25 % Konzentrationen der Antiseptika in Kulturmedium.

Die Messzeitpunkte waren direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie nach 1, 2, 3, 4 und 5 Tagen nach der Behandlung. Die Signifikanzen werden durch die
Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekirzt. Dabei steht o flr Octenisept®, b fur Betaisodona®, p flr Prontosan®, | fir Lavasept®, m fur Mafenid, n
fur 0,9 % NaCl-Lésung und k fur Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fur p<0,05, x fur p<0,01 und x fur p<0,001
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels ds One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.
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Ab der Konzentration von 7,5 % aufsteigend ahnelten sich die Ergebnisse fur
die Viabilitat der Zellen, wie in den Abbildungen 9, 10 und 11 zu sehen. Ein
deutlicher Sprung war im Unterschied von einer 5 %- zu einer 7,5 %-L6sung fur
alle Agenzien auRer Mafenid zu erkennen. Auch die Ergebnisse flr Prontosan®,
Betaisodona® und Lavasept® unterschieden sich nun kaum mehr von 0 und
stiegen auch kaum noch Uber die Tage an. Schon direkt nach Behandlung gab
es signifikante Unterschiede zwischen der Octenisept®-, Prontosan®-,
Betaisodona®- und Lavasept®-Probe und den Zellen ohne Behandlung
(p<0,05). An den weiteren Tagen und bei den hdoheren Konzentrationen
kommen signifikante Unterschiede zu der 0,9 % NaCl-Lésung-Probe und der
Mafenid-Probe hinzu und die Signifikanzen erreichen p<0,01 und sogar
p<0,001

Die Werte der mit Mafenid behandelten Zellen waren selbst bei einer 25 %
Konzentration an allen Tagen vergleichbar mit denen der 0,9 % NaCl-Lésung-
und der Kulturmedium-Probe. Bei den Konzentrationen von 10 % und 25 % gab
es jedoch vereinzelt Signifikanzen im Unterschied zu der Positiv-Kontrolle
(p<0,05).

4.1.1 Ergebnisse der mit Mafenid behandelten Zellen

Mafenid stach im Viabilititsassay als das am wenigsten die Ergebnisse
beeinflussende Agens heraus. In Abbildung 12 werden daher die Ergebnisse der

Mafenid-Probe gesondert nach Tagen dargestelit.
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Abbildung 12: Viabilitdt der MSZ nach Behandlung mit Mafenid zu unterschiedlichen Konzentrationen direkt nach der Behandlung (n.B.), sowie 1, 2, 3, 4

und 5 Tage danach.
Die Signifikanzen werden durch die Anfangsbuchstaben der jeweiligen Probe abgekurzt. Dabei steht m fir Mafenid, n fir 0,9 % NaCl-Lésung und k fir Kulturmedium.

Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x fir p<0,05 verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple
comparison test ermittelt.
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Die Ahnlichkeit zwischen allen Probeergebnissen ist sofort offensichtlich.
Tatsachlich zeigten sich bis Tag 3 kaum Unterschiede zwischen den
Konzentrationen. Ab Tag 4 schienen die Viabilitaten der MSZ nach Behandlung
mit 10 % und 25 % niedriger als die nach Behandlung mit niedrigeren
Konzentrationen. Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede,
aulder an Tag 4 zwischen 10 %, 25 % und der Kulturmedium-Probe. Tatsachlich
waren selbst die Ergebnisse nach Behandlung mit den hoheren
Konzentrationen denen der Probe, die mit 0,9 % NaCl-Lésung behandelt

wurde, sehr ahnlich.

4.2 Adipogene Differenzierung

Das Potential zur Differenzierung der MSZ in Adipozyten ist eine zentrale
Eigenschaft dieser Zellen, die die regenerative Ressource des Fettgewebes
bilden. Deswegen wurde diese Eigenschaft im zweiten Versuchsansatz dieser

Arbeit untersucht.

4.2.1 Einmalige Behandlung

Die Differenzierungsversuche wurden durch die grundlegenden Modalitaten des
Versuchsaufbaus sehr eingeschrankt. Viele Zellen waren durch die Antiseptika
so beeintrachtigt, dass sie abstarben und somit, mit den Konzentrationen
aufsteigend, nicht mehr statistisch erfassbar waren. Sehr oft war in den héheren
Konzentrationen keine signifikante Menge an Zellen zur Auswertung mehr
vorhanden. Um eine Verfalschung der Messung des Anteils der differenzierten
Zellen zu verhindern, umfasst die Statistik nur das niedrigere Spektrum der
Konzentrationen: 1%, 2,5%, 5%, und 7,5 %. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 13 dargestellt. Die Probe des Differenzierungsmediums kann hierbei
als Positiv-Probe, die des Proliferationsmediums als Negativ-Probe betrachtet
werden. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s

multiple comparison test ermittelt.
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Abbildung 13: Bestimmung des Anteils der zu Adipozyten differenzierten MSZ nach
einmaliger Behandlung mit verschiedenen Antiseptika zu 1 % (A), 2,5 % (B), 5 % (C) und
7,5 % (D) Konzentrationen.

Ausgewertet mittels Oil Red O, gemessen bei einer Wellenlange von 518 nm.
Darstellung der Signifikanzen: normal p<0,05 (bestimmt mit One way ANOVA und
Tukey’s multiple comparrison Test). Die Agenzien werden mit o fiir Octenisept®, b fir
Betaisodona®, p flir Prontosan®, | fir Lavasept®, m fiir Mafenid, n fiir 0,9 % NaCl-Losung

und p.m. Proliferationsmedium und d.m. fir Differenzierungsmedium abgekiirzt.

Nach der Behandlung der MSZ mit einer 1 %-Verdlinnung der Antiseptika zeigten
die Proben, bis auf die mit Octenisept® behandelten Zellen, keinen Unterschied
zu der Negativ- oder der Positivprobe. Die Differenzierung war nach einer
Behandlung der Zellen mit 1 % Octenisept® war jedoch bereits reduziert, wenn
sich auch keine Signifikanz errechnen lieR. Ahnlich verhielt es sich bei den mit
einer 2,5 % Konzentration behandelten Proben. Der Wert fiir die Lavasept®-
Probe scheint im Vergleich zu der niedrigeren Konzentration geringer.
Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch nur fiir Octenisept® im Vergleich
zu der Differenzierungsmedium- (p<0,05) und der Mafenid-Probe (p<0,05). Die

Behandlung mit einer 2,5 % sowie mit allen hdheren Konzentrationen von
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Octenisept® flihrt zu einem Mittelwert der Absorption, der sich unterhalb des
Blanks befindet.

Nach der Behandlung mit 5 % konzentrierten Antiseptika waren die Werte der
Prontosan®- und Lavasept®-Probe im Vergleich den kleineren Konzentration
erniedrigt. Signifikante Unterschiede zeigten sich allerdings weiterhin nur fur die
Octenisept®-Probe im Vergleich zu der Betaisodona®-, Mafenid-, 0,9 % NaCl-
Lésung- und Proliferationsmedium-Probe (p<0,05) sowie im Vergleich zur

Differenzierungsmedium-Probe (p<0,01).

Fir die letzte Konzentration von 7,5 % lag nunmehr auch der Mittelwert der
Absorption der mit Lavasept® behandelten Zellen unterhalb des Blanks. Die
Ergebnisse der Lavasept®- und Octenisept®-Probe zeigten mit p<0,05 einen
signifikanten Unterschied im Vergleich Zu der  Probe des
Differenzierungsmediums. Die Werte fiir Prontosan® zeigten eine starke
Streuung, waren jedoch im Mittel ebenfalls sehr niedrig. Annahernd vergleichbar
mit der Negativ-, sowie mit der 0,9 % NaCl-Lésung-Probe waren die Werte fur

Betaisodona® und Mafenid.

4.2.2 Kontinuierliche Behandlung

Zur Alternierung der Modalitaten wurde ein neuer Versuchsansatz entworfen, der
eine Zumischung sehr niedriger Konzentrationen der Antiseptika in die
Differenzierungsmedien und keine einmalige, sondern eine kontinuierliche
Behandlung beinhaltete. Die hierfur gewahlten Konzentrationen waren 0,05 und
0,1 % Antiseptikum zu Differenzierungsmedium (s. Abb. 14). Die Signifikanzen
wurden auch hier mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison
test ermittelt. Signifikante Unterschiede zwischen den Werten werden mit
Kleinbuchstaben Uber der Saule der Probe des niedrigeren Wertes angezeigt.
Dabei steht x fur ein p<0,05 und x fir ein p<0,01. Die Agenzien werden mit o far
Octenisept®, b fiir Betaisodona®, p fiir Prontosan®, | fiir Lavasept®, m fiir Mafenid,
n far 0,9% NaCl-Lésung, p.m. Proliferationsmedium und d.m. fir
Differenzierungsmedium abgekurzt. In diesem Fall werden zur Verdeutlichung

der Unterschiede Werte im negativen Bereich dargestellt.
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Abbildung 14: Bestimmung des Anteils der zu Adipozyten differenzierten MSZ nach
kontinuierlicher Behandlung mit verschiedenen Antiseptika zu 0,05 % (A) und 0,1 % (B)
Konzentrationen.

Ausgewertet mittels Oil Red O, gemessen bei einer Wellenlange von 518 nm.
Darstellung der Signifikanzen: normal p<0,05 (bestimmt mit One way ANOVA und

Tukey’s multiple comparrison Test). Die Agenzien werden mit o fiir Octenisept®, b fir
Betaisodona®, p fiir Prontosan®, | fir Lavasept®, m fiir Mafenid, n fiir 0,9 % NaCl-Lésung

und p.m. Proliferationsmedium und d.m. fir Differenzierungsmedium abgekiirzt.

Wie zu erkennen ist, lagen die meisten der Werte flir die mit jedem der getesteten
Antiseptika behandelten Zellen im negativen Bereich. Die Ausnahme bildete die
Octenisept®-Probe nach Behandlung mit einer 0,05 % Konzentration des
Antiseptikums (s. Abb. 14 A). Statistisch relevante Unterschiede liefien sich
jedoch nur fur die Zellen nach Behandlung mit einer 0,1 % Konzentration von
Lavasept® (p<0,01) und Mafenid (p<0,05) im Vergleich zur positiv-Kontrolle
erkennen.

Fir diesen Ansatz ist anzumerken, dass der Wert fur die mit 0,9 % NaCl-Losung
behandelten Zellen sichtbar GUber dem der Negativ-Kontrolle lag. Er wich jedoch
in keinem der Ansatze signifikant von der Negativ- oder der Positiv-Kontrolle ab.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zumischung von 0,05 %, so wie
0,1 % NaCl-Losung in Nahrmedium nur einen sehr geringen Effekt auf die
Differenzierung der Zellen hatte. Hingegen hatten alle verwendeten Antiseptika

einen starken negativen Effekt auf diese Zelleigenschaft.

4.3 Apoptose-/Nekrosebestimmung

Zur Feststellung der Auswirkungen des zytotoxischen Effekts der Antiseptika auf
die Zellen wurde ein Vitalitatsassay durchgefihrt. Verwendet wurden Propidium-
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lodid-Losung und Hoechst. Dies sind Fluoreszenzfarbungen, mit deren Hilfe es
mdglich war, den Zustand der Zellen und ob sie sich in Apoptose oder Nekrose
befanden, zu ermitteln. Die Funktionsweise beider Farbstoffe beruht auf ihrer
Interskalierung mit der Kern-DNS. Propidiumiodid eignet sich zum Nachweis von
Nekrose, denn der Farbstoff kann die intakte Zellmembran nicht durchbringen.
Es bindet somit nur an frei exponierte DNS, was auf eine stattgefundene Nekrose
einer Zelle schliel3en lasst. Hoechst hingegen farbt die DNS aller vitalen oder
avitalen Zellen an, denn es kann die Zellmembran passieren. Bei dem Prozess
der Apoptose bleibt diese intakt, somit eignet sich Hoechst zum Nachweis dieser

Variante des Zelltods.

Der Assay wurde an Tag 1 und 5 nach der Behandlung mit den ausgewahlten
Antiseptika durchgefihrt. Die Farbung mit Propidiumiodid hat bei allen Ansatzen
nahezu keine Zellen angefarbt (Daten nicht gezeigt). Die Farbung mit Hoechst
farbt sowohl vitale, als auch apoptotische und nekrotische Zellen. Ein Indikator
fur Apoptose kdnnen die Schrumpfung des Zellkerns oder der ganzen Zelle,
Kondensation des Chromatins oder Ausstulpungen der Kernmembran, sog.
apoptotic bodies, sein. Diese Vorgange konnten, im Gegensatz zur Nekrose, in

vielen Fallen beobachtet werden.

Der Vitalitatsassay wurde nicht bei allen Versuchsansatzen durchgefiihrt,
sondern nur bei solchen, deren Ergebniss des Viabilitatsassays im ungefahren
statistischen Mittel lag. So konnte in gewissem Umfang gewahrleistet werden,

dass die entstandenen Bilder reprasentativ sind.

4.3.1 Medium und 0,9 % NaCl-Losung

Zellen wurden gemafll dem Protokoll des Viabilitdtsassays mit Antiseptika
behandelt und mit 0,9 % NaCl-Lésung gewaschen. Zur Kontrolle wurden zwei
Proben angelegt, von denen die eine nur gewaschen und die andere zuvor
zusatzlich fur 5 Minuten mit 0,9 % NaCl-Lésung inkubiert wurde. Die hier in
Abbildung 15 a) und b) dargestellten Zellkulturen wurden nur dem Wasch-Schritt

unterzogen.

Diese Proben wurden an Tag 1 und 5 nach der Behandlung fixiert und

ausgewertet.
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Abbildung 15: Mit Hoechst gefarbte MSZ ohne Behandlung an Tag 1 (a) und an Tag 5 (b).
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrofierung mit
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

Sowohl die Zellen in Abbildung 15 a) als auch in 15 b) wiesen keine Anzeichen
von Apoptose oder Nekrose auf. In beiden Proben waren stattdessen vereinzelte
Mitosen festzustellen. Abbildung b) zeigt die Zellen an Tag 5 mit einem

erwartungsgeman dichteren Zellwachstum, als an Tag 1 (Abb. a)).

Abbildungen 16 a) und b) zeigt den Einfluss einer Behandlung mit 0,9% NacCl-

Lésung auf die mesenchymalen Stammzellen.

Abbildung 16: Mit Hoechst gefarbte MSZ nach Behandlung mit 0,9 % NaCl-Lésung an Tag
1 (a) und an Tag 5 (b).

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrofierung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

In der Farbung von Tag 1 (Abb. 16 a)) nach der Behandlung lieRen sich Zeichen
von Chromatinkondensation erkennen, sowie Dysmorphien von Zellkernen, was
ein Zeichen von Apoptose sein kann. Am 5. Tag hingegen (Abb. 16 b)) wies die

auf die gleiche Art behandelte Kultur keine Apoptose-Anzeichen mehr auf. Der
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Zustand dieser Zellen ahnelte dem derjenigen, die nicht behandelt wurden (Abb.
15 b)).

4.3.2 Octenisept®

Abbildung 17: Mit Hoechst gefarbte MSZ nach Behandlung mit 7,5 % Octenisept®-Lésung
an Tag 1 (a) und mit 2,5 % Octenisept®-Lésung (b) und 7,5 % Octenisept®-Lésung an Tag
5 (c) nach Behandlung.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher VergréfRerung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

Abbildung 17 a) zeigt das Bild der Zellen nach der Behandlung mit 7,5%
Octenisept®-Losung an Tag 1. Es lieken sich kaum noch Zellen erkennen,
stattdessen waren Fragmente abgetoteter Zellen sichtbar. Dieser Zustand ahnelt
dem in Abbildung c) dargestellten, auf der Zellen unter derselben Behandlung
nach 5 Tagen abgebildet wurden. Nach wie vor waren Zellfragmente zu erkennen
und die bestehenden Zellen zeigten Zeichen der Apoptose (apoptotic bodies).

Auch die Abbildung der Zellen nach Behandlung mit 2,5% Octenisept®-Losung
an Tag 5 (Abb. 17 b)) zeigte Zellfragmente und Zellen mit Anzeichen von

Apoptose, jedoch in weit kleinerem Ausmall. Es waren aulierdem
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erwartungsgemaf mehr Zellen vorhanden als in Abbildung c), der Probe, die mit

der hoheren Konzentration behandelt worden war.

4.3.3 Betaisodona®

Abbildung 18: Mit Hoechst gefarbte MSZ nach Behandlung mit 5 % Betaisodona®-Lésung
an Tag 1 (a) und mit 2,5 % Betaisodona®-L6ésung (b) und 7,5 % Betaisodona®-L6sung an
Tag 5 (c) nach Behandlung.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergroflerung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

Wie zu erwarten war die Zellzahl nach Behandlung mit 5% Betaisodona®-Lésung
an Tag 1 (Abb. 18 a)) deutlich reduziert gegenuber derjenigen der Probe ohne
Behandlung (Abb. 15). Die Zellen waren nur noch in kleinen Ansammlungen
vorhanden wie auf der Abbildung zu sehen, jedoch nicht in apoptotischem oder
nekrotischem Zustand. Das Bild zu dem Einfluss von 5 % Betaisodona®-Ldsung
auf die MSZ (Abb. 18 a)) ist beispielhaft fir alle getesteten Konzentrationen von
Betaisodona®-Losung an Tag 1. In den Konzentrationen von 1, 2,5, 7,5, 10 und
25 % fanden sich identische, sehr seltene Ansammlungen von Zellen in nicht
apoptotischem oder nekrotischem Zustand (Daten nicht gezeigt). Dies war nicht

nur fur die Zellen nach Behandlung mit allen getesteten Konzentrationen an Tag
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1, sondern auch an Tag 5 festzustellen. Die Abbildung Zellen nach Behandlung
mit 2,5% Betaisodona®-Lésung an Tag 5 (Abb. 18 b)) und die Abbildung der
Zellen nach Behandlung mit 7,5% Betaisodona®-Lésung an Tag 5 (Abb. 18 c))
zeigen, dass unter 2,5% Betaisodona®-Behandlung bis zum 5. Tag noch ein
gewisses Wachstum stattgefunden hatte, wohingegen bei 7,5% Betaisodona®-
Behandlung kaum Zellen vorhanden waren. Zudem wirkten die wenigen

vorhandenen Zellen in Abbildung c) diskonfiguriert.

4.3.4 Polyhexanid-haltige Antiseptika

Als Beispiel fiir den Einfluss von Lavasept® auf die MSZ wurden Bilder, die nach
der Behandlung mit 2,5 % und 7,5 % Lavsept-Losung ausgewahlt, jeweils an Tag

1 und 5, aufgenommen.

_
200 ym 400 pm

Abbildung 19: Mit Hoechst gefiarbte MSZ nach Behandlung mit 2,5 % Lavasept®-Lésung
(a) und 7,5 % Lavasept®-Losung an Tag 1 (b) und mit 2,5 % Lavasept®-Lésung (c) und 7,5 %
Lavasept®-Lésung an Tag 5 (d) nach Behandlung.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergréfierung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.



54 4 Ergebnisse

Das Aussehen der Zellen am 1. Tag nach Behandlung mit 2,5% Lavasept®-
Lésung gegenuber dem nach Behandlung mit einer 7,5%-Konzentration zum
gleichen Zeitpunkt unterscheidet sich hinsichtlich Zellzahl und -konfiguration
(Abb. 19 a) und b)). Die Zellen und Zellfragmente in Abbildung b) waren nur
schwach angefarbt, schienen jedoch dysmorph und teilweise in apoptotischem
Zustand.

Ein deutlicher Unterschied war auch zwischen der Anzahl der Zellen nach
Behandlung mit 2,5% Lavasept®-Lésung (Abb. 19 c¢)) und mit 7,5% Lavasept®
Losung (Abb. 19 d)) an Tag 5 zu sehen. Auch hier waren deutlich weniger Zellen
in Abbildung 19 d) zu erkennen als in Abbildung 19 c). In keiner der Abbildungen
vom 5. Tag nach der Behandlung lieRen sich jedoch Anzeichen flr Apoptose

oder Nekrose erkennen.

Bei den Zellen, die mit Prontosan® behandelt wurden, konnten ebenfalls weder
Anzeichen von Nekrose noch Apoptose beobachtet werden. Die Abbildung der
Zellen nach Behandlung mit 2,5% Prontosan®-Lésung an Tag 5 (20 b)) zeigt noch
am ehesten eine in Apoptose befindliche Zelle mit einem angedeuteten apoptotic
body, was jedoch eher schlecht bestimmbar war. In Abbildung b) lassen sich
deutlich mehr Zellen erkennen als in der Abbildung der Zellen nach Behandlung
mit 7,5% Prontosan®-Losung an Tag 5 (Abb. 20 c)). Sowohl Abb. 20 b) als auch
20 c) zeigen eine im Vergleich zu der Abbildung der Zellen nach Behandlung mit
5 % Prontosan®-Lésung an Tag 1 (Abb. 20 a)) kaum erhohte Zelldichte. Die
Zellzahl in allen Abbildungen war gegenuber dem Ansatz ohne Behandlung (Abb.
15) deutlich vermindert.
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a)

Abbildung 20: Mit Hoechst gefirbte MSZ nach Behandlung mit 5 % Prontosan®-Lésung an
Tag 1 (a) und mit 2,5 % Prontosan®-Lésung (b) und 7,5 % Pronrosan-Lésung an Tag 5 (c)
nach Behandlung.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrofterung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

4.3.5 Mafenid

Far Mafenid wurden drei Bilder ausgewahlt, die die Zellen nach der Behandlung
mit 7,5 % Ldsung am ersten Tag und 2,5 % und 7,5 % LAsung am funften Tag
darstellen. Ein Bild der Probe an Tag 1 nach der Behandlung mit 2,5 % L&sung

wird nicht gezeigt, da hier keine Pathologien feststellbar waren.
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Abbildung 21: Mit Hoechst gefiarbte MSZ nach Behandlung mit 7,5 % Mafenid-Lésung an
Tag 1 (a) und an Tag 5 (b) und nach Behandlung mit 2,5 % Mafenid-L6sung an Tag 5 (c).
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrofierung mit

einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

In der Abbildung der Zellen nach Behandlung mit 7,5% Mafenid-Lésung an Tag
1 (Abb. 21 a)) sind weniger Zellen zu sehen als in Abbildung der Zellen nach der
gleichen Behandlung an Tag 5 (Abb. 21 b)). Der Bildausschnitt in Abbildung 21
a) wurde kleiner gewahlt, um einen genaueren Eindruck von dem Zustand der
vorhandenen Zellen zu gewinnen. Zu erkennen waren dysmorphe Zellen mit
Anzeichen der Apoptose sowie einem fragmentierten Kern. Es waren jedoch
auch mitotische Zellen zu erkennen, was eher auf eine geringe Schadigung der
betroffenen Zellen schlielRen Iasst.

Der Vergleich zu den Zellen nach Behandlung mit 7,5 % und 2,5% Mafenid-
Lésung an Tag 5 (Abb. 21 b) und c)) ergab eindeutige Unterschiede in der
Zellzahl. Beide Bilder zeigen auch unter der starkeren Vergroflierung (Daten nicht
gezeigt) jedoch optisch gesunde und einige mitotische Zellen. Sie zeigen zudem
eine relativ dicht bewachsene Platte, ahnlich dem Grad der Bewachsung, der in
der Abbildung der Zellen ohne antiseptische Behandlung an Tag 5 (15 b)) zu

sehen ist.
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4.4 Zusammenfassung

Alle getesteten Agenzien zeigten in den verwendeten Konzentrationen einen
viabilitdtsmindernden Effekt auf die MSZ. Am starksten war dieser Effekt nach
der Behandlung mit Octenisept®: Er war bereits bei der niedrigsten gewahiten
Konzentration von 1 % zu erkennen. Auch die Ergebnisse von Lavasept® und
Betaisodona® zeigten im Vergleich zu denen der Vergleichsproben eine
merkliche Verschlechterung der Viabilitat. Jedoch gibt es bereits bei einer
Konzentration von 5 %, spatestens bei 7,5 % eine grolRe Ahnlichkeit zwischen
den Ergebnissen aller Agenzien, aul’er Mafenid. Die Werte der mit diesem
Antibiotikum behandelten Zellen wurden erst bei einer Konzentration von 10 %
schlechter als die der Kulturmedium-Probe und waren etwa auf einem Niveau mit

denen der 0,9 % NaCl-Lésung-Probe.

Auch in den Versuchsansatzen zur Bestimmung der Differenzierung der MSZ
nach Behandlung lie3en alle Antiseptika einen negativen Einfluss erkennen. In
dem Ansatz der einmaligen Behandlung war der Unterschied zu der
Positivkontrolle nur bei der Mafenid-, der. Betaisodona®- und der Prontosan® -
Probe nicht durch Signifikanzen feststellbar. Fur diesen Ansatz erzielten die mit
Mafenid und Betaisodona® behandelten MSZ von allen Behandelten die
hochsten Ergebnisse. Im Ansatz der kontinuierlichen Behandlung waren die

Werte aller behandelten Zellen erheblich niedriger.

Der Vitalitatsassay mittels Hoechst-Fluoreszenzfarbung wurde durchgefihrt, um
den Zustand der Zellen nach der Behandlung mit den ausgewahlten Antiseptika
qualitativ zu beurteilen. Viele Zellen zeigten morphologische Veranderungen und
die genannten spezifischen Anzeichen fur Apoptose, abhangig von dem Agens,
mit dem sie behandelt wurden und dessen Konzentration in der Losung. Zudem
waren haufig angefarbte Kernfragmente zu sehen, die auf eine stattgehabte
Apoptose oder Nekrose hinweisen. Die Kontrollen (Zellen ohne Behandlung oder
mit Behandlung mit 0,9 % NaCl-Lésung) ergaben hingegen keines der

genannten Zeichen, dafur regelrechtes Wachstum und einige Mitosen.
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5 Diskussion

Im klinischen Alltag richtet sich die Auswahl von Antiseptika oft nach Kriterien wie
Kosten oder Verfluigbarkeit (Durani & Leaper 2008a), sodass eine geplante
Anwendung nach der Abwagung von spezifischer, antimikrobieller Effizienz und
Zytotoxizitat eher die Ausnahme ist, obgleich sie Standard sein sollte (Daeschlein
2013, Durani & Leaper 2008a, Hirsch et al. 2010). Die Verwendung von
Antiseptika ist notwendig, um Infektionen zu verhindern oder sie zu bekampfen.
Jedoch gibt es einige Anhaltspunkte daflr, dass die hier verwendeten Agenzien
auch negative Auswirkungen auf den Organismus haben, unter anderem in Form
von Zytotoxizitat. Die Gewebe, die am haufigsten mit Antiseptika in Berthrung
kommen, sind die Haut und das Unterhautfettgewebe. Wir haben es uns daher
in dieser Arbeit zur Aufgabe gemacht, die Zytotoxizitat verschiedener
handelsublicher Antiseptika auf MSZ als Hauptzellart des Unterhautfettgewebes

zu untersuchen.

5.1 Viabilitatsassay und Vitalitatsassay

5.1.1 Erlauterung der Assays zur Untersuchung der Zytotoxizitat

Zur Untersuchung der Zytotoxizitat der Antiseptika auf die MSZ wurden vor allem
Viabilitats- und Vitalitatsassays durchgefuhrt, nachdem die Zellen mit den

Antiseptika behandelt worden waren.

5.1.1.1 Viabilitatsassay

Die Viabilitat ist nicht gleichzusetzen mit dem quantitativen Vorhandensein
lebendiger Zellen. In dem Viabilitatsassay wird der allgemeine Zellmetabolismus
der gesamten Population gemessen. Durch diesen Versuchsansatz werden also
Quantitat und Qualitat der Zellprobe zusammen festgestellt, die nur durch
zusatzliche Versuche getrennt voneinander ermittelt werden kdnnen. Es kdnnen
also keine differenzierten Aussagen zur Stoffwechselaktivitat der Zellen oder zur
Quantitat der noch lebenden Zellen gemacht werden.
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Der in dieser Arbeit verwendete PrestoBlue Viabilitdtsassay basiert auf dem
blauen Redox-Farbstoff Resazurin. Resazurin wird durch metabolisch aktive
Zellen zu rosafarbenem Resofurin reduziert. Durch die bathochrome
Verschiebung der Absorption bei der Reduktion von Resazurin zu Resofurin kann
via spektrometrischer Messung der Anteil des reduzierten Stoffes kalkuliert und

somit die metabolische Aktivitat der Zellpopulation ermittelt werden.

5.1.1.2 Vitalitatsassays

Zur weiteren Untersuchung der Zytotoxizitat wurden neben dem Viabilitatsassay
noch zwei Vitalitatsassays durchgefuhrt. Diese dienten der genaueren
Untersuchung des Zelltodes nach der Behandlung mit den Antiseptika. Dabei
wurde die DNS der Zellen mit Propidiumiodid und Hoechst 33342 gefarbt.
Propidiumiodid farbt grundsatzlich nur die DNS von Zellen an, die sich in Nekrose
befinden, da es die intakte Zellmembran nicht Uberwinden kann. Hoechst 33342
hingegen farbt alle Zellen an, da es ebenfalls an DNS bindet, die Zellmembran
jedoch Uberwinden kann. Schrumpfung oder Fragmentierung der Zelle oder des
Zellkerns, Kondensation des Chromatins oder Ausstilpungen der Zellmembran
konnen dabei Hinweise auf eine Apoptose sein (Scheunert et al. 2002). Die
gleichzeitige Farbung mit Propidiumiodid und Hoechst 33342 wurde also eine

Nekrose anzeigen.

5.1.2 Auswirkung der Antiseptika auf Zellviabilitat und -vitalitat

Die Ergebnisse des Viabilitatsassays und der Vitalitatsassays sind nicht direkt
miteinander vergleichbar. Es stand keine quantitative Auswertungsmethode zur
Verflgung, sodass Zellzahlen nach der Behandlung nicht miteinander
abgeglichen werden konnten. Nur durch den Vergleich der Bilder des ersten und
funften Tages nach der Behandlung kdnnen quantitative Unterschiede der Zellen
im Vitalitdtsassay abgeschatzt werden. Auf die gleiche Art sind die Ergebnisse
des Viabilitatsassays zwischen den Messtagen vergleichbar, durch den Vergleich

der Viabilitat. So lassen sich fur beide Assays Eindriicke Uber den Schweregrad
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der Beeintrachtigung der Zellen durch die unterschiedlichen Antiseptika
gewinnen. Dies macht es maoglich, die Ergebnisse der beiden Assays
ansatzweise miteinander zu vergleichen. Es muss jedoch angemerkt werden,
dass der Vitalitatsassay keine quantitative sondern eine qualitative Auswertung
des Einflusses der Antiseptika auf die MSZ darstellte.

Da keine Zellen mit Propidiumiodid angefarbt wurden kann darauf geschlossen
werden, dass sich keine der Zellen in akuter Nekrose befanden. Eine Erklarung
fur den fehlenden Nachweis des Vorgangs koénnte sein, dass die Zellen
vermutlich wahrend oder kurz nach der Behandlung nekrotisch wurden und nicht
mehr spater, als der direkte Einfluss der Antiseptika aufgehoben war. Die
nekrotischen Zellen wurden vermutlich durch die Waschschritte mit 0,9 % NaCl-
Ldsung, die sich an die Behandlung anschlossen, von den Platten entfernt. Daflr,
dass ein solcher Vorgang anzunehmen ist, spricht die relativ niedrige Zellzahl auf
den Platten nach der Behandlung, da die Zellen zuvor recht dicht ausgesat
wurden waren. Die Vermutung wird zudem durch die Ergebnisse des
Viabilitatsassays gestitzt, die nach der Behandlung deutlich niedrigere Werte

zeigen als davor.

Die Ergebnisse des Viabilitdtsassays, die in den folgenden Kapiteln diskutiert
werden, waren in einigen Bildern der Hoechst 33342-Farbungen der Kulturen
wiedererkennbar. Ein eindeutiges Beispiel sind die Kulturen ohne Behandlung im
Vergleich mit den Kulturen mit Behandlung durch 0,9 % NaCl-Lésung. Die Zellen
zeigten im Viabilitdtsassay direkt nach der Behandlung mit 0,9 % NaCl-Losung
eine schwachere Viabilitat als diejenigen ohne Behandlung und die Werte glichen
sich bis Tag 5 nicht vollstandig an. Die 0,9 % NaCl-Lésung schien jedoch deutlich
weniger zytotoxischen Effekt zu haben als fast alle untersuchten Antiseptika.
Dies lasst sich auch in der Dichte des Bewuchses der Platten dieser Kulturen am
funften Tag nach der Behandlung feststellen. Die Zellen, die mit 0,9 % NaCl-
Lésung behandelt wurden, wiesen ein weniger dichtes Wachstum auf, als
diejenigen, die keine Behandlung durchlaufen hatten. Dies spricht wie die
Ergebnisse des Viabilitatsassays fur eine gewisse zytotoxische Wirkung von
0,9 % NaCl-Lésung auf MSZ.

Grundsétzlich lieR sich Ahnliches Uber die Zellen nach Behandlung mit allen
getesteten Antiseptika sagen. Die Bilder der Vitalitdtsmessungen stimmten mit
den Ergebnissen des Viabilitatsassays, soweit es bestimmbar war, etwa Uberein.
Die Zellen zeigten unter Behandlung mit manchen Antiseptika, die sich im
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Viabilitatsassay als die zytotoxischeren herausgestellt haben, eine starkere
Beeintrachtigung. Dies war durch die veranderte Anzahl der Zellen und der

Zellkonfiguration erkennbar.

5.1.3 Auswertung nach Antiseptika
5.1.3.1 Octenisept®

Octenisept®, das vor mehr als 20 Jahren eingefiihrt wurde, ist eines der am
besten untersuchten Antiseptika. Der Hauptwirkstoff Octenidin wirkt gegen die
Zellwand oder Zellmembran von Mikroorganismen und ist somit recht
unspezifisch antiseptisch und zytotoxisch (Christiansen 1988). Es wird flr ein
breites Spektrum von Haut-, Schleimhaut- und Wunddesinfektionen eingesetzt
(Assadian 2016, Daeschlein 2013, Hubner et al. 2010, Kim et al. 2017, Koburger
et al. 2010). Es besitzt ein breites, spezienubergreifendes Wirkspektrum (Eldeniz
et al. 2015, Harke 1989, Kung et al. 2016b).

Die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefihrten Viabilitatsassays zeigen
einen verhaltnismaRig starken zytotoxischen Effekt von Octenisept® auf MSZ. Es
war, teilweise mit groRem Abstand, das am meisten zytotoxische der getesteten
Antiseptika. Bereits bei der niedrigsten getesteten Konzentration von 1 %
Antiseptikum zu Kulturmedium zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
Ergebnisse im Vergleich zur Positiv-Kontrolle. Funf Tage nach einer Behandlung

mit 2,5 % des Antiseptikums war nahezu keine Viabilitat mehr nachweisbar.

Die Auswertung der Versuchs mit einer Lésung von 2,5 % zeigte zudem eine
unerwartete Besonderheit: Hier sah man, dass der zytotoxische Effekt von
Octenisept® im Gegensatz zu allen anderen getesteten Antiseptika sein volles
Ausmald verzdogert erreichte Die Viabilitdt schien erst langsam zu steigen, um
dann gegen Tag funf wieder abzufallen. Diese verzogerte zytotoxische Wirkung
lie® sich auch nach der Behandlung mit einer 5 %igen Konzentration des
Antiseptikums beobachten, doch ab der Konzentration von 7,5 % war auch an
den ersten Tagen nach der Behandlung keine signifikante Viabilitat mehr

festzustellen.

Das Phanomen der verzogerten Zytotoxizitat von Octenisept® konnte auch durch

den Vitalitatsassay nachgewiesen werden. Dies zeigt sich in den Bildern, die von
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den Zellen nach einer Behandlung mit 7,5 % Octenisept®-Losung aufgenommen
wurden. Am finften Tag nach der Behandlung schienen sich einige Zellen in
akuter Apoptose zu befinden, was bei den anderen Antiseptika an diesem Tag
nicht zu beobachten war. Dies spricht fur eine verzogerte zytotoxische Wirkung
von Octenisept®, die erst nach einiger Zeit zur Apoptose der MSZ fiihrt. Dies gilt
jedoch nur fur Konzentrationen bis 7,5 %, dartuber hinaus ist die Wirkung auch
im Vitalitatstest akut zytotoxisch und nicht mehr verzogert. Bei den Bildern der
Kulturen, die mit Octenisept® behandelt worden waren, fielen zudem vermehrt
Zellfragmente auf, was ein Zeichen fur stattgehabte Nekrose und Apoptose ist.
Die Platten wurden jedoch taglich gespult, sodass die Zellfragmente entfernt
worden waren, waren sie sofort nach oder bei der Behandlung aufgetreten. Da
sie sich noch auf der Platte befanden, kann der Zelltod also nur nach den
Waschschritten und im Laufe des Tages vor der Durchfuhrung des jeweiligen
Assays stattgefunden haben. Dies beweist eine noch Tage nach der Behandlung
eintretende Apoptose oder Nekrose aufgrund des Kontakts mit diesem
Antiseptikum. Solche Zelltrimmer wurden bei keiner anderen Kultur in diesem
Umfang beobachtet, was wiederum die starke zytotoxische Wirkung von
Octenisept® beweist (Muller & Kramer 2005a). Diese Bilanz spiegelt die

Ergebnisse des Viabilitatsassays wider.

Es gibt allerdings auch Hinweise darauf, dass die in-vitro Ergebnisse fur dieses
Antiseptikum von bereits durchgefiihrten in-vivo Studien abweichen (Jenull et al.
2015b). Die hier erbrachten Ergebnisse sind typisch flr in vitro-
Studienergebnisse Uber dieses Antiseptikum, wohingegen sich die Ergebnisse
vieler klinischer Studien positiv Uber das Antiseptikum auf3ern (Danilevicius et al.
2015b, Dettenkofer et al. 2002b, Hammerle & Strohal 2016a, Kung et al. 2016a,
Moritz et al. 2014b, Obermeier et al. 2015). Dies mag mit den unterschiedlichen
Studiendesigns zusammenhangen. Dagegen stehen die schon genannten
Berichte (iber chemisch induzierte Peritonitis, prolongierte Odeme, Nekrosen,
Gewebsschwellungen und Hand-Phlegmonen bei Kindern (Franz & Vogelin
2012, Hulsemann & Habenicht 2009, Hupuczi & Papp 2005, Parlakgumus et al.
2005, Schupp & Holland-Cunz 2009a). Experimentell wurde eine Zytotoxizitat
gegen Keratinozyten, Fibroblasten und Chondrozyten bestatigt (Hirsch et al.
2009b, Hirsch et al. 2010, Jenull et al. 2015a, Muller & Kramer 2005b). Diese
Arbeit beweist in in-vitro Ergebnissen eine zytotoxische Wirkung von Octenisept®

auf MSZ. Jede in vitro-Studie ist jedoch nur ein sehr stark vereinfachtes Modell,
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das hochstens einen groben Eindruck bieten kann, denn der menschliche
Organismus ist sehr viel komplexer. Zukunftige in-vivo Studien mussen den

zytotoxischen Effekt auf Fettgewebe bestatigen.

Eine allgemeine Empfehlung tber die Verwendung von Octenisept® abzugeben
ist wegen dieser widerspruchlichen Aussagen kompliziert. Die einzige mogliche
Losung ist, dass spezifische Studienergebnisse als Handlungsgrundlage fur die
in diesen untersuchten Anwendungen zu Rate gezogen und generelle

Empfehlungen oder Warnungen zunachst vermieden werden mussen.

51.3.2 Betaisodona®

lod ist wohl einer der altesten, heute noch verwendeten Bestandteile von
Antiseptika (Durani & Leaper 2008a). Betaisodona® ist eines der
gebrauchlichsten und bekanntesten Antiseptika aus dieser Gruppe. Es ist erste
Wahl fur ein weites Spektrum medizinischer Anwendungen (Bennett et al. 2001,
Darouiche etal. 2010, O'Meara et al. 2014, Rode et al. 1981, Srinivas et al. 2015).
Aus diesem Grund wurde es flr die Untersuchung in dieser Arbeit ausgewahlt.
Die Ergebnisse der mit Betaisodona® behandelten MSZ in dem Viabilitatsassay
lagen im Vergleich mit allen getesteten Antiseptika eher im Mittelfeld. Die
Viabilitdt der MSZ nach Behandlung mit 1 % Betaisodona® war die
zweitniedrigste nach der Probe, die mit Octenisept® behandelt wurde. Nach der
Behandlung mit einer 2,5 %- und 5 %-L6sung jedoch waren die Viabilitaten der
mit anderen Antiseptika behandelten MSZ im Vergleich niedriger. Auch fur dieses
Antiseptikum gilt jedoch, dass ab einer Konzentration von 7,5 % keine Viabilitat
der Zellen mehr nachweisbar war. Eine zytotoxische Wirkung von Betaisodona®
auf MSZ ist somit eindeutig gegeben, jedoch nicht so stark wie bei Octenisept®.
Auch in vergangenen Studien hatte das Antiseptikum sich als zytotoxisch
erwiesen, gegen Keratinozyten, Osteoblasten und Fibroblasten (Cabral &
Fernandes 2007, Damour et al. 1992, Hirsch et al. 2009b, Mueller et al. 2015).
Die Zytotoxizitdt gegen Chondrozyten ist nicht klar erwiesen (Muller & Kramer
2005b, Schaumburger et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Studie passen gut zu
dem bisher ermittelten wissenschaftlichen Standpunkt.

Die Ergebnisse, die Betaisodona® im Vitalititsassay hervorbrachte,

unterschieden sich in Hinsicht auf das Mal} der Beeintrachtigung der Zellen nicht
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signifikant von denen, die durch Octenisept® hervorgerufen wurden. Bereits nach
der Behandlung mit einer Konzentration von 1 % waren kaum noch lebende
Zellen erkennbar, was sich Uber alle getesteten Konzentrationen fortsetzte. Im
Gegensatz zu der Octenisept®-Probe bildeten hier jedoch die wenigen nach der
Behandlung noch lebenden Zellen kleine Inselpopulationen und schienen in der
Regel weniger stark beeintrachtigt als MSZ nach Behandlung mit anderen
Antiseptika. Uber den Pathomechanismus, der dies verursacht, kénnen nur
Vermutungen angestellt werden. Eine mogliche Erklarung ist, dass die
Anwesenheit mehrerer anderer Zellen in der direkten Umgebung einen
protektiven Effekt auf die einzelne Zelle hat, entweder durch eine Verkleinerung
der zuganglichen Zelloberflache oder sogar der kompletten Abschirmung. Diese
Hypothese kdnnte getestet werden, indem die Zellen in einer kleineren Zellzahl
auf die gleiche Flache ausgesat werden, sodass sie wenig direkten Kontakt
zueinander haben. Obgleich die Zellen in dieser Arbeit in einer empfohlenen
Menge ausgesat wurden, konnte hier eine Fehlerquelle fir den Versuch
vorliegen. Naturlich wurde dies nicht erklaren, warum dieses Phanomen nur bei
den mit Betaisodona® behandelten Zellen aufgetreten ist. Eventuell kdnnte sich
dies mit einer schwacheren Gewebsgangigkeit des Produkts erklaren lassen.
Dieselben Einschrankungen gelten auch fur eine andere Erklarungsmoglichkeit:
Die Zellen kdnnten endokrine Einflussnahme auf ihre direkten Nachbarn haben,
sodass Ansammlungen von Zellen durch gegenseitige zytoprotektive
Beeinflussung besser geschitzt sind. Dass MSZ grundsatzlich endokrine
Eigenschaften haben, wurde in einigen Versuchsansatzen bestatigt (Aggarwal &
Pittenger 2005b, Augello et al. 2007a, Toyserkani et al. 2015a). Diese Studien
stellen somit fest, dass MSZ heilungsfordernde Substanzen an ihre Umgebung
abgeben. Dies sollte jedoch einen protektiven Einfluss auf die ganze Platte
gehabt haben und nicht nur auf die nahe-wachsenden Zellen. Eine juxtakrine
Wirkung von MSZ ist hingegen noch nicht untersucht worden. Diese Hypothese
scheint also weniger wahrscheinlich und musste durch zuklnftige
Untersuchungen evaluiert werden.

Zusammenfassend lasst sich Uber die Ergebnisse des Viabilitats- und
Vitalitatsassays fiir Betaisodona® sagen, dass sie voneinander abzuweichen
scheinen. Der Einfluss des Antiseptikums auf die MSZ hinsichtlich der Vitalitat
scheint im Vergleich zu den anderen Antiseptika starker zu sein als der Einfluss,
der im Viabilitatsassay zu beobachten war. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein,
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dass Betaisodona® den Zellmetabolismus per se sehr viel weniger stark
beeintrachtigt als die anderen getesteten Antiseptika, deren Werte fir die
Viabilitat niedriger, bei denen jedoch mehr Zellen vorhanden waren. In beiden
Versuchsansatzen jedoch schnitt Betaisodona® schlechter als Mafenid und
besser als Octenisept® ab, die Unterschiede lagen in den Differenzen zu den
Polyhexanid-haltigen Antiseptika. Sicher kann jedoch gesagt werden, dass
Betaisodona® in der vom Hersteller empfohlenen Konzentration des Wirkstoffes
einen zytotoxischen Effekt auf MSZ besitzt, jedoch auch schon bei sehr viel
niedrigeren Konzentrationen. Wie auch fur alle andere getesteten Antiseptika
lasst sich durch das vitro-Versuchsdesign keine klare Handlungsanweisung

ableiten.

5.1.3.3 Prontosan® und Lavasept®

Polyhexanid ist ein Breitspektrum-Antiseptikum mit guter Gewebstoleranz und
wenigen Anwendungsrisiken (Kaehn 2010, Roth & Brill 2010). Polyhexanid-
haltige Antiseptika sind gegen ein grof3es Spektrum von Pathogenen wirksam
und besitzen eine gute Vertraglichkeit und Gewebsgangigkeit, weswegen sie flr
viele medizinische Anwendungen in Frage kommen (Daeschlein et al. 2007b).
Es gibt widersprichliche Hinweise auf eine heilungsférdernde und auch eine
zytotoxische Wirkung des Agens (Boer et al. 2013b, Eberlein & Assadian 2010).
Allgemein wird das Mittel als eines der eher gewebsschonenden angesehen,
auch was MSZ betrifft (Hirsch et al. 2010, van Meurs et al. 2014). Daher wurden
die zwei Polyhexanid enthaltenden Antiseptika, Prontosan® und Lavasept®,
genauer untersucht. Prontosan® enthdlt neben Polyhexanid das Tensid
Undecylenamidopropyl-Betain, welche zusammen den so genannten
,Polyhexanid-Betain-Komplex“ bilden (Klasinc et al. 2018). Lavasept® enthalt nur
Polyhexanid als Wirkstoff.

Generell gab es zwischen den Ergebnissen der beiden Antiseptika keine
signifikanten Unterschiede, lediglich bei den geringen Konzentrationen von 1 %
und 2,5 % konnten leichte nicht-signifikante Unterschiede beobachtet werden. Es
ist zu vermuten, dass diese Differenz eher willkurlich ist und nach weiteren
Messungen statistisch ausgeglichen werden wiirde. Prontosan® und Lavasept®

haben sich im Viabilitats- und Vitalitdtsassay als ahnlich zytotoxisch
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herausgestellt. Der Bereich der Konzentrationen beider Antiseptika, in dem noch
eine gewisse Viabilitdt der Zellen nach Behandlung nachzuweisen war, lag
zwischen 1 und 7,5%. Ab einer 7,5% Konzentration des jeweiligen
Antiseptikums schlie3lich war keine relevante Viabilitat der Zellen nach
Behandlung mehr feststellbar, so wie es fur alle bisher besprochenen Antiseptika
galt. Dies ist eine sehr viel geringere Konzentration als die, mit der die Antiseptika
geliefert werden, bzw. was die Empfehlung des Herstellers bezlglich der
Konzentration fur die Anwendung ist. Beide Polyhexanid-Antiseptika zeigten eine
zytotoxische Wirkung, die zwischen der von Mafenid und Octenisept® lag und in
manchen Konzentrationen groRer, in manchen kleiner war, als die von

Betasiodona®.

Im Vitalitdtsassay zeigten sich ebenfalls keine erheblichen Unterschiede
zwischen den beiden Antiseptika. Der Vergleich der Antiseptika im
Viabilitatsassay lasst ein ahnliches Level der Zytotoxizitat der Polyhexanid-
haltigen Antiseptika ersehen, so wie es auch der Vitalitdtsassay ergab. Eine
Besonderheit fiel bei den Bildern des Vitalitdtsassays der Zellen nach
Prontosan®-, aber auch nach Lavasept®-Behandlung auf: Diese Antiseptika
haben in den Farbungen, trotz einer ansonsten mit Betaisodona® vergleichbaren
Wirkung, keine eindeutig nachweisbare Nekrose oder Apoptose hervorgerufen.
Es kann also angenommen werden, dass die niedrige Zellzahl trotz fehlender
oder weniger Apoptosen daran liegen konnte, dass Polyhexanid eine weniger
starke Apoptose-induzierende, als eher eine proliferationshemmende Wirkung
auf die Zellen hat. Eine wundheilungs-verzogernde Wirkung, deren Grundlage
eine Proliferations-hemmende Wirkung sein konnte, wurde bereits bestatigt
(Kramer et al. 2004).

Trotz der unterschiedlichen Konzentrationen von Polyhexanid in den beiden
verwendeten Praparaten lassen sich keine signifikanten Unterschiede in der
zytotoxischen Wirkung beider feststellen. Dies mag auch darin begriindet liegen,
dass Polyhexanid-Konzentration in Prontosan® zwar nur ein Viertel derer in
Lavasept® betragt, Prontosan® jedoch zusatzlich einen weiteren Wirkstoff enthalt
(Undecylenamidopropyl-Betain). Durch die Einflisse, die dieser Stoff auf die
MSZ hat, sind Unterschiede in den Ergebnissen, die die beiden Antiseptika
hervorrufen, schlecht vorhersagbar. Undecylenamidopropyl-Betain scheint
jedoch generell die zytotoxische Wirkung von Prontosan® auf das MalR derer von

0,4 % Lavasept® hinauf zu setzen.
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Beide Polyhexanid-haltigen Stoffe zeigten bereits ab einer Verdinnung von
7,5 % der handelsublichen Konzentration eine zytotoxische Wirkung des
Wirkstoffes Polyhexanid auf MSZ. Daher konnte in dieser Arbeit der zytotoxische
Effekt von Polyhexanid bestatigt werden und das bereits in niedrigen
Konzentrationen. Wie fur alle getesteten Antiseptika lasst sich auch hieraus keine

definitive Handlungsempfehlung ableiten.

5134 Mafenid

Das topisch zur Anwendung kommende Antibiotikum Mafenid ist bakteriostatisch
und teilweise fungizid, womit es im Vergleich zu den anderen getesteten
Antiseptika ein eher begrenztes Anwendungsspektrum hat (Barsoumian et al.
2013, lbrahim et al. 2014b). Er ist hauptsachlich zur Behandlung von
Verbrennungen verbreitet und hierfur Mittel erster Wahl, kann aber auch zur
Behandlung chronischer Wunden eingesetzt werden (Bennett et al. 2001, Rode
et al. 1981). Studien konnten allerdings zeigen, dass Mafenid die Wundheilung
beeintrachtigt und verlangsamt (Maghsoudi et al. 2011b, Zahmatkesh et al.
2015a, Zapata-Sirvent & Hansbrough 1993). Eine zytotoxische Wirkung gegen
Keratinozyten, Fibroblasten und Osteoblasten konnte bereits experimentell
bestatigt werden (Barsoumian et al. 2013, Boyce et al. 1999). Mafenid ist ein in
der plastischen Chirurgie haufig angewendetes Antiseptikum und wurde deshalb

zur Untersuchung in dieser Arbeit ausgewahlt.

In dem Viabilitatsassay zeigte Mafenid mit Abstand die geringste zytotoxische
Wirkung auf die MSZ. Nur nach Behandlung mit den héheren Konzentrationen
von 10 und 25 % zeigte sich im Verlauf ein signifikanter Unterschied zu der
Positiv-Probe. Jedoch erholten sich die Zellen trotzdem in einem Mal3, das der
0,9 % NaCl-Lésung-Probe vergleichbar war. Auch der Vitalitdtsassay zeigte ein
sehr geringes Mal} an Zytotoxizitdt und die entstandenen Bilder ahneln sehr
denen der Kulturmedium-Probe.

Eine so gewebsschonende Wirkung im Vergleich zu anderen Antiseptika ist
bisher nicht experimentell erfasst worden. Die wenigen bisher durchgefuhrten in
vitro-Studien an anderen Zellen und in vivo-Studien an lebendem Gewebe

zeigten eindeutig einen negativen Effekt (Maghsoudi et al. 2011, Zahmatkesh et



68 5 Diskussion

al. 2015, Zapata-Sirvent & Hansbrough 1993, Barsoumian et al. 2013, Boyce et
al. 1999). Der unterschiedliche Ton dieser Arbeit mag darin begrindet liegen,
dass, auller in Vorversuchen, nicht mit der vom Hersteller gelieferten
Konzentration des Antiseptikums experimentiert wurde. Diese Konzentration
hatte sich auch in unseren Versuchen als determinierend zytotoxisch erwiesen.
Nur in starker Verdunnung und im Vergleich mit anderen Antiseptika kann dieses
Praparat also als zellschonend bezeichnet werden. Allerdings gibt es fur Mafenid
Hinweise, dass eine geringere Konzentration von 2,5 % fur die Anwendungen an

Brandwunden ausreichend sein konnte (Ibrahim et al. 2014a).

Die eher sparliche Literatur-Lage zu dem Thema der Anwendung und
Zytotoxizitat von Mafenid ist vielleicht damit zu erklaren, dass Mafenid, anders
als die anderen getesteten Antiseptika, kein Breitbandantiseptikum ist. Der
Anwendungsbereich, obwohl durch aktuelle Untersuchungsergebnisse immer
weiter vergroRert, ist recht begrenzt, sodass ein Vergleich zu anderen
Antiseptika, die ein breiteres Spektrum haben, vielleicht nicht sinnvoll erscheint.
Wenn davon ausgegangen werden kann, dass eine niedrigere Konzentration das
Agens auch weniger zytotoxisch machen konnte, wie in dieser Arbeit gezeigt,
dann koénnte dies ein zusatzliches Argument flr eine breitere Anwendung sein,
sodass es sich als wirkungsvoll fur andere Anwendungsgebiete und Wundtypen
erweist. In dieser Arbeit wurde jedoch nur der Einfluss auf MSZ untersucht, nicht
die Konzentrations-abhangige antimikrobielle Wirkung. Weitere in-vivo Studien
sind notwendig, um aufzuzeigen, ob sich Mafenid flr ein breiteres Spektrum von
medizinischen Anforderungen verwenden lieBe und so zytotoxischere

Antiseptika ersetzen konnte.

5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Viabilitats- und

Vitalitatsassays

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse des Vitalitatsassays
und die des Viabilitdtsansatzes einander bestatigten und erganzten. Die
Antiseptika, die sich bereits im zuvor durchgefuhrten Viabilitdtsassay als die
zytotoxischeren herausgestellt hatten, zeigten im Vitalitatsassay die grofte
Verminderung der Zellzahl und riefen die meisten nachweisbaren Apoptosen
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oder Nekrosen hervor. Eine grofe Ausnahme stellte Mafenid da, das, im
Vergleich zu den getesteten Antiseptika, einen nur gering ausgepragten
zytotoxischen Effekt zeigte. Weitere Experimente sind nétig, um die Ergebnisse
zu verifizieren und einen umfassenden Erklarungsansatz zu suchen. Nicht nur
fur das Ausmaly der zytotoxischen Wirkung, sondern auch fir spezifische
Phanomene wie die verzogerte Zytotoxizitat von Octenisept® bei den geringeren
Konzentrationen, das Ausbleiben von Apoptosen, also der Uber die Behandlung
hinaus anhaltenden Wirkung von Polyhexanid oder das Wachstumsmuster von

mit Betaisodona® behandelten MSZ ware das sinnvoll.

5.1.5 Interpretation der Ergebnisse des Viabilitats- und

Vitalitatsassays bezuglich der medizinischen Anwendung

Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass alle Antiseptika einen mehr oder weniger
grol3en zytotoxischen Effekt hatten. Dies jedoch ist nur einer der Faktoren zur
Evaluierung von Antiseptika fur den klinischen Gebrauch. Zunachst lassen sich
durch in vitro-Versuche die tatsachlichen Auswirkungen von Antiseptika auf
Gewebe oft nur grob abschatzen. Wenn dieser Einfluss in vivo auf gesundes
Gewebe bestimmt ist, dann lasst sich daraus eine genauere Aussage uber ihre
Auswirkungen auf infiziertes Gewebe sagen (Ansell et al. 2014). Der flr diese
Bestimmung signifikante Faktor ist vor allem die spezifische antimikrobielle
Wirkung der Antiseptika. Es gibt Hinweise darauf, dass die Polyhexanid-haltigen
Antiseptika im Vergleich ein gutes Verhaltnis von Zytotoxizitat zu
antimikrobiellem Effekt haben. Dies wurde an Keratinozyten und Fibroblasten
getestet (Hirsch et al. 2009a). Dieses Verhaltnis ist, vor allem an MSZ, nicht
hinreichend untersucht, es steht allerdings zu vermuten, dass die antiseptische
Wirkung, ebenso wie die zytotoxische Wirkung, mit der Konzentration abnimmt
(Daeschlein 2013, Durani & Leaper 2008b, Ince et al. 2007b). Wenn davon
auszugehen ist, dann ist berechtigterweise anzumerken, dass die in diesem
Experiment vorgenommene Bestimmung des zytotoxischen Potentials jedes
Antiseptikums abhangig von der jeweiligen Verdinnung von wenig klinischem
Interesse ist. Obgleich die Bestimmung, welches Antiseptikum mehr oder

weniger zytotoxisch ist, zwar grundsatzlich wichtig ist, waren alle getesteten
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Antiseptika doch in der von dem Hersteller gelieferten oder empfohlenen
Konzentration gleich zytotoxisch, insofern, dass sich keine Viabilitdt mehr
nachweisen liel3.

Dazu kommt, dass mit dem immer weiter fortschreitenden Stand der Forschung
die optimalen Anwendungsgebiete verschiedener Antiseptika immer besser
abgegrenzt werden konnen. Das gilt zum Beispiel im Fall der herausragenden
Rolle von Mafenid fur Verbrennungswunden, aber auch der moglichen
Anwendung fur andere Wund-Typen (Breton 2001a, Rode et al. 1981). Klinisch
gewonnene Erkenntnisse daruber, fur welche Verwendungen sich spezifische
Stoffe am besten eignen, sind natirlich aussagekraftiger als in vitro-Studien.
Nichts desto trotz sind in vitro-Studien ein wichtiger Baustein zum weiteren
wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn, um die Auswirkungen von Antiseptika auf

den Organismus maoglichst gut zu verstehen.

5.2 Differenzierungsbestimmung

In dieser Arbeit wurden signifikante Unterschiede in der Zytotoxizitat
verschiedener handelslblicher Antiseptika aufgezeigt und differenziert, wie sie
sich auf unterschiedliche Zelleigenschaften auswirken. Im Viabilitatsansatz und
Vitalitatsansatz konnte gezeigt werden, dass alle getesteten Antiseptika negative
Auswirkungen auf Viabilitdt und Vitalitat hatten, selbst in sehr kleinen, nicht im
klinischen  Gebrauch Ublichen Konzentrationen. Ein  naheliegender
Versuchsansatz war daher zu testen, wie sich Antiseptika auf die Fahigkeit der

MSZ zur Differenzierung zu Adipozyten auswirken.

Diese Fahigkeit ist, aulierhalb ihrer regulatorischen Fahigkeiten, ihre
Hauptaufgabe im Fettgewebe. Sie tragt, durch den Ersatz des Gewebes, zur
Heilung von Wunden bei. Die Testung dieses Aspektes war also entscheidend
zur Evaluierung der heilungsverzégernden Wirkung von Antiseptika auf MSZ.

Die naheliegende Versuchsmethode war, die MSZ einmalig zu behandeln und
dann die Differenzierung einzuleiten, so wie es bei einer einmaligen
Wunddesinfektion Ublich ware. Dieser Ansatz jedoch brachte eine offensichtliche
Fehlerquelle mit sich: Der Anteil der differenzierten Zellen ist zwischen

verschiedenen Proben nur bei gleich dicht bewachsenen Platten auswertbar. Da
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die Antiseptika jedoch, auch in geringen Dosierungen, in unterschiedlichem Maf}
zum Zelltod fihrten war dieser gleiche Bewuchs nicht mehr gegeben. Dazu kam,
dass die Zellen auch nachtraglich in unterschiedlichem Mal} geschadigt waren,
sodass sich im Prozess der Abnahme und des Auftragens von Nahrmedium ein
unterschiedliches Mal} von Zellen I6ste und entfernt wurde. Dieser Effekt wurde
im Laufe der Differenzierungsbehandlung und schliel3lich der Auswertung mittels
Oil-Red O immer starker, da Adipozyten weniger adharent sind als MSZ. Die
erbrachten Ergebnisse stellen also eher die Zytotoxizitat der Antiseptika dar als
ihren Einfluss auf die Fahigkeit der Zellen zur differenzieren. Dieser Aspekt war
nur mikroskopisch evaluierbar, es fehlten jedoch die Mittel, um den Anteil der
differenzierten Zellen auf diese Weise statistisch auszuwerten. Dem Anschein
nach hatten Octenisept® und Betaisodona® einen starkeren Effekt, da weniger
Zellen zu Adipozyten differenziert waren. Jedoch war in allen Proben aul3er der
Mafenid-Probe ein groferer Anteil nicht differenzierter Zellen zu erkennen als in
der Positiv-Probe. Dies bedeutet, dass alle getesteten Agenzien aulder Mafenid

eine differenzierungshemmende Wirkung haben.

Wegen dieser Fehlerquelle wurde ein zweiter Versuchsansatz
implementiert. Dieser beinhaltete eine kontinuierliche Behandlung der MSZ,
indem sehr geringe Dosen von Antiseptika in das Differenzierungs-induzierende
Medium gemischt wurden. Das ungefahre Aquivalent dessen kann vielleicht in
einer taglichen Spllung chronischer oder kontaminierter Wunden gesehen
werden, obwohl hierbei natirlich mit handelsiblichen Konzentrationen von
Antiseptika gearbeitet wird. Der Anteil der Zellen, die durch die zytotoxische
Wirkung der Verdinnungen starb und somit nicht mehr ausgewertet werden
konnte, war fur diesen Ansatz erheblich kleiner. Dies konnte durch
mikroskopische Evaluierung bestatigt werden. Die Oil-Red-Auswertung
erbrachte deutlich niedrigere Ergebnisse fur die mit Antiseptika behandelten
Zellen. Diese Ergebnisse zeigten einen negativen Effekt der Antiseptika auf die
Differenzierung, der bei einer héheren Konzentration entsprechend groRer
ausfiel. Da die Differenzierung beeinflusst ist, kann somit ein negativer Einfluss
der getesteten Antiseptika auf die Wundheilung vermutet werden. Jedoch muss
auch hier angemerkt werden, dass die meisten der Werte der mit Antiseptika
behandelten Zellen unterhalb des Blanks lagen. Es gab jedoch keine
signifikanten Unterschiede zu dem Blank oder der Profilerationsmedium-Probe

(der Negativ-Probe), sodass geschlussfolgert werden kann, dass alle Antiseptika
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die Differenzierung vollstandig unterdrickt oder zumindest in starkem Mal
eingeschrankt haben. Dies stimmt mit dem Konsens der Literatur Uberein
(Maghsoudi et al. 2011a, Roth & Brill 2010, Schupp & Holland-Cunz 2009b,
Zahmatkesh et al. 2015b).

Aus diesem Experiment lassen sich jedoch leider keine Unterschiede im Maf
dieser Wirkung zwischen den verschiedenen Antiseptika erkennen. Wiederholte
Messungen und mehr sowie geringere Konzentrationen sind notwendig, um
diese Differenz zu ermitteln. Jedoch stellt sich die Frage der Relevanz oder der
Sinnhaftigkeit einer solchen weiteren Untersuchung. Die im zweiten
Versuchsansatz verwendeten Konzentrationen sind so gering, dass ein
ausreichender antimikrobieller Effekt hochst fragwurdig ist. Doch selbst diese
sehr geringen Konzentrationen hatten eine vollstandige oder nahezu vollstandige
Unterdrickung der Differenzierung zur Folge. Zudem einen gab es einen
verbleibenden zytotoxischen Effekt, der die Ergebnisse aller mit Antiseptika
behandelten Proben unter dem Ergebnis der Negativ-Probe liegen lie
(zumindest subjektiv, wenn auch nicht statistisch relevant). Dieser Effekt ist durch
Zelltod zu erklaren. Es kann somit argumentiert werden, dass auch aus diesem
Experiment ein starker Einfluss der Antiseptika abzusehen ist. Relevanter als
weitere in vitro-Experimente waren in vivo-Experimente, die direkt die
wundheilungsverzogernden Wirkungen der Antiseptika vergleichen. Solche
Untersuchungen gibt es zwar flr einzelne Antiinfektiva, z.B. Mafenid, Octenisept®
und den Wirkstoff Polyhexanid, doch vergleichende Studien, bei denen alle
Antiseptika am gleichen Modell und unter gleichen experimentellen Bedingungen
getestet werden, waren ein sinnvoller Weg, Aufschluss Uber diese Eigenschaft
der Antiseptika zu gewinnen (Boer et al. 2013b, Eberlein & Assadian 2010,
Maghsoudi et al. 2011a, Roth & Brill 2010, Schupp & Holland-Cunz 2009b,
Zahmatkesh et al. 2015b).
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6 Ausblick

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche liefern eine Basis, die weiter
verifiziert und differenziert werden muss. Ein wichtiger Aspekt dessen ist die
Unterscheidung der verschiedenen Parameter, die von dem Viabilitatsassay
abgedeckt werden: Metabolismus und Anzahl lebender Zellen. Dass es
unterschiedliche Auswirkungen der Antiseptika auf diese Parameter gibt, wurde
mit dem Versuchsansatz mit Betaisodona® gezeigt. Dieses Antiseptikum schien
den Metabolismus weniger stark zu beeintrachtigen als andere Antiseptika. Dies
koénnte durch eine quantitative Untersuchung wie die FACS-Untersuchung belegt
werden, die spezifisch die Anzahl der Zellen erfassen wirde. Der Abgleich dieser
Anzahl mit den Ergebnissen eines Viabilitatsassays wurde ein genaueres Bild
ergeben, ahnlich den Ergebnissen der fur diese Thesis durchgefuhrten
vergeichenden Analyse von Viabilitats- und Vitalitatsansatz.

Der Vitalitatsassay wies in dieser Arbeit keine Nekrosen nach, was nicht dem
Assay, sondern den multiplen Waschschritten zuzuschreiben sein konnte. Um
das Verhaltnis von Nekrose zu Apoptose zu ermitteln, ware eine FACS-basierte
Differenzierung oder ein anderes gleichwertiges Verfahren anzudenken. Eine
weitere Mdglichkeit, die Ergebnisse des Vitalitatsassays weiter aufzuschlisseln,
ware die Anzahl der Zellen zu verandern, sodass eventuelle Fehler, wie das
Wachstum in Ansammlungen bei Betaisodona®, ausgeschlossen werden
konnen.

Der Differenzierungsansatz kénnte mit noch niedrigeren Konzentrationen der
Antiseptika durchgefuhrt werden, um eine Beeinflussung der Differenzierung
spezifisch zu ermitten. Jedoch handelt es sich bei den hier gewahlten
Konzentrationen bereits um derart niedrige Verdunnungen, dass die klinische
Bedeutsamkeit der Ergebnisse fraglich ware.

Antiseptika sind ein so wichtiges medizinisches Werkzeug, dass die
Untersuchung ihrer Auswirkung auf den Organismus ein wichtiger
Forschungsgegenstand ist. Vor allem in den letzten Jahren sind die Eingrenzung
und Erfassung ihrer Anwendungsspektren immer weiter definiert worden. Obwohl
die antimikrobielle Wirkung vieler Mittel gut untersucht ist, steht die Erfassung
ihrer zytotoxischen Wirkung noch am Anfang. Die Untersuchungen an

Fibroblasten, Chondrozyten, Keratinozyten, mesenchymalen Stammzellen und
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anderen Zellarten sind in den meisten Fallen selektiv, und es handelt sich
weitestgehend um in vitro-Studien, wie auch bei dieser Arbeit. Umfassendere in
vivo-Studien sind nétig, um die Gefahren und Potentiale der einzelnen Mittel flr

die medizinische Anwendung abzuschatzen.
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7 Zusammenfassung

Antiseptika sind in der Klinik so wichtig und allgegenwartig, dass sie kaum
wegzudenken sind. Sie dienen der Desinfizierung von Wunden oder von
Korperregionen vor und bei chirurgischen Eingriffen und entfalten eine breite
antimikrobielle Wirksamkeit. Bei der Anwendung von Antiseptika kommt in tiefen
Wunden auch das Fettgewebe in Kontakt mit ihnen.

Das Fettgewebe erflllt viele Funktionen fur den menschlichen Korper. Es dient
als Energiespeicher, Bauelement und Temperaturisolierung, hat aber auch einen
Einfluss auf das humorale Gleichgewicht und beeinflusst die Wundheilung. Eine
wichtige Zellart dieses Gewebes sind mesenchymale Stammzellen (MSZ), die
die regenerative Ressource dieses Gewebes darstellen. Es wurden bereits
zahlreiche in-vivo und in-vitro Studien zu der Zytotoxizitat von Antiseptika auf
Zellen der Haut und anderer Gewebe durchgeflihrt, jedoch noch keine, die sich
der Wirkung auf das Fettgewebe widmet. Daher wurde in dieser Arbeit die
Zytotoxizitat verschiedener handelsublicher Antiseptika auf MSZ untersucht. Die
ausgewahlten Antiseptika sind solche, die ein breites Anwendungsspektrum
haben, so wie auch solche, die besonders in dem Feld der plastischen Chirurgie
angewendet werden, so wie Mafenid als topisch zur Anwendung kommendes
Antibiotkum in der Verbrennungschirurgie.

Die Ergebnisse der Untersuchung waren, dass Octenisept®, ein weit verbreitetes
Antiseptikum, das fur ein weites Spektrum der medizinischen Anforderungen
angewendet wird, im Vergleich den starksten zytotoxischen Effekt auf die MSZ
hatte und bereits in den geringsten Konzentrationen stark zytotoxisch war. Die
Antiseptika Betaisodona®, Prontosan® und Lavasept® lagen im Mittelfeld, doch
auch sie zeigten schon bei einer Konzentration von 7,5 % der handelsublichen
Konzentration eine nachweisbare zytotoxische Wirkung. Mafenid war in unseren
Versuchen das mit Abstand am wenigsten zytotoxische topische Agens, das
auch bei einer Konzentration von 25 % der handelsiblichen Konzentration
keinen starken Einfluss auf die MSZ zeigte.

Da es sich in dieser Arbeit um erste in vitro-Versuche handelt, ist eine direkte
Translation der Ergebnisse in die Klinik nicht moglich. Unterstitzt durch
zusatzliche in vivo-Versuche konnten jedoch auf Basis dieser Arbeit in Zukunft
wertvolle Erkenntnisse in der mdglichst effizienten und fir das Fettgewebe
schonende antimikrobiellen Lokaltherapie etabliert werde
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