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1 Einleitung 

1.1 Wundinfektion  

1.1.1 Haut als Barrierefunktion 

 

Verletzungen des Haut-Weichteilmantels sind eine alltägliche Herausforderung 

für Ärzte jeder Fachrichtung. Die Haut, als größtes Organ des Menschen, hat 

viele Funktionen. Sie gewährleistet die Integrität des Körpers und einen 

mechanischen Schutz der darunterliegenden Strukturen. Sie verhindert den 

Verlust von Wasser und Wärme. Durch die Verletzung der Haut  ist diese 

natürliche Barriere aufgehoben, Mikroorganismen dringen in den Körper ein, 

vermehren sich und es kommt häufig 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 Fällen 

lebensbedrohliche Komplikation für 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 zielführend ablaufen kann (Braiman-Wiksman et al. 2007). 

Mit dieser Störung können Infektionen zur Entwicklung von chronischen Wunden 

führen, die ein häufiges Krankheitsbild in der plastischen Chirurgie darstellen und 

eine Prävalenz von etwa 1% haben (Hassan et al. 2014). Eine Chronifizierung 

entsteht vor allem dann, wenn die Keimbesiedlung nicht ausreichend 

eingeschränkt werden kann. Diese kann entweder chirurgisch oder antimikrobiell 

behandelt werden. Je nach Umfang des Defekts und der mikrobiellen Besiedlung 

sind beide zur Heilungsunterstützung nötig. Die chirurgische Behandlung 

beschreibt die mechanische Sanierung, also die Entfernung des infektiösen 

Belags und Gewebes. Die antimikrobielle Behandlung umfasst chemische 

Verfahren zur Infektionsbekämpfung, also die direkte Abtötung 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 führt zu einer Immunantwort mit Initiierung und 

Unterhaltung eines inflammatorischen Milieus, welches zu einer weiteren 

Verzögerung der Wundheilung und somit zu einem schwer zu durchbrechenden, 

sich selbst aufrechterhaltenden Kreislauf führt (Nikoletopoulou et al. 2013). Eine 

Kompromittierung der für das Gewebe überlebenswichtigen Funktionen, 

insbesondere der Durchblutung, führt zu Nekrosen (dem vollständigen, 

unkontrollierten Absterben des betroffenen Gewebes). Resultierende Defekte 

müssen abhängig von ihrem Ausmaß unter Umständen aufwändig rekonstruiert 

werden. Ohne effektive Behandlung können 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 extrazelluläre, polymere 

Substanzen, die mit Wasser Hydrogele und somit einen schleimartigen, 

schützenden Film um sich bilden. Ein hohes Risiko bei Biofilmen ist ihre teilweise 

ungeklärte, hohe Antibiotikaresistenz (Bowler 2018). Auch können Wunden 

durch Pilze und Viren besiedelt werden, die ebenfalls einen 

heilungsretardierenden Effekt hervorrufen. Durch mikrobiologische Besiedlung 

sind chronische Wunden oft mit häufigen Arztbesuchen oder langen 

Krankenhausaufenthalten mit unter Umständen breiter, sowie lange währender 

Antibiotikatherapie assoziiert. Dies verstärkt natürlich oft die Neigung zur 

Resistenzbildung gegen Antibiotika, durch die Infizierung mit nosokomialen 

Keimen. Daher ist eine genaue Untersuchung des Wundmaterials zur 

Identifizierung des Pathogens unabdingbar für eine zielführende Therapie, denn 

die Maßnahmen müssen 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 Möglichkeiten, eine Infektion zu bekämpfen oder ihr 

vorzubeugen. Eine phasengerechte Therapie wird mehrmals dem Zustand der 

Wunde, unter Berücksichtigung der Möglichkeiten des Patienten, angepasst, um 

eine möglichst schonende und gleichzeitig effektive Keimeradikation zu 
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erreichen. Die beiden grundsätzlichen Möglichkeiten der Behandlung sind die 

operative und die konservative oder antimikrobielle Methode. 

Für 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 

Maßnahme zur Infektbekämpfung ist die Vakuumtherapie, bei der für eine 

bestimmte Zeit mittels eines antimikrobiellen Schwamms und einer Pumpe ein 

Unterdruck auf das infizierte Gebiet einwirkt und zur Verbesserung der 

Wundverhältnisse für eine weitergehende Deckung des Defekts sorgt. Weitere 

Verfahren, wie die hyperbare Sauerstofftherapie, sind ein Spezialgebiet der 

plastischen Chirurgie und werden nicht ubiquitär eingesetzt. 

Die vorrangige Methode zur Keimelimination ist in den meisten Fällen 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 frühe archäologisch belegbare Vorgeschichte finden, durch Homo 

neanderthalensis vor etwa 49.000 Jahren, zur Zeit des Paläolithikums (Weyrich 

et al. 2017). Ähnlich ist es mit antiseptischen Substanzen. Spätestens 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 dafür könnte sogar noch älter 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 großem Eifer verschiedenste Substanzen zu dem Zweck der 

Infektionsbekämpfung entwickelt wurden (Jessney 2012, Roth & Brill 2010). Der 

Grundstein der wissenschaftlichen Aufklärung wurde durch Louis Pasteur (1822 

– 1895) gelegt, der mit seinen Experimenten zur Gärung die Existenz von 

Mikroorganismen nachwies und unter anderem die Keimtheorie mitbegründete. 



  1 Einleitung 4 

Diese unabhängig 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 Spirochäten begrenzt war 

(Zaffiri et al. 2012). Alexander Flemming entdeckte 1928 mit Penicillin das erste 

Antibiotikum mit breiterem Spektrum, das ab 1942 in großem Maßstab 

synthetisiert und eingesetzt wurde (Fleming 1929, Patterson & Stankewicz 2018).  

 

 

1.2.2 Unterschied zwischen Antibiotika und Antiseptika  

 

Antiseptika und Antibiotika sind chemische Mittel zur Bekämpfung oder 

Prävention von Keimbesiedlung. Antiseptika sind meist kleine, zytotoxische 

Moleküle mit niedriger Spezifität. Das europäische Komitee für Normung definiert 

„Antiseptik“ wie folgt (CEN/TC 216/HWG N 18): „Behandlung von lebendem 

Gewebe mit dem Ziel, eine Infektion dadurch zu bekämpfen und/oder der 

Ausbreitung einer Infektion dadurch vorzubeugen, daß die Anzahl der 

Krankheitserreger durch Abtötung bzw. Inaktivierung vermindert und die 

Vermehrung der nicht abgetöteten bzw. inaktivierten möglichst 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 Tötung von Mikroorganismen: Zerstörung der 

Zellwand durch Herabsetzung der Oberflächenspannung, Denaturierung oder 

Störung des Energiestoffwechsels.  

Antibiotika sind hingegen meist komplexere Moleküle, 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 primär systemischen 
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Applikation, reich an Nebenwirkungen. Auf Grund ihrer Spezifität haben sie im 

Gegensatz zu Antiseptika kaum Einfluss auf menschlichen Zellen, sind aber auch 

anfälliger für Abwehrmechanismen und vor allem Resistenzbildung der 

Mikroorganismen (Golkar et al. 2014, Singh et al. 2014, Teepe et al. 1993).  

Zum alltäglichen Wundmanagement sind Antiseptika üblich, da sie kostengünstig 

und effektiv sind (Bowler et al. 2001b, Daeschlein 2013). Da sie ausschließlich 

topisch eingesetzt werden, haben sie wenig systemische Nebenwirkungen. 

Dennoch können sie unter anderem allergische Reaktionen provozieren und in 

schweren Fällen andere Nebenwirkungen aufweisen, so wie Nierenversagen 

oder Kreislaufentgleisung (Hasanvand et al. 2015b). Außerdem besitzen sie 

einen zytotoxischen Effekt auch gegenüber humanen Zellen, sodass sie 

Gewebsirritation bis hin zur Gewebsnekrose auslösen können. Zusätzlich 

können Pathogene Resistenzen gegen sie entwickeln (Hasanvand et al. 2015a, 

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 lässt. Bei einem systemischen oder nicht oberflächlichen 

bakteriellen Infekt sind Antibiotika die Mittel der Wahl. Bei lokalen, zugänglichen 

Infekten werden eher Antiseptika verwendet, die nicht systemisch verabreicht 

werden können. In vereinzelten Situationen werden auch Antibiotika lokal (meist 

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

 

 

1.2.3 Antimikrobielle Wirksamkeit von Antibiotika und Antiseptika   

 

Grundsätzlich ist festzustellen, dass Antiseptika in der Regel ein breiteres 

Wirkspektrum als Antibiotika haben. Die meisten der am häufigsten 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. Ähnlich oft verwendet werden Povidion-Iod-

Präparate wie Betaisodona®, die eine vergleichbare Wirksamkeit haben. 

Polyhexanid dagegen deckt keine Viren ab und ist ausschließlich bakterizid und 

fungizid (Daeschlein 2013). Mafenidacetat gehört zur Gruppe der Sulfonamide 
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und ist somit ein äußerlich angewendetes Antibiotikum. Es wird hauptsächlich in 

der Verbrennungschirurgie als lokales Bakterizid verwendet. 

Antibiotika wirken im Allgemeinen äußerst spezifisch. Definitionsgemäß sind 

Antibiotika Substanzen, die ausschließlich 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 großes Spektrum gram-

negativer und –positiver Bakterien wirkungsvoll sind. Darunter z.B. 

Aminopenicilline, Cephalosporine und Fluorchinolone. Diese werden oft für eine 

kalkulierte Chemotherapie verwendet, bei welcher der Erreger nicht bekannt ist 

und es gilt, eine große Anzahl möglicher 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 Möglichkeit genau bestimmten Keim zu empfehlen. 

 

 

1.2.4 Auswahl der Antiseptika 

 

In der Wundtherapie spielen Antiseptika eine entscheidende Rolle, da bedingt 

durch die eingeschränkte Durchblutung der häufig kritischen Wunden systemisch 

angewandte Antibiotika nicht in den adäquaten Konzentrationen das Wundgebiet 

erreichen. Für die Auswahl der Antiseptika für diese Arbeit wurden solche 

erwogen, die in der klinischen Situation mit großer Regelmäßigkeit zum Einsatz 

kommen. Des Weiteren wurden lediglich antimikrobielle Lösungen ausgewählt, 

die bei der Behandlung tieferer Wunden verwendet werden und nicht zur reinen 

Hautdesinfektion. Die endgültige Auswahl umfasst fünf handelsübliche 

Antiseptika: Octenisept®, Betaisodona®, Prontosan®, Lavasept®, sowie das 

topisch eingesetzte Antibiotikum Mafenid. 
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1.2.4.1 Octenisept® 

 

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

links: der Hauptwirkstoff Octenidin; rechts: Phenoxyethanol. 
 

Octenisept® ist ein Kombinationspräparat aus Octenidin als Dihydrochlorid, das 

zur chemischen Gruppe der Bispyridine gehört, 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 eingeführt, ist es auf Grund seiner schnellen Wirksamkeit 

und Effizienz ein Standard-Antiseptikum in Europa geworden und wird für 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 Schülke & 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 standardmäßig gegen Methicillin-

resistente Staphylococcus aureus (MRSA)-Kolonisierung eingesetzt, zur 

Vorbereitung der Harnblasen-Katheterisierung und zur Wunddesinfektion 

(Danilevicius et al. 2015a). Darüber hinaus zeigt es eine gute antiinfektive 

Aktivität als Nahtmaterial-Umhüllung, an Insertionsstellen peripherer und 

zentraler Katheter, als Wundverbands-Bestandteil und auf chronischen Wunden 
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wie venösen Beinulcera (Bilir et al. 2013, Dettenkofer et al. 2002a, Hammerle & 

Strohal 2016b, Moritz et al. 2014a, Obermeier et al. 2015). 

Allerdings sind auch gehäuft Komplikationen bei der Anwendung von Octenisept® 

aufgetreten wie z.B. chemisch induzierte Peritonitis nach abdominal-Lavage, 

prolongierte Ödeme, 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 bestätigte Zytotoxizität gegen Keratinozyten, 

Fibroblasten und Chondrozyten (Hirsch et al. 2009b, Hirsch et al. 2010, Jenull et 

al. 2015a, Muller & Kramer 2005b).  

 

 

1.2.4.2 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® enthält neben Polyhexanid auch noch 

Undecylenamidopropyl-Betain (s. Abb. 2).  

In dieser Arbeit wurde mit einer Spüllösung Prontosan® gearbeitet mit je 0,1 % 

Undecylenamidopropyl-Betain und 0,1 % Polyhexanid. Lavasept® hingegen hat 

nur Polyhexanid als Wirkstoff, wird allerdings mit Ringer-Lösung verdünnt. In 

dieser Arbeit wurde mit der vom Hersteller empfohlenen Konzentration von 

4 mg/ml Polyhexanid in Ringer-Lösung 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 Stämme, 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 für infizierte akute 

oder chronische Wunden empfohlen, da der Wirkstoff eine gute Verträglichkeit 

und Gewebegängigkeit hat. Zudem konnten Eberlein und Assadian zeigen, dass 

er wundheilungsfördernd 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 ausgewählten Polyhexanid-Präperate, 

Prontosan® und Lavasept®, haben ähnliche Anwendungsgebiete. Beide sind ein 

gutes Mittel zur Behandlung chronischer Wunden, entweder als Spüllösung oder 

in einem Wundverband (Bellingeri et al. 2016, Horrocks 2006, Napavichayanun 

et al. 2016). Es ist möglich, sie bei Verbrennungen 2. Grades anzuwenden und 

bei Infektionen orthopädischer 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 über die 

Wirkung des Zusatzwirkstoffs von Prontosan® machen zu können wurden zu 

jedem der Stoffe Versuche angesetzt.  
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1.2.4.3 Betaisodona® 

 

Abbildung 3: Strukturelle Darstellung von Povidon-Iod (Betaisodona®) 

Iod wird schon seit mehr als 150 Jahren als Antiseptikum verwendet, die heute 

gebräuchliche, weiterentwickelte Lösung zur Desinfektion enthält Iod 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. 

Zusätzlich 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 venösen 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 Spülung mit Povidion-Iod 

bekannt und der Wirkstoff ist nachweislich zytotoxisch für 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 

für Betaisodona® unterschiedliche Erkenntnisse über die Frage seiner 

zytotoxischen Wirkung auf Chondrozyten (Muller & Kramer 2005b, 

Schaumburger et al. 2010). 
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1.2.4.4 Mafenidacetat 

 

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 gezählt wird (s. Abb. 4). Es 

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

Es wirkt bakteriostatisch, was bedeutet, dass es Bakterien nicht abtötet, aber an 

der Vermehrung hindert, und ist teilweise fungizid (Barsoumian et al. 2013, 

Ibrahim et al. 2014b). Es wird hauptsächlich für Verbrennungen, vor allem für 

schwere Verbrennungen eingesetzt, wobei es sich im Vergleich mit 

Konkurrenten, wie Povidion-Iod-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, außerdem ist eine systemische Azidose als Reaktion möglich. Der 

Wirkstoff fördert durch die Veränderung des PH-Wertes und die fehlende 

fungizide Wirkung auf bestimmte Pilze die Ausbreitung von Candida-Spezien 

(Barillo 2002, Berger 2002, Breton 2001b).  

Zudem beeinträchtigt 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 geschätzt und der Gebrauch ist verbreitet. 
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1.2.5 Zytotoxizität von Antibiotika und Antiseptika auf Keratinozyten, 

Fibroblasten und sonstige Zellen 

 

Es wurden bereits viele Untersuchungen und Studien zu der Zytotoxizität von 

Antibiotika und Antiseptika auf verschiedene Zelltypen der Haut durchgeführt. 

Der Fokus lag besonders auf der Auswirkung auf Keratinozyten, dem am 

häufigsten vorkommenden Zelltyp der Epidermis. Der allgemeine Konsens ist, 

dass die meisten Antiseptika in klinisch gebräuchlichen, 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 ähnlich zytotoxisch wie bei Keratinozyten. (Muller 

& Kramer 2008, Thomas et al. 2009).  

Weitere Studien zeigen einen ähnlich 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 

durchgeführt, es gab aber auch Untersuchungen an verschiedenen 

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

 

Die meisten Ansätze 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 Berührung kommt. Aber sobald eine Wunde über die sehr 

dünne Schicht der Haut hinausgeht, ist auch das subkutane Fettgewebe im Fall 

einer Infektion betroffen. Eine Kontamination ist in diesem Fall oft gefährlicher, 

da das subkutane Fettgewebe zur diffusen Infektionsausbreitung neigt und die 

große Gefahr der Infektion tieferer Gewebsschichten besteht. Für die Infektion 

aseptischer Wunden nach einer Operation ist adipöses Fettgewebe ein gut 

untersuchter Risikofaktor (Lee et al. 2016, Lee et al. 2011). Dies lässt vielleicht 

sogar einen Zusammenhang zwischen der Wahrscheinlichkeit einer Infektion von 

Wunden und der Adipositas vermuten. Aber Fettgewebe hat auch ein großes 

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 regelmäßig in Kontakt mit Antiseptika, vor allem bei 

Krankheitsbildern der plastischen Chirurgie: Präventiv, z.B. bei der 

Desinfizierung im Rahmen der Operationsvorbereitung bei Wunden oder auch 

beim Ausspülen von infizierten Wunden, in Wundverbänden oder einfach als Teil 

der Routine eines Verbandwechsels (Kim et al. 2017). Im Hinblick auf diese 

häufige 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 Körpers finden sich vereinzelt Adipozyten, 

um kleine Gefäße 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 Drüsenkörper 

erinnernde Struktur, in Läppchen, die durch bindegewebliche Septen 

voneinander getrennt sind. Alle Läppchen sind permanent am Metabolismus 

beteiligt und daher reich vaskularisiert. 

Das Fettgewebe beinhaltet neben Fett- und Bindegewebszellen und Gefäßen 

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 großer 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. Zunächst muss 

man univakuoläres (weißes) von peurivakuolärem (braunem) Fettgewebe 

unterscheiden. Letzteres dient der Wärmeerzeugung und ist beim Erwachsenen 
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nur noch in kleinen Mengen vorhanden. Man unterscheidet außerdem Arten von 

univakuolärem Fettgewebe nach ihren verschiedenen Eigenschaften. Den 

größten Teil des Fettgewebes eines Menschen bildet das „Speicherfett“, das sich 

hauptsächlich im Unterhautbindegewebe, den Mesenterien und dem Peritoneum 

befindet. Die Adipozyten speichern Energie in Form von Fettsäuren und können 

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 Homöostase des Körpers. 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 Körpers. 

Baufett ist ein strukturelles Element zur Einbettung und druckelastischen 

Polsterung anderer Körperstrukturen. Beispiele dafür sind die Fettpolster an 

Ferse und Sohlenballen, in der Orbita (Corpus adiposum orbitae), an der Wange 

(Corpus adiposum buccae) und der „Hoffa-Fettkörper“ im Kniegelenk. Dieses 

Fett nimmt nicht am regulären Energiestoffwechsel teil und wird nur in extremen 

Mangelsituationen verbraucht (Petersen 2013).  

Es gibt Hinweise auf immunologische Einflussnahme des Fettgewebes (Blüher 

2014). Fettgewebe spielt außerdem eine wichtige Rolle für 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 Entzündungsprozesse 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 können in verschiedenen Geweben, meist in perivaskulären 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 Oberflächenmarker 
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CD73, CD90, CD105 definiert. Oft werden zusätzlich CD29 und CD34 genutzt 

(Davies et al. 2015, Dominici et al. 2006, Kim et al. 2017, Suga et al. 2009). 

Ihre Fähigkeit zur Unterstützung der Gewebsregeneration bei Inflammation, 

Wunden und sogar manchen Krebs-Arten hat sie zu der am häufigsten 

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 für MSZs erwiesen (Bunnell et al. 

2008, Zuk et al. 2001). Zusätzlich ist es leicht zugänglich. Die hier 

vorkommenden, adipogenen MSZ können 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 Möglichkeit 

ihres Einsatzes zur Therapie vieler Krankheitsbilder intensiv erforscht. Hierzu 

gehören 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 könnte therapeutisch bei der 

Behandlung von chronischen Wunden und bei der Rekonstruktion nach 

Operationen, wie Mastektomien und Gesichtschirurgie, oder bei anderen 

Einsatzmöglichkeiten des Tissue Engineering zur Anwendung gebracht werden 

(Minteer et al. 2013).  

Eine große Rolle hierfür spielt auch die Beteiligung der Zellen in der 

Wundheilung. MSZ greifen aktiv in die Entzündungsreaktion ein, indem sie 

Einfluss auf die Ausschüttung von Zytokinen von dendritischen Zellen, T-Zellen, 

T-Helferzellen und natürlichen Killerzellen verschieben, sodass weniger 

Interferon γ 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 

bestätigt, 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 Nährmedium vorgenommen. Viele Studien sind sich 

einig über die positive Auswirkung beider Ansätze 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 Vorläuferzellen, 

Fibroblasten, T regs und Makrophagen zusammen in die Gruppe der „adipose 

derived regeneratory cells“ (aus Fettgewebe stammende, regenerative Zellen) 

gerechnet (Kesten & Fraser 2016).  

Die häufigste Zellart des Fettgewebes sind zwar die Adipozyten, aber MSZ sind 

deren direkte Vorläuferzellen 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 für die endokrinen, die immunologischen 

und die gewebsregeneratorischen Fähigkeiten des Fettgewebes. Sie kommen 

bei der Behandlung von tiefen Wunden mit exponiertem Fettgewebe regelmäßig 

in Kontakt mit verschiedenen Antiseptika. In dieser Arbeit soll die zytotoxische 

Wirkung ausgewählter Antiseptika und lokaler Antibiotika auf MSZ ermittelt 

werden. Spezifisch sollen die Auswirkungen auf die Viabilität, 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 

AlamarBlueTM Cell Viability Reagenz Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA 

Aqua bidest.   

Basic Fibroblast Growth Factor 

(bFGF) 

Biochrom GmbH, Berlin 

Betaisodona Lösung Mundipharma GmbH, Frankfurt am 

Main 

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, 

MO, USA 

Calciumchloird (CaCl2) Merck KGaA, Darmstadt 

Collagenase: Typ CLS I Biochrom GmbH, Berlin 

D-(+)- Glucose Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Dexametason Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAXTM-

I 

Gibco; Thermo Fisher Scientific Inc., 

Rockford, IL, USA 

Ethanol AppliChem GmbH, BioChemical 

Chemical Synthesis Services, 

Darmstadt 

Fetal Calve Serum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Cölbe 

HEPES Pufferan Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 
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Hoechst 33342: Trihydrochloride, 

trihydrate 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Insulin Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Isopropanol Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe 

Isopropanol Merck KGgA, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt 

Lavasept Konzentrat 20 % B.Braun Melsungen AG, Melsungen 

Mafenide Acetate Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Natriumchlorid Lösung 0,9 % (NaCl-

Lösung 0,9%) 

B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Octenisept  Wunddesinfektion Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt 

Oil Red O Fluka BioChemika, Buchs, Schweiz 

Paraformaldehyd (PFA) - Merck KGaA, Darmstadt 

Paraformaldehyd-Lösung (PFA)  

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Phosphate Buffered Saline Dulbecco 

(PBS) 

Biochrom GmbH; Berlin 

Polyihexanid-Lösung 20 % Fagron GmbH&Co.KG, Rotterdam, 

NL 

PrestoBlueTM Cell Viability Reagent Life Technologies Corporation; 

Thermo Fisher Scientific Inc., 

Rockford, IL, USA 

Prontosan Wundspüllösung B.Braun Melsungen AG, Melsungen 

Propidiumiodid Lösung Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

Ringer Lösung B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Rosiglitazon LKT Laboratories Inc., St. Paul, MN, 

USA 

Sterillium BODE Chemie GmbH, Hamburg 

Transferrin Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

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

Darmstadt 

Trypsin, in 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 

gelöst 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, 

Darmstadt 

 

 

3.1.2 Geräte 

 

Tabelle 2: In dieser Arbeit eingesetzte Geräte 

Gerät Hersteller 
  

ALJ160-NM Waage Kern&Sohn GmbH, Balingen 

Autoclav Thermo Fisher Scientific Systec, 

Wettenberg 

Brutschrank BBD 6220 Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Brutschrank HERAcell® 240 Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Feinwaage Sartorius AG, Göttingen 

Gefrierschrank -20 °C Robert Bosch GmbH, Gerlingen-

Schillerhöhe 

Gefrierschrank -73 °C Jewett, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA 

Hera Cell Vios 250i CO2 Thermo Fisher Scientific Inc., 

Rockford, IL, USA 

Heraeus Multifuge 3SR+ Centrifuge Thermo Fisher Scientific Inc., 

Rockford, IL, USA 

Inverses Mikroskop Carl Zeiss AG, Jena 

Kühlschrank 4 °C Robert Bosch GmbH, Gerlingen-

Schillerhöhe 

Magnetrührer: MR 3002 Heidolph Instruments GmbH&Co., 

Schwabach 

Neubauer-Zählkammer BLAUBRAND; Brand GmbH&CoKG, 

Wertheim 

Reader: FluoStar OPTIMA BMG LABTECH GmbH, Offenburg 
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Sterile Werkbank, Uniflow Biohazard UniEquip Laborgerätebau & Vertriebs 

GmbH, Martinsried, Planegg 

TELAVAL 31 Mikroskop Carl Zeiss AG, Jena 

Vortex: REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH&Co., 

Schwabach 

Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik GmbH, 

Burgwedel 

Zentrifuge, Minifuge T® Heraeus Holding GmbH, Hanau 

 

 

3.1.3 Plastikmaterialien 

 

Tabelle 3: In der Arbeit eingesetzte Plastikmaterialien 

Gerät Hersteller 
  

12- Well-Platten Cellstar Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen 

24-Well-Platten: Multiwell Corning Inc., Corning, NY, USA 

Stripette 5, 10, 25 ml  Corning Inc., Corning, NY, USA 

6 Well-Platten Falcon Corning Inc., Corning, NY, USA 

96-well-Platte für colorimetrische 

Messungen 

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen 

BD-Discardit II Sterile Filter: Millex GP 

0,22 µm 

Merck KGaA, Darmstadt 

Cellstarr Cell culture dishes 

145/20 mm 

Greiner Bio-One International GmbH, 

Frickenhausen 

EpT.I.P.S Reloads Eppendorf AG, Hamburg 

Filter 250 µm Porengröße neoLab Migge GmbH, Heidelberg 

Handschuhe: nitrile powder free 

Medical Examination Gloves 

Abena GmbH, Zörbig 



  3 Material und Methoden 22 

Kryoröhrchen Low Temperature 

Freezer Vials 

VWR International Co, West Chester, 

PA, USA 

Multipette Eppendorf AG, Hamburg 

Netzgerät Pharmacia LKB Biotechnology AB, 

Uppsala, Schweden 

Nunc-Immunoplate: F96 Maxisorp Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen 

Parafilm „M” Laboratory film Bemis Company Inc., Neenah, WI, 

USA 

Pipetten 0,5, 20, 100, 200, 1000 µl Eppendorf AG, Hamburg 

Pipetten: Combitips plus 0,5 ml, 

2,5 ml, 5,0 ml, 10 ml 

Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen 1000 µl, 200 µl  Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf 

Pipettenspitzen 20 µl Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettierhilfe: Multipette M4 Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettierhilfe: Pipetus-akku Hirschmann-Laborgeräte 

GmbH&Co.KG, Eberstadt 

Polystyrene Round-bottom tube- 

Falcon 5ml 

Corning Science Mexico SA, 

Reynosa, Tamaulipas, Mexiko 

PS Microplate: 96-Well, flat bottom Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen 

Reagiergefäße (Safe-lock Tubes) 

1,5 ml, 2 ml 

Eppendorf AG, Hamburg 

Schwämme Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA 
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Selecta Faltenfilter SCHLEICHER + SCHÜLL GmbH, 

Whatman plc, Maidstone, Vereinigtes 

Königreich 

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

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

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

Zentrifugenröhrchen: 50 ml Sarstedt AG&Co.Kg, Nümbrecht 

 

 

3.1.4 Puffer und Lösungen 

3.1.4.1 Paraformaldehyd-Lösung 

 

Die Lösung zur Fixierung wurde mit der Paraformaldehyd (PFA) -

Konzentrationslösung der Firma Merck KGaA aus Darmstadt und Phosphat-

gepufferter Salzlösung (PBS) der Firma Biochrom GmbH aus Berlin angesetzt. 

Die Endkonzentration des Wirkstoffs war 4%. 

 

 

3.1.4.2  Kollagenase-Lösung 

 

Für die Zubereitung der Kollagenase-Lösung wurde zunächst der Kollagenase-

Puffer (s. Tabelle 4) hergestellt. Zur Fertigstellung der Kollagenase-Lösung 

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 

KCl 50 mM 
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CaCl 1 mM 

Glucose 5 mM 

 

Tabelle 5: Zusätze für die Herstellung der Kollagenase-Lösung 

Reagenz Konzentration 
  

BSA 1 % 

Kollagenase Typ I 0,2 % 

 

 

3.1.4.3 Kultivierungsmedien 

 

Die Zellen wurden mit DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAXTM-I 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 Nährmediums 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 Zusätze hierfür sind in Tabelle 7 dargestellt. Das 

verwendete Medium „Hauner 2“ wurde aus den gleichen Reagenzien wie für 

„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. Hierfür wurde eine Stammlösung angesetzt, die bis zu ein Jahr 

genutzt werden konnte. Sie bestand aus Oil Red-O, dem 30 % Isopropanol 

(99 %) zugesetzt wurde. 

Zur Herstellung der Arbeitslösung wurde die Stammlösung in einem Verhältnis 

von 3:2 mit destilliertem Wasser verdünnt. Die Lösung wurde für 10 min inkubiert 

und dann durch ein Whatman paper filtriert. Die Lösung musste innerhalb von 

drei Stunden verwendet werden.  

 

 

3.1.4.5 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-Lösung (ebenfalls von der Firma B. Braun Melsungen AG) verdünnt, 

sodass die in den Experimenten angewandte Konzentration 0,04 % Polyhexanid-

Wirkstoff entsprach. Der Hersteller empfiehlt eine Gebrauchskonzentration von 

0,02 – 0,04 %. Die höhere Konzentration wurde gewählt, 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-Lösung der Firma Fagron 

GmbH&Co.KG und Ringer-Lösung ebenfalls im Verhältnis 1:500 (B. Braun 

Melsungen AG) hergestellt.  
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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 für Plastische Chirurgie, Hand- 

und Verbrennungschirurgie des Universitätsklinikums der RWTH Aachen zur 

Verfügung 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 durchgeführt. Die Proben wurden 

von 12 Patienten in unauffälligem gesundheitlichem Zustand, mit einem mittleren 

Alter von 42,01 ± 17 Jahren als en bloc Präparat oder Lipoaspirat gewonnen. Von 

den Patienten waren sieben weiblich und fünf männlich. Alle Patienten hatten 

sich entweder Liposuktionen oder Lappenplastiken im Universitätsklinikum 

Aachen unterzogen. Die Entnahmestellen waren Abdomen, Fuß oder Mamma. 

Die Proben wurden aus dem OP abgeholt und ohne weitere Verzögerung für die 

Experimente vorbereitet. Eine Übersicht 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 = männlich) der jeweiligen Patienten. 

Patient Nr. Geschlecht Alter (Jahre) Entnahmestelle Form 

     

1 w 49 Abdomen Lipoaspirat 

2 m 21 Abdomen Lipoaspirat 

3 w 65 Fuß 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 

durchgeführt.  

Die en bloc Präparate wurden zunächst manuell zerkleinert, die Fettläppchen 

isoliert und vom umgebenden Bindegewebe getrennt. Die Kollagenase-Lösung 

wurde frisch angesetzt und durch einen 0,2 µm Spritzenfilter filtriert. Die isolierten 

Fettläppchen wurden im Verhältnis 1:1 in die Kollagenase-Lösung gegeben und 

manuell weiter zerkleinert. Nachdem die Suspension 45 min bei 37 °C in einem 

Schüttelinkubator mit 250 U/min inkubiert worden war, wurde sie durch einen 

250 µm-Filter filtriert und die Zellen wurden bei 300 x g für 10 min sedimentiert. 

Daraufhin wurde sowohl die ölige Phase sowie der wässrige Überstand entfernt. 

Das Zellsediment wurde in 30 ml PBS-Lösung suspendiert und erneut mit 300 x g 

sedimentiert. Anschließend wurde das Zellsediment in 10 ml Nährmedium 

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 überführt und mit Nährmedium auf 10 ml 

aufgefüllt. 

Die Lipoaspirat-Proben wurden in einem 50 ml-Zentrifugenröhrchen mit 10 – 
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20 ml 0,9 % NaCl-Lösung verdünnt und dann mit 300 x g für 10 min zentrifugiert. 

Die ölige obere Phase wurde entfernt und die mittlere Schicht, das Fettgewebe, 

mit einer Pipette in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt. Die Kollagenase-

Lösung wurde im Verhältnis 1:1 zu dem Fettgewebe gegeben. Die weiteren 

Schritte der Isolierung erfolgten wie bei den en bloc Präparaten.  

 

 

3.2.2 Inkubation und Passagierung 

 

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 5 % CO2. Als Nährmedium für 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 ausgesät. Für die Passagierung 

wurde das Medium entfernt, die Platten einmal mit PBS-Lösung gewaschen und 

mit Trypsin/EDTA (3 ml für 10 ml-Platten, 5 ml für 25 ml-Platten) 5 min inkubiert. 

Nach einer Kontrolle der Ablösung der Zellen vom Plattenboden via Mikroskop 

wurde der Trypsinverdau mit 1 ml FCS pro Platte gestoppt und die 

Zellsuspension in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Platten wurden 

mit jeweils 10 ml PBS-Lösung gewaschen, die dann ebenfalls in das 

Zentrifugenröhrchen überführt wurden. Die Suspension wurde mit 300 x g für 

10 min zentrifugiert, der Überstand 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 durchgeführt. Durch diese Selektion sollte eine 

Annäherung der proliferativen Potentiale der einzelnen Proben hergestellt 

werden, die in höheren Passagen ihre Proliferationsaktivität reduzieren 
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3.2.3 Messung der Viabilität der MSZ 

 

Für die Behandlung der MSZs mit verschiedenen Antiseptika wurden je 7000 

Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte in 500 µL Kultivierungsmedium gegeben 

und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit den 

entsprechenden Konzentrationen der Antiseptika (s. 3.2.2) für 5 min behandelt. 

Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit reinem Nährmedium ohne Zusätze, so wie ein 

Ansatz mit 0,9 % NaCl-Lösung als Ersatz für die Antiseptika mitgeführt. 

 

Tabelle 10: Für den Viabilitätsansatz verwendete Antiseptika und ihre Konzentrationen 

Antiseptikum verwendete Konzentration 
  

Octenisept®  1, 2,5, 5, 7,5, 10, 25 % 

Betaisodona® 1, 2,5, 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 % 

 

Für den Versuchsansatz zur Viabilitätstestung wurde zunächst das gleichmäßige 

Wachstum und die Adhäsion der Zellen in jedem Well mittels Mikroskopie 

überprüft. Die erste Messung der Viabilität wurde mit Hilfe des AlamarBlue-

Assays durchgeführt, indem jeweils 50 µl des Reagenzes dem Nährmedium 

hinzugefügt wurden, was einer Verdünnung von 1:10 entspricht. Nach 90 min 

wurden Proben des Nährmediums mit AlamarBlue abgenommen und 

entsprechend Tabelle 5 für die doppelte Messung in eine 96-Well-Platte 

überführt. Die Absorption wurde bei 570 nm bestimmt. Später wurde vom Produkt 

AlamarBlue auf PrestoBlue gewechselt und die Inkubationszeit auf 20 min 

angepasst, was sich für die Aussagekraft der Ergebnisse als ausreichend erwies. 

Als Blank wurde Kulturmedium mit Färbung aus einem Well ohne Zellen 

verwendet. 

Anschließend wurde das restliche Nährmedium abgenommen und die Wells 

wurden einmal mit vorgewärmten 0,9% NaCl-Lösung gewaschen. Die Antiseptika 

wurden in den jeweiligen Konzentrationen mit Nährmedium verdünnt, zu 200 µl 

pro Well appliziert und 5 min inkubiert. Daraufhin wurden die Lösungen 
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abgenommen und die Wells dreimal mit vorgewärmter 0,9 % NaCl-Lösung 

gespült. Sie wurden erneut mit 500 µl Nährmedium befüllt und es wurde sofort 

ein erneuter Viabilitätsassay durchgeführt (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 für den Viabilitätsassay 

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 µl Propidiumiodid und genauso viel Hoechst-Reagenz gegeben und für 

5 min inkubiert. Das Nährmedium wurde aus den Wells entfernt und sie wurden 

dreimal mit PBS-Lösung gespült. Danach wurden sie mit 4 % PFA-Lösung für 

10 min fixiert. Die Lösung wurde abgesaugt und die Wells wurden erneut mit 

PBS-Lösung gespült. Anschließend wurde jedes Well mit 250 µl PBS-Lösung 

befüllt und die Proben wurden sofort fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. 

 

 

3.2.5 Messung der adipogenen Differenzierung 

 

Für die Messung der Differenzierungsmöglichkeiten der Zellen nach Behandlung 

mit Antiseptika wurden sie zunächst zu 400.000 Zellen/Well auf drei 12-Well 

Platten ausgesät und etwa 24 Stunden mit Kulturmedium bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen mit den in Tabelle 11 aufgelisteten Antiseptika 

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

Antiseptikum verwendete Konzentration 
  

Octenisept®  1, 2,5, 5, 7,5 % 

Betaisodona® 1, 2,5, 5, 7,5 % 

Prontosan® 1, 2,5, 5, 7,5 % 

Lavasept® 1, 2,5, 5, 7,5 % 

Mafenid 1, 2,5, 5, 7,5 % 

 

Die Behandlung erfolgte analog zu der Behandlung der Proben für den 

Viabilitätsassay. Zunächst wurde das Kulturmedium entfernt und die Wells 

wurden einmal mit vorgewärmter 0,9 % NaCl-Lösung gewaschen. Die 

Antiseptika wurden in den jeweiligen Konzentrationen mit Kulturmedium 

verdünnt, zu 500 µl pro Well appliziert und 5 min belassen. Daraufhin wurden die 

Lösungen entfernt und die Wells dreimal mit vorgewärmter 0,9 % NaCl-Lösung 

gewaschen. Danach wurde nicht das übliche Nährmedium sondern das 

Differenzierungsmedium „Hauner 1“ zu 500 µl pro Well appliziert. Davon 

ausgenommen war das Well, das ausschließlich 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 für eine weitere Woche fortgeführt. Nach 14 Tagen wurde zur 

Testung der Differenzierung ein Oil-Red-Assay durchgeführt. Hierfür wurde 

zunächst aus der Stammlösung die Arbeitslösung hergestellt.  

Die Platten wurden vor der Anwendung des Oil Red-O Assays zweimal mit PBS 

gewaschen und mit 4 % PFA-Lösung bei Raumtemperatur für 20 min fixiert. Die 

Lösung wurde entfernt, die Wells wurden mit PBS gewaschen. Für den 

Differenzierungsassay wurden 500 µl der filtrierten Lösung in jedes Well mit 

Zellen gegeben und in ein Well ohne Zellen, das als Vergleichswert (Blank) 

diente. Nach 15 min wurde die Lösung entfernt und die behandelten Wells 

wurden vorsichtig 3-mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Daraufhin wurde 

der Farbstoff mit 500 µl Isopropanol pro Well für 15 min unter Zuhilfenahme eines 

Plattenschüttlers aus den Zellen gelöst. Zur Messung wurden 100 µl aus jedem 

Well im Doppelansatz in eine 96-Well-Platte überführt. 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-Lösung in Differenzierungsmedium angesetzt. Die Auswertung 

mittels Oil-Red erfolgte wie bei dem ersten Ansatz zur 

Differenzierungsbestimmung. 

 

 

3.2.6 Statistische Auswertung 

 

Für die statistische Auswertung wurde zu der Aufbereitung der Rohdaten 

zunächst 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. Außerdem angewendet wurde das Programm 

Prism, Version 5.03 der Firma Graph-Pad Software Inc., das vor allem zur 

Erstellung graphischer Darstellungen, zur Durchführung 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 gewählt 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 Viabilitätsassay 

 

Das Ergebnis eines Viabilitäts-Tests wird von der Stoffwechselaktivität lebender 

Zellen bestimmt. Der Wert setzt sich aus der Menge vorhandener, lebender 

Zellen und deren metabolischer Aktivität zusammen. Der Assay ist eine übliche 

Methode, um den Gesundheitszustand einer Zellkolonie zu bestimmen und 

eignet sich sehr gut dafür, einen generellen Eindruck von dem zytotoxischen 

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

Die Durchführung des Viabilitätsassays erfolgte direkt vor und nach der 

Behandlung und an jedem der fünf darauffolgenden Tage. Um einen direkten 

Vergleich herzustellen wurden die Antiseptika einander in den gleichen 

Konzentrationen gegenübergestellt. Die Messdaten vor Behandlung wurden für 

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 über den betreffenden Säulen 

dargestellt. Die Agenzien werden mit o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für 

Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n für 0,9 % NaCl-Lösung und k für 

Kulturmedium abgekürzt. Dabei steht die Schreibweise x für ein p<0,05, x für ein 

p<0,01 und x für ein p<0,001. 

Die Abbildungen 6 – 11 repräsentieren 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: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für p<0,001 
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.  

n. B.

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

0

200

400

600

800

V
ia

b
il
it
ä
t 

in
 %

Tag 1

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

Pro
nto

sa
n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

Tag 2

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

Pro
nto

sa
n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

Tag 3

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

0

200

400

600

800

V
ia

b
il
it
ä
t 

in
 %

k

Tag 4

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

k

Tag 5

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

k



4 Ergebnisse  35 

Abbildung 6 zeigt die Viabilität der MSZ nach Behandlung mit einer 1 % 

Antiseptika-Konzentration. Die Werte für die Viabilität der MSZ nach Behandlung 

mit 1 %-Lösungen Antiseptika zeigten noch nicht viele signifikante Unterschiede 

(Abb. 6). Die Viabilität aller MSZ stieg über die Messtage an. Dabei stieg die 

Viabilität 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 

Viabilität zwischen den vier übrigen Antiseptika-behandelten Zellproben 

erkennbar. Dabei zeigte die Viabilität der Lavasept®- und Mafenid-Probe ab dem 

4. Tag etwas höhere Werte als die der 0,9 % NaCl-Lösung-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: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für 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 % Verdünnung der Antiseptika 

schon an Tag 1 sehr unterschiedliche Ergebnisse. Octenisept® erwies sich auch 

in dieser Konzentration als das Antiseptikum, das die Viabilität am meisten 

beeinträchtigte, so dass diese auch nach 5 Tagen noch annähernd bei 0 % lag. 

Ab dem zweiten Messtag zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der 

Octenisept®-Probe und der mit 0,9 % NaCl-Lösung 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 für die Viabilität. In der Konzentration von 2,5 % verhielt sich die 

Lavasept®- etwas ähnlicher zu der Octenisept®-Probe. Beide Proben 

unterschieden sich teilweise zu mehreren Zeitpunkten mit einer Signifikanz von 

p<0,05 von der Kulturmedium-Probe. Die Viabilitäten der Betaisodona®- und 

Prontosan®-Lösung und der 0,9 % NaCl-Kontrolle waren einander ab Tag drei 

sehr ähnlich. Die Werte für Mafenid waren erneut vergleichbar mit denen der 

Kulturmedium-Kontrolle. 
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Abbildung 8: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für 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 außer Mafenid zeigten nun eine 

deutlich niedrigere Viabilität. Es gab nun bereits an Tag eins einen signifikanten 

Unterschied von p<0,05 zwischen der Octenisept®- und der Kulturmedium-

Probe, der an späteren Tagen sogar p<0,01 betrug. Auch zeigten sich 

signifikante Unterschiede zwischen Octenisept®, bzw. der 0,9 % NaCl-Lösung 

und Mafenid (p<0,05). Ab Tag zwei gab es Signifikanzen von p<0,05 zwischen 

den Proben von Betaisodona®, Prontosan® und Lavasept® gegenüber 0,9 % 

NaCl-Lösung und Kulturmedium, teilweise mit p<0,01. Bis zum fünften Tag nach 

der Behandlung waren die Werte der Zellen nach Behandlung mit Prontosan®, 

Betaisodona® und Lavasept® vergleichbar, während die mit Octenisept® 

behandelten Zellen nach wie vor etwa bei 0 lagen. Die Werte für die Mafenid-

Probe waren auch in dieser Konzentration am fünften Tag nach der Behandlung 

vergleichbar mit denen der Kulturmedium-Probe. 
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Abbildung 9: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für 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: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für p<0,001 
verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple comparison test ermittelt.   

n. B.

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

0

200

400

600

800

V
ia

b
il
it
ä
t 

in
 %

k n, k k k

Tag 1

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

k k
m, n, 

k

Tag 2

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

P
ro

nto
sa

n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

m, n, 

k
m, n, 

k n, k
m, n, 

k

Tag 3

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

Pro
nto

sa
n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

0

200

400

600

800

V
ia

b
il
it
ä
t 

in
 %

m, n, 

k
m, n, 

k n, k
m, n, 

k

Tag 4

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

Pro
nto

sa
n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

k k
k k

k k

Tag 5

O
ct

en
is

ep
t

B
et

ai
sa

dona

Pro
nto

sa
n

Lav
as

ep
t

M
af

en
id

N
aC

l

K
ultu

rm
ed

iu
m

m, n, 

k

m, n, 

k
n, k

n, k



        4 Ergebnisse 

 

42 

 
Abbildung 11: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht o für Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n 
für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05, x für p<0,01 und x für 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 ähnelten sich die Ergebnisse für 

die Viabilität 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 %-Lösung für 

alle Agenzien außer Mafenid zu erkennen. Auch die Ergebnisse für Prontosan®, 

Betaisodona® und Lavasept® unterschieden sich nun kaum mehr von 0 und 

stiegen auch kaum noch über 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 höheren Konzentrationen 

kommen signifikante Unterschiede zu der 0,9 % NaCl-Lösung-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-Lösung- 

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 Viabilitätsassay als das am wenigsten die Ergebnisse 

beeinflussende Agens heraus. In Abbildung 12 werden daher die Ergebnisse der 

Mafenid-Probe gesondert nach Tagen dargestellt. 
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Abbildung 12: Viabilität 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 abgekürzt. Dabei steht m für Mafenid, n für 0,9 % NaCl-Lösung und k für Kulturmedium. 
Zur Darstellung der Signifikanzen werden die Schreibweisen x für p<0,05 verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels des One way ANOVA und Tukey’s multiple 
comparison test ermittelt.
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Die Ähnlichkeit zwischen allen Probeergebnissen ist sofort offensichtlich. 

Tatsächlich zeigten sich bis Tag 3 kaum Unterschiede zwischen den 

Konzentrationen. Ab Tag 4 schienen die Viabilitäten der MSZ nach Behandlung 

mit 10 % und 25 % niedriger als die nach Behandlung mit niedrigeren 

Konzentrationen. Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede, 

außer an Tag 4 zwischen 10 %, 25 % und der Kulturmedium-Probe. Tatsächlich 

waren selbst die Ergebnisse nach Behandlung mit den höheren 

Konzentrationen denen der Probe, die mit 0,9 % NaCl-Lösung behandelt 

wurde, sehr ähnlich.  

 

 

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 Modalitäten des 

Versuchsaufbaus sehr eingeschränkt. Viele Zellen waren durch die Antiseptika 

so beeinträchtigt, dass sie abstarben und somit, mit den Konzentrationen 

aufsteigend, nicht mehr statistisch erfassbar waren. Sehr oft war in den höheren 

Konzentrationen keine signifikante Menge an Zellen zur Auswertung mehr 

vorhanden. Um eine Verfälschung 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 Wellenlänge 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 für Octenisept®, b für 
Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n für 0,9 % NaCl-Lösung 
und p.m. Proliferationsmedium und d.m. für Differenzierungsmedium abgekürzt. 

 

Nach der Behandlung der MSZ mit einer 1 %-Verdünnung 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 ließ. Ähnlich verhielt es sich bei den mit 

einer 2,5 % Konzentration behandelten Proben. Der Wert für die Lavasept®-

Probe scheint im Vergleich zu der niedrigeren Konzentration geringer. 

Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch nur für 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 höheren Konzentrationen von 
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Octenisept® führt 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 für die 

Octenisept®-Probe im Vergleich zu der Betaisodona®-, Mafenid-, 0,9 % NaCl-

Lösung- und Proliferationsmedium-Probe (p<0,05) sowie im Vergleich zur 

Differenzierungsmedium-Probe (p<0,01).  

Für 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 für Prontosan® zeigten eine starke 

Streuung, waren jedoch im Mittel ebenfalls sehr niedrig. Annähernd vergleichbar 

mit der Negativ-, sowie mit der 0,9 % NaCl-Lösung-Probe waren die Werte für 

Betaisodona® und Mafenid. 

 

 

4.2.2 Kontinuierliche Behandlung 

 

Zur Alternierung der Modalitäten 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 hierfür gewählten 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 über der Säule der Probe des niedrigeren Wertes angezeigt. 

Dabei steht x für ein p<0,05 und x für ein p<0,01. Die Agenzien werden mit o für 

Octenisept®, b für Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, 

n für 0,9 % NaCl-Lösung, p.m. Proliferationsmedium und d.m. für 

Differenzierungsmedium abgekürzt. 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 Wellenlänge 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 für Octenisept®, b für 
Betaisodona®, p für Prontosan®, l für Lavasept®, m für Mafenid, n für 0,9 % NaCl-Lösung 
und p.m. Proliferationsmedium und d.m. für Differenzierungsmedium abgekürzt. 

 

Wie zu erkennen ist, lagen die meisten der Werte für 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 ließen sich 

jedoch nur für 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.  

Für diesen Ansatz ist anzumerken, dass der Wert für die mit 0,9 % NaCl-Lösung 

behandelten Zellen sichtbar über dem der Negativ-Kontrolle lag. Er wich jedoch 

in keinem der Ansätze signifikant von der Negativ- oder der Positiv-Kontrolle ab. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Zumischung von 0,05 %, so wie 

0,1 % NaCl-Lösung in Nährmedium 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 Vitalitätsassay durchgeführt. Verwendet wurden Propidium- 
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Iodid-Lösung und Hoechst. Dies sind Fluoreszenzfärbungen, mit deren Hilfe es 

möglich 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 schließen lässt. Hoechst hingegen färbt 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 ausgewählten 

Antiseptika durchgeführt. Die Färbung mit Propidiumiodid hat bei allen Ansätzen 

nahezu keine Zellen angefärbt (Daten nicht gezeigt). Die Färbung mit Hoechst 

färbt sowohl vitale, als auch apoptotische und nekrotische Zellen. Ein Indikator 

für Apoptose können die Schrumpfung des Zellkerns oder der ganzen Zelle, 

Kondensation des Chromatins oder Ausstülpungen der Kernmembran, sog. 

apoptotic bodies, sein. Diese Vorgänge konnten, im Gegensatz zur Nekrose, in 

vielen Fällen beobachtet werden. 

Der Vitalitätsassay wurde nicht bei allen Versuchsansätzen durchgeführt, 

sondern nur bei solchen, deren Ergebniss des Viabilitätsassays im ungefähren 

statistischen Mittel lag. So konnte in gewissem Umfang gewährleistet werden, 

dass die entstandenen Bilder repräsentativ sind. 

 

 

4.3.1 Medium und 0,9 % NaCl-Lösung 

 

Zellen wurden gemäß dem Protokoll des Viabilitätsassays mit Antiseptika 

behandelt und mit 0,9 % NaCl-Lösung gewaschen. Zur Kontrolle wurden zwei 

Proben angelegt, von denen die eine nur gewaschen und die andere zuvor 

zusätzlich für 5 Minuten mit 0,9 % NaCl-Lösung 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. 



   4 Ergebnisse 

 

50 

 

 

Abbildung 15: Mit Hoechst gefärbte MSZ ohne Behandlung an Tag 1 (a) und an Tag 5 (b).  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung 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 

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

 

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

Lösung auf die mesenchymalen Stammzellen.  

 

 

Abbildung 16: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 0,9 % NaCl-Lösung an Tag 
1 (a) und an Tag 5 (b).  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 

 

In der Färbung von Tag 1 (Abb. 16 a)) nach der Behandlung ließen 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 



4 Ergebnisse   51 

Zustand dieser Zellen ähnelte dem derjenigen, die nicht behandelt wurden (Abb. 

15 b)). 

 

 

4.3.2 Octenisept® 

 

 

 

Abbildung 17: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 7,5 % Octenisept®-Lösung 
an Tag 1 (a) und mit 2,5 % Octenisept®-Lösung (b) und 7,5 % Octenisept®-Lösung an Tag 
5 (c) nach Behandlung.  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 

 

Abbildung 17 a) zeigt das Bild der Zellen nach der Behandlung mit 7,5% 

Octenisept®-Lösung an Tag 1. Es ließen sich kaum noch Zellen erkennen, 

stattdessen waren Fragmente abgetöteter Zellen sichtbar. Dieser Zustand ähnelt 

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®-Lösung 

an Tag 5 (Abb. 17 b)) zeigte Zellfragmente und Zellen mit Anzeichen von 

Apoptose, jedoch in weit kleinerem Ausmaß. Es waren außerdem 
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erwartungsgemäß mehr Zellen vorhanden als in Abbildung c), der Probe, die mit 

der höheren Konzentration behandelt worden war.  

 

 

4.3.3 Betaisodona® 

 

 

 

Abbildung 18: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 5 % Betaisodona®-Lösung 
an Tag 1 (a) und mit 2,5 % Betaisodona®-Lösung (b) und 7,5 % Betaisodona®-Lösung an 
Tag 5 (c) nach Behandlung.  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 

 

Wie zu erwarten war die Zellzahl nach Behandlung mit 5% Betaisodona®-Lösung 

an Tag 1 (Abb. 18 a)) deutlich reduziert gegenüber 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®-Lösung 

auf die MSZ (Abb. 18 a)) ist beispielhaft für alle getesteten Konzentrationen von 

Betaisodona®-Lösung 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 für 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®-Lösung an Tag 5 (Abb. 18 b)) und die Abbildung der 

Zellen nach Behandlung mit 7,5% Betaisodona®-Lösung 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 für den Einfluss von Lavasept® auf die MSZ wurden Bilder, die nach 

der Behandlung mit 2,5 % und 7,5 % Lavsept-Lösung ausgewählt, jeweils an Tag 

1 und 5, aufgenommen. 

 

 

  

Abbildung 19: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 2,5 % Lavasept®-Lösung 
(a) und 7,5 % Lavasept®-Lösung an Tag 1 (b) und mit 2,5 % Lavasept®-Lösung (c) und 7,5 % 
Lavasept®-Lösung an Tag 5 (d) nach Behandlung.  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 
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Das Aussehen der Zellen am 1. Tag nach Behandlung mit 2,5% Lavasept®-

Lösung gegenüber 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 angefärbt, schienen jedoch dysmorph und teilweise in apoptotischem 

Zustand. 

Ein deutlicher Unterschied war auch zwischen der Anzahl der Zellen nach 

Behandlung mit 2,5% Lavasept®-Lösung (Abb. 19 c)) und mit 7,5% Lavasept® 

Lösung (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 ließen sich jedoch Anzeichen für 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®-Lösung 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®-Lösung 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®-Lösung an Tag 1 (Abb. 20 a)) kaum erhöhte Zelldichte. Die 

Zellzahl in allen Abbildungen war gegenüber dem Ansatz ohne Behandlung (Abb. 

15) deutlich vermindert.  
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Abbildung 20: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 5 % Prontosan®-Lösung an 
Tag 1 (a) und mit 2,5 % Prontosan®-Lösung (b) und 7,5 % Pronrosan-Lösung an Tag 5 (c) 
nach Behandlung.  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 

 

 

4.3.5 Mafenid 

 

Für Mafenid wurden drei Bilder ausgewählt, die die Zellen nach der Behandlung 

mit 7,5 % Lösung am ersten Tag und 2,5 % und 7,5 % Lösung am fünften Tag 

darstellen. Ein Bild der Probe an Tag 1 nach der Behandlung mit 2,5 % Lösung 

wird nicht gezeigt, da hier keine Pathologien feststellbar waren. 
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Abbildung 21: Mit Hoechst gefärbte MSZ nach Behandlung mit 7,5 % Mafenid-Lösung an 
Tag 1 (a) und an Tag 5 (b) und nach Behandlung mit 2,5 % Mafenid-Lösung an Tag 5 (c).  
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden bei 200- und 100-facher Vergrößerung mit 
einem inversem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. 

 

In der Abbildung der Zellen nach Behandlung mit 7,5% Mafenid-Lösung 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 gewählt, 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 Schädigung der 

betroffenen Zellen schließen lässt.  

Der Vergleich zu den Zellen nach Behandlung mit 7,5 % und 2,5% Mafenid-

Lösung an Tag 5 (Abb. 21 b) und c)) ergab eindeutige Unterschiede in der 

Zellzahl. Beide Bilder zeigen auch unter der stärkeren Vergrößerung (Daten nicht 

gezeigt) jedoch optisch gesunde und einige mitotische Zellen. Sie zeigen zudem 

eine relativ dicht bewachsene Platte, ähnlich 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 

viabilitätsmindernden Effekt auf die MSZ. Am stärksten war dieser Effekt nach 

der Behandlung mit Octenisept®: Er war bereits bei der niedrigsten gewählten 

Konzentration von 1 % zu erkennen. Auch die Ergebnisse von Lavasept® und 

Betaisodona® zeigten im Vergleich zu denen der Vergleichsproben eine 

merkliche Verschlechterung der Viabilität. Jedoch gibt es bereits bei einer 

Konzentration von 5 %, spätestens bei 7,5 % eine große Ähnlichkeit zwischen 

den Ergebnissen aller Agenzien, außer 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-Lösung-Probe.  

 

Auch in den Versuchsansätzen zur Bestimmung der Differenzierung der MSZ 

nach Behandlung ließen 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. Für diesen Ansatz erzielten die mit 

Mafenid und Betaisodona® behandelten MSZ von allen Behandelten die 

höchsten Ergebnisse. Im Ansatz der kontinuierlichen Behandlung waren die 

Werte aller behandelten Zellen erheblich niedriger.  

 

Der Vitalitätsassay mittels Hoechst-Fluoreszenzfärbung wurde durchgeführt, um 

den Zustand der Zellen nach der Behandlung mit den ausgewählten Antiseptika 

qualitativ zu beurteilen. Viele Zellen zeigten morphologische Veränderungen und 

die genannten spezifischen Anzeichen für Apoptose, abhängig von dem Agens, 

mit dem sie behandelt wurden und dessen Konzentration in der Lösung. Zudem 

waren häufig angefärbte Kernfragmente zu sehen, die auf eine stattgehabte 

Apoptose oder Nekrose hinweisen. Die Kontrollen (Zellen ohne Behandlung oder 

mit Behandlung mit 0,9 % NaCl-Lösung) ergaben hingegen keines der 

genannten Zeichen, dafür regelrechtes Wachstum und einige Mitosen. 



  5 Diskussion 

 

58 

5 Diskussion 

 

Im klinischen Alltag richtet sich die Auswahl von Antiseptika oft nach Kriterien wie 

Kosten oder Verfügbarkeit (Durani & Leaper 2008a), sodass eine geplante 

Anwendung nach der Abwägung von spezifischer, antimikrobieller Effizienz und 

Zytotoxizität 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 bekämpfen. 

Jedoch gibt es einige Anhaltspunkte dafür, dass die hier verwendeten Agenzien 

auch negative Auswirkungen auf den Organismus haben, unter anderem in Form 

von Zytotoxizität. Die Gewebe, die am häufigsten mit Antiseptika in Berührung 

kommen, sind die Haut und das Unterhautfettgewebe. Wir haben es uns daher 

in dieser Arbeit zur Aufgabe gemacht, die Zytotoxizität verschiedener 

handelsüblicher Antiseptika auf MSZ als Hauptzellart des Unterhautfettgewebes 

zu untersuchen. 

 

 

5.1 Viabilitätsassay und Vitalitätsassay 

5.1.1 Erläuterung der Assays zur Untersuchung der Zytotoxizität 

 

Zur Untersuchung der Zytotoxizität der Antiseptika auf die MSZ wurden vor allem 

Viabilitäts- und Vitalitätsassays durchgeführt, nachdem die Zellen mit den 

Antiseptika behandelt worden waren.  

 

 

5.1.1.1 Viabilitätsassay 

 

Die Viabilität ist nicht gleichzusetzen mit dem quantitativen Vorhandensein 

lebendiger Zellen. In dem Viabilitätsassay wird der allgemeine Zellmetabolismus 

der gesamten Population gemessen. Durch diesen Versuchsansatz werden also 

Quantität und Qualität der Zellprobe zusammen festgestellt, die nur durch 

zusätzliche Versuche getrennt voneinander ermittelt werden können. Es können 

also keine differenzierten Aussagen zur Stoffwechselaktivität der Zellen oder zur 

Quantität der noch lebenden Zellen gemacht werden.  
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Der in dieser Arbeit verwendete PrestoBlue Viabilitätsassay 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 Aktivität der Zellpopulation ermittelt werden.  

 

 

5.1.1.2 Vitalitätsassays 

 

Zur weiteren Untersuchung der Zytotoxizität wurden neben dem Viabilitätsassay 

noch zwei Vitalitätsassays durchgeführt. Diese dienten der genaueren 

Untersuchung des Zelltodes nach der Behandlung mit den Antiseptika. Dabei 

wurde die DNS der Zellen mit Propidiumiodid und Hoechst 33342 gefärbt. 

Propidiumiodid färbt grundsätzlich nur die DNS von Zellen an, die sich in Nekrose 

befinden, da es die intakte Zellmembran nicht überwinden kann. Hoechst 33342 

hingegen färbt alle Zellen an, da es ebenfalls an DNS bindet, die Zellmembran 

jedoch überwinden kann. Schrumpfung oder Fragmentierung der Zelle oder des 

Zellkerns, Kondensation des Chromatins oder Ausstülpungen der Zellmembran 

können dabei Hinweise auf eine Apoptose sein (Scheunert et al. 2002). Die 

gleichzeitige Färbung mit Propidiumiodid und Hoechst 33342 würde also eine 

Nekrose anzeigen. 

 

 

5.1.2 Auswirkung der Antiseptika auf Zellviabilität und -vitalität 

 

Die Ergebnisse des Viabilitätsassays und der Vitalitätsassays sind nicht direkt 

miteinander vergleichbar. Es stand keine quantitative Auswertungsmethode zur 

Verfügung, sodass Zellzahlen nach der Behandlung nicht miteinander 

abgeglichen werden konnten. Nur durch den Vergleich der Bilder des ersten und 

fünften Tages nach der Behandlung können quantitative Unterschiede der Zellen 

im Vitalitätsassay abgeschätzt werden. Auf die gleiche Art sind die Ergebnisse 

des Viabilitätsassays zwischen den Messtagen vergleichbar, durch den Vergleich 

der Viabilität. So lassen sich für beide Assays Eindrücke über den Schweregrad 
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der Beeinträchtigung der Zellen durch die unterschiedlichen Antiseptika 

gewinnen. Dies macht es möglich, die Ergebnisse der beiden Assays 

ansatzweise miteinander zu vergleichen. Es muss jedoch angemerkt werden, 

dass der Vitalitätsassay keine quantitative sondern eine qualitative Auswertung 

des Einflusses der Antiseptika auf die MSZ darstellte.  

Da keine Zellen mit Propidiumiodid angefärbt wurden kann darauf geschlossen 

werden, dass sich keine der Zellen in akuter Nekrose befanden. Eine Erklärung 

für den fehlenden Nachweis des Vorgangs könnte sein, dass die Zellen 

vermutlich während oder kurz nach der Behandlung nekrotisch wurden und nicht 

mehr später, als der direkte Einfluss der Antiseptika aufgehoben war. Die 

nekrotischen Zellen wurden vermutlich durch die Waschschritte mit 0,9 % NaCl-

Lösung, die sich an die Behandlung anschlossen, von den Platten entfernt. Dafür, 

dass ein solcher Vorgang anzunehmen ist, spricht die relativ niedrige Zellzahl auf 

den Platten nach der Behandlung, da die Zellen zuvor recht dicht ausgesät 

wurden waren. Die Vermutung wird zudem durch die Ergebnisse des 

Viabilitätsassays gestützt, die nach der Behandlung deutlich niedrigere Werte 

zeigen als davor. 

Die Ergebnisse des Viabilitätsassays, die in den folgenden Kapiteln diskutiert 

werden, waren in einigen Bildern der Hoechst 33342-Färbungen der Kulturen 

wiedererkennbar. Ein eindeutiges Beispiel sind die Kulturen ohne Behandlung im 

Vergleich mit den Kulturen mit Behandlung durch 0,9 % NaCl-Lösung. Die Zellen 

zeigten im Viabilitätsassay direkt nach der Behandlung mit 0,9 % NaCl-Lösung 

eine schwächere Viabilität als diejenigen ohne Behandlung und die Werte glichen 

sich bis Tag 5 nicht vollständig an. Die 0,9 % NaCl-Lösung schien jedoch deutlich 

weniger zytotoxischen Effekt zu haben als fast alle untersuchten Antiseptika. 

Dies lässt sich auch in der Dichte des Bewuchses der Platten dieser Kulturen am 

fünften Tag nach der Behandlung feststellen. Die Zellen, die mit 0,9 % NaCl-

Lösung behandelt wurden, wiesen ein weniger dichtes Wachstum auf, als 

diejenigen, die keine Behandlung durchlaufen hatten. Dies spricht wie die 

Ergebnisse des Viabilitätsassays für eine gewisse zytotoxische Wirkung von 

0,9 % NaCl-Lösung auf MSZ. 

Grundsätzlich ließ sich Ähnliches über die Zellen nach Behandlung mit allen 

getesteten Antiseptika sagen. Die Bilder der Vitalitätsmessungen stimmten mit 

den Ergebnissen des Viabilitätsassays, soweit es bestimmbar war, etwa überein. 

Die Zellen zeigten unter Behandlung mit manchen Antiseptika, die sich im 
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Viabilitätsassay als die zytotoxischeren herausgestellt haben, eine stärkere 

Beeinträchtigung. Dies war durch die veränderte 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 eingeführt 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 für 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, spezienübergreifendes Wirkspektrum (Eldeniz 

et al. 2015, Harke 1989, Kung et al. 2016b).  

Die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgeführten Viabilitätsassays zeigen 

einen verhältnismäßig starken zytotoxischen Effekt von Octenisept® auf MSZ. Es 

war, teilweise mit großem 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. Fünf Tage nach einer Behandlung 

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

Die Auswertung der Versuchs mit einer Lösung 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 

Ausmaß verzögert erreichte Die Viabilität schien erst langsam zu steigen, um 

dann gegen Tag fünf wieder abzufallen. Diese verzögerte zytotoxische Wirkung 

ließ 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 Viabilität mehr 

festzustellen.  

Das Phänomen der verzögerten Zytotoxizität von Octenisept® konnte auch durch 

den Vitalitätsassay nachgewiesen werden. Dies zeigt sich in den Bildern, die von 
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den Zellen nach einer Behandlung mit 7,5 % Octenisept®-Lösung aufgenommen 

wurden. Am fünften 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 für eine verzögerte zytotoxische Wirkung 

von Octenisept®, die erst nach einiger Zeit zur Apoptose der MSZ führt. Dies gilt 

jedoch nur für Konzentrationen bis 7,5 %, darüber hinaus ist die Wirkung auch 

im Vitalitätstest akut zytotoxisch und nicht mehr verzögert. Bei den Bildern der 

Kulturen, die mit Octenisept® behandelt worden waren, fielen zudem vermehrt 

Zellfragmente auf, was ein Zeichen für stattgehabte Nekrose und Apoptose ist. 

Die Platten wurden jedoch täglich gespült, sodass die Zellfragmente entfernt 

worden wären, wären 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 Durchführung des jeweiligen 

Assays stattgefunden haben. Dies beweist eine noch Tage nach der Behandlung 

eintretende Apoptose oder Nekrose aufgrund des Kontakts mit diesem 

Antiseptikum. Solche Zelltrümmer 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 Viabilitätsassays wider.  

Es gibt allerdings auch Hinweise darauf, dass die in-vitro Ergebnisse für dieses 

Antiseptikum von bereits durchgeführten in-vivo Studien abweichen (Jenull et al. 

2015b). Die hier erbrachten Ergebnisse sind typisch für in vitro-

Studienergebnisse über dieses Antiseptikum, wohingegen sich die Ergebnisse 

vieler klinischer Studien positiv über das Antiseptikum äußern (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 zusammenhängen. Dagegen stehen die schon genannten 

Berichte über chemisch induzierte Peritonitis, prolongierte Ödeme, 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 Zytotoxizität 

gegen Keratinozyten, Fibroblasten und Chondrozyten bestätigt (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 höchstens einen groben Eindruck bieten kann, denn der menschliche 

Organismus ist sehr viel komplexer. Zukünftige in-vivo Studien müssen den 

zytotoxischen Effekt auf Fettgewebe bestätigen.  

Eine allgemeine Empfehlung über die Verwendung von Octenisept® abzugeben 

ist wegen dieser widersprüchlichen Aussagen kompliziert. Die einzige mögliche 

Lösung ist, dass spezifische Studienergebnisse als Handlungsgrundlage für die 

in diesen untersuchten Anwendungen zu Rate gezogen und generelle 

Empfehlungen oder Warnungen zunächst vermieden werden müssen.  

 

 

5.1.3.2 Betaisodona® 

 

Iod ist wohl einer der ältesten, heute noch verwendeten Bestandteile von 

Antiseptika (Durani & Leaper 2008a). Betaisodona® ist eines der 

gebräuchlichsten und bekanntesten Antiseptika aus dieser Gruppe. Es ist erste 

Wahl für ein weites Spektrum medizinischer Anwendungen (Bennett et al. 2001, 

Darouiche et al. 2010, O'Meara et al. 2014, Rode et al. 1981, Srinivas et al. 2015). 

Aus diesem Grund wurde es für die Untersuchung in dieser Arbeit ausgewählt. 

Die Ergebnisse der mit Betaisodona® behandelten MSZ in dem Viabilitätsassay 

lagen im Vergleich mit allen getesteten Antiseptika eher im Mittelfeld. Die 

Viabilität 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 %-Lösung jedoch waren die Viabilitäten der 

mit anderen Antiseptika behandelten MSZ im Vergleich niedriger. Auch für dieses 

Antiseptikum gilt jedoch, dass ab einer Konzentration von 7,5 % keine Viabilität 

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 Zytotoxizität 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 Vitalitätsassay hervorbrachte, 

unterschieden sich in Hinsicht auf das Maß der Beeinträchtigung 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 über 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 beeinträchtigt als MSZ nach Behandlung mit anderen 

Antiseptika. Über den Pathomechanismus, der dies verursacht, können nur 

Vermutungen angestellt werden. Eine mögliche Erklärung ist, dass die 

Anwesenheit mehrerer anderer Zellen in der direkten Umgebung einen 

protektiven Effekt auf die einzelne Zelle hat, entweder durch eine Verkleinerung 

der zugänglichen Zelloberfläche oder sogar der kompletten Abschirmung. Diese 

Hypothese könnte getestet werden, indem die Zellen in einer kleineren Zellzahl 

auf die gleiche Fläche ausgesät werden, sodass sie wenig direkten Kontakt 

zueinander haben. Obgleich die Zellen in dieser Arbeit in einer empfohlenen 

Menge ausgesät wurden, könnte hier eine Fehlerquelle für den Versuch 

vorliegen. Natürlich würde dies nicht erklären, warum dieses Phänomen nur bei 

den mit Betaisodona® behandelten Zellen aufgetreten ist. Eventuell könnte sich 

dies mit einer schwächeren Gewebsgängigkeit des Produkts erklären lassen. 

Dieselben Einschränkungen gelten auch für eine andere Erklärungsmöglichkeit: 

Die Zellen könnten endokrine Einflussnahme auf ihre direkten Nachbarn haben, 

sodass Ansammlungen von Zellen durch gegenseitige zytoprotektive 

Beeinflussung besser geschützt sind. Dass MSZ grundsätzlich endokrine 

Eigenschaften haben, wurde in einigen Versuchsansätzen bestätigt (Aggarwal & 

Pittenger 2005b, Augello et al. 2007a, Toyserkani et al. 2015a). Diese Studien 

stellen somit fest, dass MSZ heilungsfördernde 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 müsste durch zukünftige 

Untersuchungen evaluiert werden. 

Zusammenfassend lässt sich über die Ergebnisse des Viabilitäts- und 

Vitalitätsassays für Betaisodona® sagen, dass sie voneinander abzuweichen 

scheinen. Der Einfluss des Antiseptikums auf die MSZ hinsichtlich der Vitalität 

scheint im Vergleich zu den anderen Antiseptika stärker zu sein als der Einfluss, 

der im Viabilitätsassay zu beobachten war. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, 
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dass Betaisodona® den Zellmetabolismus per se sehr viel weniger stark 

beeinträchtigt als die anderen getesteten Antiseptika, deren Werte für die 

Viabilität niedriger, bei denen jedoch mehr Zellen vorhanden waren. In beiden 

Versuchsansätzen 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 für alle andere getesteten Antiseptika 

lässt 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 großes Spektrum von Pathogenen wirksam 

und besitzen eine gute Verträglichkeit und Gewebsgängigkeit, weswegen sie für 

viele medizinische Anwendungen in Frage kommen (Daeschlein et al. 2007b). 

Es gibt widersprüchliche Hinweise auf eine heilungsfördernde 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® enthält neben Polyhexanid das Tensid 

Undecylenamidopropyl-Betain, welche zusammen den so genannten 

„Polyhexanid-Betain-Komplex“ bilden (Klasinc et al. 2018). Lavasept® enthält 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 willkürlich ist und nach weiteren 

Messungen statistisch ausgeglichen werden würde. Prontosan® und Lavasept® 

haben sich im Viabilitäts- und Vitalitätsassay als ähnlich zytotoxisch 
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herausgestellt. Der Bereich der Konzentrationen beider Antiseptika, in dem noch 

eine gewisse Viabilität der Zellen nach Behandlung nachzuweisen war, lag 

zwischen 1 und 7,5 %. Ab einer 7,5 % Konzentration des jeweiligen 

Antiseptikums schließlich war keine relevante Viabilität der Zellen nach 

Behandlung mehr feststellbar, so wie es für 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 bezüglich der 

Konzentration für die Anwendung ist. Beide Polyhexanid-Antiseptika zeigten eine 

zytotoxische Wirkung, die zwischen der von Mafenid und Octenisept® lag und in 

manchen Konzentrationen größer, in manchen kleiner war, als die von 

Betasiodona®. 

Im Vitalitätsassay zeigten sich ebenfalls keine erheblichen Unterschiede 

zwischen den beiden Antiseptika. Der Vergleich der Antiseptika im 

Viabilitätsassay lässt ein ähnliches Level der Zytotoxizität der Polyhexanid-

haltigen Antiseptika ersehen, so wie es auch der Vitalitätsassay ergab. Eine 

Besonderheit fiel bei den Bildern des Vitalitätsassays der Zellen nach 

Prontosan®-, aber auch nach Lavasept®-Behandlung auf: Diese Antiseptika 

haben in den Färbungen, 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 könnte, dass Polyhexanid eine weniger 

starke Apoptose-induzierende, als eher eine proliferationshemmende Wirkung 

auf die Zellen hat. Eine wundheilungs-verzögernde Wirkung, deren Grundlage 

eine Proliferations-hemmende Wirkung sein könnte, wurde bereits bestätigt 

(Kramer et al. 2004). 

Trotz der unterschiedlichen Konzentrationen von Polyhexanid in den beiden 

verwendeten Präparaten lassen sich keine signifikanten Unterschiede in der 

zytotoxischen Wirkung beider feststellen. Dies mag auch darin begründet liegen, 

dass Polyhexanid-Konzentration in Prontosan® zwar nur ein Viertel derer in 

Lavasept® beträgt, Prontosan® jedoch zusätzlich einen weiteren Wirkstoff enthält 

(Undecylenamidopropyl-Betain). Durch die Einflüsse, 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 Maß derer von 

0,4 % Lavasept® hinauf zu setzen. 
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Beide Polyhexanid-haltigen Stoffe zeigten bereits ab einer Verdünnung von 

7,5 % der handelsüblichen Konzentration eine zytotoxische Wirkung des 

Wirkstoffes Polyhexanid auf MSZ. Daher konnte in dieser Arbeit der zytotoxische 

Effekt von Polyhexanid bestätigt werden und das bereits in niedrigen 

Konzentrationen. Wie für alle getesteten Antiseptika lässt sich auch hieraus keine 

definitive Handlungsempfehlung ableiten. 

 

 

5.1.3.4 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, Ibrahim et al. 2014b). Er ist hauptsächlich zur Behandlung von 

Verbrennungen verbreitet und hierfür 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 

beeinträchtigt 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 

bestätigt werden (Barsoumian et al. 2013, Boyce et al. 1999). Mafenid ist ein in 

der plastischen Chirurgie häufig angewendetes Antiseptikum und wurde deshalb 

zur Untersuchung in dieser Arbeit ausgewählt. 

In dem Viabilitätsassay zeigte Mafenid mit Abstand die geringste zytotoxische 

Wirkung auf die MSZ. Nur nach Behandlung mit den höheren Konzentrationen 

von 10 und 25 % zeigte sich im Verlauf ein signifikanter Unterschied zu der 

Positiv-Probe. Jedoch erholten sich die Zellen trotzdem in einem Maß, das der 

0,9 % NaCl-Lösung-Probe vergleichbar war. Auch der Vitalitätsassay zeigte ein 

sehr geringes Maß an Zytotoxizität und die entstandenen Bilder ähneln sehr 

denen der Kulturmedium-Probe. 

Eine so gewebsschonende Wirkung im Vergleich zu anderen Antiseptika ist 

bisher nicht experimentell erfasst worden. Die wenigen bisher durchgeführten in 

vitro-Studien an anderen Zellen und in vivo-Studien an lebendem Gewebe 

zeigten eindeutig einen negativen Effekt (Maghsoudi et al. 2011, Zahmatkesh et 
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al. 2015, Zapata-Sirvent & Hansbrough 1993, Barsoumian et al. 2013, Boyce et 

al. 1999). Der unterschiedliche Ton dieser Arbeit mag darin begründet liegen, 

dass, außer 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 Verdünnung und im Vergleich mit anderen Antiseptika kann dieses 

Präparat also als zellschonend bezeichnet werden. Allerdings gibt es für Mafenid 

Hinweise, dass eine geringere Konzentration von 2,5 % für die Anwendungen an 

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

Die eher spärliche Literatur-Lage zu dem Thema der Anwendung und 

Zytotoxizität von Mafenid ist vielleicht damit zu erklären, dass Mafenid, anders 

als die anderen getesteten Antiseptika, kein Breitbandantiseptikum ist. Der 

Anwendungsbereich, obwohl durch aktuelle Untersuchungsergebnisse immer 

weiter vergrößert, 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 könnte, wie in dieser Arbeit gezeigt, 

dann könnte dies ein zusätzliches Argument für eine breitere Anwendung sein, 

sodass es sich als wirkungsvoll für andere Anwendungsgebiete und Wundtypen 

erweist. In dieser Arbeit wurde jedoch nur der Einfluss auf MSZ untersucht, nicht 

die Konzentrations-abhängige antimikrobielle Wirkung. Weitere in-vivo Studien 

sind notwendig, um aufzuzeigen, ob sich Mafenid für ein breiteres Spektrum von 

medizinischen Anforderungen verwenden ließe und so zytotoxischere 

Antiseptika ersetzen könnte.  

 

 

5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Viabilitäts- und 

Vitalitätsassays 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Ergebnisse des Vitalitätsassays 

und die des Viabilitätsansatzes einander bestätigten und ergänzten. Die 

Antiseptika, die sich bereits im zuvor durchgeführten Viabilitätsassay als die 

zytotoxischeren herausgestellt hatten, zeigten im Vitalitätsassay die größte 

Verminderung der Zellzahl und riefen die meisten nachweisbaren Apoptosen 
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oder Nekrosen hervor. Eine große Ausnahme stellte Mafenid da, das, im 

Vergleich zu den getesteten Antiseptika, einen nur gering ausgeprägten 

zytotoxischen Effekt zeigte. Weitere Experimente sind nötig, um die Ergebnisse 

zu verifizieren und einen umfassenden Erklärungsansatz zu suchen. Nicht nur 

für das Ausmaß der zytotoxischen Wirkung, sondern auch für spezifische 

Phänomene wie die verzögerte Zytotoxizität von Octenisept® bei den geringeren 

Konzentrationen, das Ausbleiben von Apoptosen, also der über die Behandlung 

hinaus anhaltenden Wirkung von Polyhexanid oder das Wachstumsmuster von 

mit Betaisodona® behandelten MSZ wäre das sinnvoll.  

 

 

5.1.5 Interpretation der Ergebnisse des Viabilitäts- und 

Vitalitätsassays bezüglich der medizinischen Anwendung 

 

Im Allgemeinen lässt sich sagen, dass alle Antiseptika einen mehr oder weniger 

großen zytotoxischen Effekt hatten. Dies jedoch ist nur einer der Faktoren zur 

Evaluierung von Antiseptika für den klinischen Gebrauch. Zunächst lassen sich 

durch in vitro-Versuche die tatsächlichen Auswirkungen von Antiseptika auf 

Gewebe oft nur grob abschätzen. Wenn dieser Einfluss in vivo auf gesundes 

Gewebe bestimmt ist, dann lässt sich daraus eine genauere Aussage über ihre 

Auswirkungen auf infiziertes Gewebe sagen (Ansell et al. 2014). Der für 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 Verhältnis von Zytotoxizität zu 

antimikrobiellem Effekt haben. Dies wurde an Keratinozyten und Fibroblasten 

getestet (Hirsch et al. 2009a). Dieses Verhältnis 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 abhängig von der jeweiligen Verdünnung von wenig klinischem 

Interesse ist. Obgleich die Bestimmung, welches Antiseptikum mehr oder 

weniger zytotoxisch ist, zwar grundsätzlich 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 Viabilität mehr 

nachweisen ließ.  

Dazu kommt, dass mit dem immer weiter fortschreitenden Stand der Forschung 

die optimalen Anwendungsgebiete verschiedener Antiseptika immer besser 

abgegrenzt werden können. Das gilt zum Beispiel im Fall der herausragenden 

Rolle von Mafenid für Verbrennungswunden, aber auch der möglichen 

Anwendung für andere Wund-Typen (Breton 2001a, Rode et al. 1981). Klinisch 

gewonnene Erkenntnisse darüber, für welche Verwendungen sich spezifische 

Stoffe am besten eignen, sind natürlich aussagekräftiger 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 möglichst gut zu verstehen.  

 

 

5.2 Differenzierungsbestimmung 

 

In dieser Arbeit wurden signifikante Unterschiede in der Zytotoxizität 

verschiedener handelsüblicher Antiseptika aufgezeigt und differenziert, wie sie 

sich auf unterschiedliche Zelleigenschaften auswirken. Im Viabilitätsansatz und 

Vitalitätsansatz konnte gezeigt werden, dass alle getesteten Antiseptika negative 

Auswirkungen auf Viabilität und Vitalität hatten, selbst in sehr kleinen, nicht im 

klinischen Gebrauch üblichen Konzentrationen. Ein naheliegender 

Versuchsansatz war daher zu testen, wie sich Antiseptika auf die Fähigkeit der 

MSZ zur Differenzierung zu Adipozyten auswirken. 

Diese Fähigkeit ist, außerhalb ihrer regulatorischen Fähigkeiten, ihre 

Hauptaufgabe im Fettgewebe. Sie trägt, durch den Ersatz des Gewebes, zur 

Heilung von Wunden bei. Die Testung dieses Aspektes war also entscheidend 

zur Evaluierung der heilungsverzögernden 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 üblich wäre. 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 Maß 

zum Zelltod führten war dieser gleiche Bewuchs nicht mehr gegeben. Dazu kam, 

dass die Zellen auch nachträglich in unterschiedlichem Maß geschädigt waren, 

sodass sich im Prozess der Abnahme und des Auftragens von Nährmedium ein 

unterschiedliches Maß von Zellen löste und entfernt wurde. Dieser Effekt wurde 

im Laufe der Differenzierungsbehandlung und schließlich der Auswertung mittels 

Oil-Red O immer stärker, da Adipozyten weniger adhärent sind als MSZ. Die 

erbrachten Ergebnisse stellen also eher die Zytotoxizität der Antiseptika dar als 

ihren Einfluss auf die Fähigkeit 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 stärkeren Effekt, da weniger 

Zellen zu Adipozyten differenziert waren. Jedoch war in allen Proben außer der 

Mafenid-Probe ein größerer Anteil nicht differenzierter Zellen zu erkennen als in 

der Positiv-Probe. Dies bedeutet, dass alle getesteten Agenzien außer 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 ungefähre Äquivalent dessen kann vielleicht in 

einer täglichen Spülung chronischer oder kontaminierter Wunden gesehen 

werden, obwohl hierbei natürlich mit handelsüblichen Konzentrationen von 

Antiseptika gearbeitet wird. Der Anteil der Zellen, die durch die zytotoxische 

Wirkung der Verdünnungen starb und somit nicht mehr ausgewertet werden 

konnte, war für diesen Ansatz erheblich kleiner. Dies konnte durch 

mikroskopische Evaluierung bestätigt werden. Die Oil-Red-Auswertung 

erbrachte deutlich niedrigere Ergebnisse für die mit Antiseptika behandelten 

Zellen. Diese Ergebnisse zeigten einen negativen Effekt der Antiseptika auf die 

Differenzierung, der bei einer höheren Konzentration entsprechend größer 

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 



  5 Diskussion 

 

72 

die Differenzierung vollständig unterdrückt oder zumindest in starkem Maß 

eingeschränkt haben. Dies stimmt mit dem Konsens der Literatur überein 

(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 Maß 

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 höchst fragwürdig ist. Doch selbst diese 

sehr geringen Konzentrationen hatten eine vollständige oder nahezu vollständige 

Unterdrückung 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 ließ 

(zumindest subjektiv, wenn auch nicht statistisch relevant). Dieser Effekt ist durch 

Zelltod zu erklären. Es kann somit argumentiert werden, dass auch aus diesem 

Experiment ein starker Einfluss der Antiseptika abzusehen ist. Relevanter als 

weitere in vitro-Experimente wären in vivo-Experimente, die direkt die 

wundheilungsverzögernden Wirkungen der Antiseptika vergleichen. Solche 

Untersuchungen gibt es zwar für 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, wären ein sinnvoller Weg, Aufschluss über 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 durchgeführten Versuche liefern eine Basis, die weiter 

verifiziert und differenziert werden muss. Ein wichtiger Aspekt dessen ist die 

Unterscheidung der verschiedenen Parameter, die von dem Viabilitätsassay 

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 beeinträchtigen als andere Antiseptika. Dies 

könnte durch eine quantitative Untersuchung wie die FACS-Untersuchung belegt 

werden, die spezifisch die Anzahl der Zellen erfassen würde. Der Abgleich dieser 

Anzahl mit den Ergebnissen eines Viabilitätsassays würde ein genaueres Bild 

ergeben, ähnlich den Ergebnissen der für diese Thesis durchgeführten 

vergeichenden Analyse von Viabilitäts- und Vitalitätsansatz.  

Der Vitalitätsassay wies in dieser Arbeit keine Nekrosen nach, was nicht dem 

Assay, sondern den multiplen Waschschritten zuzuschreiben sein könnte. Um 

das Verhältnis von Nekrose zu Apoptose zu ermitteln, wäre eine FACS-basierte 

Differenzierung oder ein anderes gleichwertiges Verfahren anzudenken. Eine 

weitere Möglichkeit, die Ergebnisse des Vitalitätsassays weiter aufzuschlüsseln, 

wäre die Anzahl der Zellen zu verändern, sodass eventuelle Fehler, wie das 

Wachstum in Ansammlungen bei Betaisodona®, ausgeschlossen werden 

können.  

Der Differenzierungsansatz könnte mit noch niedrigeren Konzentrationen der 

Antiseptika durchgeführt werden, um eine Beeinflussung der Differenzierung 

spezifisch zu ermitteln. Jedoch handelt es sich bei den hier gewählten 

Konzentrationen bereits um derart niedrige Verdünnungen, dass die klinische 

Bedeutsamkeit der Ergebnisse fraglich wäre. 

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 Fällen selektiv, und es handelt sich 

weitestgehend um in vitro-Studien, wie auch bei dieser Arbeit. Umfassendere in 

vivo-Studien sind nötig, um die Gefahren und Potentiale der einzelnen Mittel für 

die medizinische Anwendung abzuschätzen. 
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7 Zusammenfassung 

Antiseptika sind in der Klinik so wichtig und allgegenwärtig, dass sie kaum 

wegzudenken sind. Sie dienen der Desinfizierung von Wunden oder von 

Körperregionen 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 erfüllt viele Funktionen für den menschlichen Körper. 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 Zytotoxizität von Antiseptika auf 

Zellen der Haut und anderer Gewebe durchgeführt, jedoch noch keine, die sich 

der Wirkung auf das Fettgewebe widmet. Daher wurde in dieser Arbeit die 

Zytotoxizität verschiedener handelsüblicher Antiseptika auf MSZ untersucht. Die 

ausgewählten 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 für ein weites Spektrum der medizinischen Anforderungen 

angewendet wird, im Vergleich den stärksten 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 handelsüblichen 

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 handelsüblichen 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 möglich. Unterstützt durch 

zusätzliche in vivo-Versuche könnten jedoch auf Basis dieser Arbeit in Zukunft 

wertvolle Erkenntnisse in der möglichst effizienten und für das Fettgewebe 

schonende antimikrobiellen Lokaltherapie etabliert werde
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