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Zusammenfassung

Lokal applizierbare Hamostyptika kommen bei chirurgischen Eingriffen
regelmalig zum Einsatz. Wundheilungsstérungen nach chirurgischen Eingriffen
sind ein haufiges klinisches Problem. Eine essentielle Rolle in der Wundheilung
spielen die Fibroblasten, wobei sie durch spezifische Subprozesse wie Migration,
Proliferation, Viabilitdt, Kontraktion und die Produktion regulativer
Wachstumsfaktoren den Wundheilungsprozess steuern.

Ziel der vorliegenden Studie war es, zu untersuchen, ob das Hamostyptikum
GELITA TUFT-IT® (TUFT-IT®), das als Gelatine-Fibrillar flr eine kontrollierte
Blutstillung eingesetzt wird, die Fibroblastenfunktion beeinflusst. Hierzu wurden
die Viabilitat, die Proliferation, die Migration und die Kontraktion der Fibroblasten
in Anwesenheit von TUFT-IT® zu unterschiedlichen Einwirkzeiten in-vitro
untersucht. Auch der Einfluss auf den pH-Wert in der Zellkultur sowie die
Expression wundheilungsrelevanter Wachstumsfaktoren (VEGF, TGF-3, b-FGF
und TNF-a) wurden Uberprift. Die resultierenden Daten zeigten, dass die
Fibroblastenviabilitdat, -migration und -kontraktion durch TUFT-IT® nicht
beeinflusst werden. Die Anwendung von TUFT-IT® hatte ebenso keinen Einfluss
auf den pH-Wert der Zellkultur mit Fibroblasten. Nur die Fibroblastenproliferation
wurde durch Anwendung von TUFT-IT® nach 7 Tagen signifikant gehemmt.
Durch die Anwendung von TUFT-IT® wurde die Expression des VEGF signifikant
gefordert, wahrend es auf die Expression von anderen untersuchten
Wachstumsfaktoren keinen Einfluss hatte.

Nach Zusammenschau der Ergebnisse erscheint Gelatine (TUFT-IT®) -
ausgenommen seiner Wirkung auf die Fibroblastenproliferation nach
siebentagiger Anwendung - keine hemmende Wirkung auf die zellulare
Subprozesse der Wundheilung auszuiben. Daher konnte Gelatine (TUFT-IT®)

von Vorteil fur die chirurgische Wundheilung sein.



Abstract

Hemostats are regularly used in surgical procedures. Wound healing disorders
after surgery are a common clinical problem. Fibroblasts play an essential role in
wound healing, controlling the wound healing process through specific sub-
processes such as migration, proliferation, viability, contraction and the

production of regulatory growth factors.

The aim of this study was to investigate the effect of the hemostat GELITA TUFT-
IT® (TUFT-IT®), which is used as a gelatin fibrillar for controlled hemostasis, on
fibroblasts. The viability, proliferation, migration and contraction of fibroblasts in
the presence of TUFT-IT® at various exposure times were investigated in vitro.
Its influence on the pH value in cell culture and the expression of growth factors
relevant for wound healing (VEGF, TGF-B, b-FGF and TNF-a) were also
investigated. The results showed that fibroblast viability, migration and
contraction are not affected by TUFT-IT®. The application of TUFT-IT® also had
no influence on the pH value of the cell culture with fibroblasts. Only fibroblast
proliferation was significantly inhibited by the use of TUFT-IT® after 7 days.

The application of TUFT-IT® significantly promoted the expression of VEGF and
did not influence the other growth factors investigated.

In summary, gelatin (TUFT-IT®) - with the exception of its effect on fibroblast
proliferation after seven days of use - does not appear to have any inhibitory
effect on the cellular sub-processes of wound healing. Gelatin (TUFT-IT®) could

therefore be advantageous for surgical wound healing.
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1. Einleitung

1.1 Physiologie der Wundheilung

Der Terminus Wunde (lateinisch vulnus, griechisch trauma) wird als eine
Gewebedurchtrennung von Haut, Schleimhauten oder Organen definiert.
Woraus eine Zerstorung der Barriere resultiert, die durch die menschliche Haut
als Schutz vor schadlichen Einflissen aus der Umwelt gebildet wird. Der
Organismus versucht diese Zerstérung durch Reparaturmechanismen zu

beheben.

Diese Reparaturmechanismen werden als Wundheilung bezeichnet und
umfassen in Phasen ablaufende physiologische Vorgange zur Regeneration von
zerstortem Gewebe bzw. zum Verschluss einer Wunde, insbesondere zur
Neubildung von Bindegewebe und Kapillaren.

Die Physiologie des Wundheilungsprozesses besteht aus einem
Gesamtkomplex zellularer Interaktionen, innerhalb derer die intrinsische und
extrinsische Gerinnungskaskade, die Regulation des pH-Wertes in der Wunde,
sowie spezifische Zytokine und Wachstumsfaktoren eine tragende Rolle

spielen[1].

Der Verlauf der Wundheilung lasst sich in mehrere koordiniert ablaufenden und
interagierenden  Vorgange gliedern: Hamostase, Entzindungsphase,
Proliferationsphase u.a. Bildung von Granulationsgewebe und Angiogenese,

Reepithelisierung und Remodellierungsphase|[2].
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1.1.1 Phasen der Wundheilung

e Hdmostase:

An den Wanden der verletzten Gefalle haften sich umgehend Thrombozyten an.
Am Ende der Gerinnungskaskade katalysiert das Enzym Thrombin die Synthese
von langkettigen Fibrinpolymeren aus wasserloslichen Fibrinogenpeptiden[3].
Die Thrombozyten werden dabei férmlich in ein dreidimensionales
Fibrinnetzwerk eingewoben, in das auch andere Blutzellen (z.B. Erythrozyten,
neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen) aufgenommen werden.
Das resultierende Blutgerinnsel flllt schlieBlich den gesamten Wundspalt aus
und bildet eine provisorische Matrix flr die nachfolgende Haftung, Wanderung

und Proliferation von Zellen zu Beginn des Reparationsprozesses[4].

Durch Austrocknung der Oberflache entsteht ein fester Wundschorf, der
gleichsam als provisorischer ,biologischer Verband” die Wunde verklebt und
schutzt. Thrombozyten innerhalb des Blutgerinnsels sind nicht nur verantwortlich
fur die Hamostase, sie sezernieren auch zahlreiche Wundheilungsmediatoren
(z.B. Platet-Derived Growth Factor (PDGF), Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1),
Epidermal Growth Factor (EGF) und Transforming Growth Factor-B 1 (TGF-
R1)[5, 6]. Diese Wachstumsfaktoren leiten die Wundheilungskaskaden ein,
indem sie Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen ins Wundgebiet
dirigieren und dort aktivieren. Ebenso wirken bestimmte Abbauprodukte der

Extrazellularen Matrix (z.B. Kollagen- und Elastinfragmente) chemotaktisch[2, 7].
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e FEntziindungsphase:

Durch Zytokine und Wundheilungsmediatoren werden Leukozyten an die
Verletzungsstelle rekrutiert. Infiltrierende neutrophile Granulozyten sezernieren
proteolytische Enzyme und phagozytieren Bakterien und den Zelldetritus.
Parallel dazu setzen sie Zytokine frei, die Makrophagen, Keratinozyten und
Fibroblasten aktivieren. AbschlieRend werden sie mit dem Exsudat und Debris
an der Wundoberflache ausgeschieden oder von Makrophagen phagozytiert.

Auch Monozyten infiltrieren in das Wundgebiet und differenzieren durch die
Bindung Uber Integrinrezeptoren an Kollagen- oder Fibronektinfragmente zu
Makrophagen. Die Makrophagen setzen wiederum Kollagenasen,
Matrixmetalloproteinasen und Elastasen zum Débridement frei und produzieren
Nitritoxid und freie Sauerstoffradikale. Aulierdem werden zahlreiche Zytokine
und Wachstumsfaktor von ihnen sezerniert, die wiederrum die Bildung von

Granulationsgewebe aktivieren (s. Abbildung (1) ).

Zu diesen Zytokinen und Wachstumsfaktoren gehéren z.B. Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF- a), PDGF, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), TGF-
a und -3, Interleukin1, Interleukin 6, IGF- und Fibroblast Growth Factor (FGF).
Unterstutzt werden sie, sowohl in der inflammatorischen als auch in der
proliferativen Aufgabe, von T- und B-Lymphozyten und Mastzellen[2, 8-10].

Somit  spielen  Makrophagen eine essentielle Rolle bei dem
Wundheilungsprozess. In diesem Rahmen zeigte eine tierexperimentelle Studie

eine verlangsamte Wundheilung bei Tieren mit eliminierten Makrophagen[11].
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€= Phagozytose
&> Wachstumsfaktoren

Granulozyten  Makrophagen
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Abbildung (1) Schematische Darstellung der Wundheilung wdihrend der Entziindungsphase [10].
(Adaptiert nach[7])

e Proliferationsphase:

Die Proliferationsphase wird durch die Bildung von Granulationsgewebe
charakterisiert. Wahrenddessen kommt es zur Fibroblastenmigration,

Angiogenese und Wundkontraktion.

Die Makrophagen stellen sich weiterhin als wichtige Quelle zur Produktion von
Wachstumsfaktoren dar, welche die Bildung von Fibroblasten aktivieren.
Wachstumsfaktoren, insbesondere PDGF und TGF-B, stimulieren die
Proliferation der Fibroblasten, die flir die Synthese der extrazellularen Matrix

(ECM) und den Umbau verantwortlich sind.
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= Fibroblastenmigration:

Ca. 3 Tage nach der Verletzung beginnt die Fibroblastenmigration. PDGF,
TGF-B und bFGF stimulieren die Fibroblastenmigration [12]. Die
Fibroblasten produzieren nun wichtige Matrixproteine wie Hyaluronsaure,
Fibronectin, Proteoglykane und Prakollagen Typ 1 und Typ 3 [13].

= Angiogenese:

Die  Neovaskularisation  wird ebenfalls durch  verschiedene
Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF-, bFGF und VEGF stimuliert. Anders
als TGF-R, das die Angiogenese hauptsachlich in den ersten 3 Tagen der
Wundheilung aktiviert, scheint VEGF erst ab dem 7. Tag auf die
Angiogenese zu wirken [14]. Andere Faktoren wie Hypoxie oder ein saurer

pH-Wert kdnnen ebenfalls die Angiogenese stimulieren[7].

= Kontraktion:

Migrierende Fibroblasten tiben Zugkrafte auf die Kollagenmatrix aus und
produzieren Kollagen.

Wahrend der zweiten Woche der Wundheilung differenzieren sich die
Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche durch grole Bindel von
actinhaltigen Mikrofilamenten gekennzeichnet sind. (Myo-)fibroblasten
sezernieren TGF-R1, Fibronectin und a-smooth muscle actin. Parallel
bauen sie Kollagen und andere Komponente der extrazellularen Matrix
(ECM) durch Proteasen ab. Dieser komplexe Prozess erstreckt sich Uber
die Proliferations- und Remodellierungsphase und fuhrt zur Kontraktion

der Kollagenmatrix mit entsprechendem Wundverschluss [15].

In der Proliferationsphase erzeugen letztendlich die Fibroblasten und
Endothelzellen das Granulationsgewebe. In der Abbildung (2) ist die
Proliferationsphase bis zur Bildung von Granulationsgewebe schematisch

dargestellt.
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Wachstumsfaktoren
Proteasen

Blutgefile
Fibroblasten
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Abbildung (2) Schematische Darstellung der Wundheilung wdhrend der Proliferationsphase [10)].
(Adaptiert nach[7])

e Remodellierungsphase:

Die letzte Phase der Wundheilung ist die Umbauphase, welche fir die
Narbenbildung verantwortlich ist. Sie kann bis zu 2 Jahre dauern. Das Ziel ist
hierbei ein Gleichgewicht zwischen Abbau- und Synthesemechanismen in der
Wunde zu bewahren, um eine komplette Abheilung zu erreichen.

In dieser Phase wird Kollagen Typ Ill zunehmend abgebaut und durch Kollagen
Typ | ersetzt. Die Kollagensynthese wird durch eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren wie TGF-f1 und FGF reguliert.

Wahrend der Remodellierung kommt es zu Reduktion der Hyaluron- und
Fibronektinsauren, die von Zellen und plasmatischer Metalloproteinase abgebaut
werden.

Die Kollagenfasern werden dicker und parallel angeordnet, was zu einer
erhdhten Zugfestigkeit des Gewebes fuhrt.

Durch die Apoptose von Fibroblasten und deren Differenzierung zu
Myofibroblasten kommt es zur Bildung der Narbe. Die Myofibroblasten, die a-
smooth muscle actin (a-SMA) stark exprimieren, spielen bei der Wundkontraktion
eine entscheidende Rolle.

Der lokale Metabolismus passt sich unter Ausbildung einer mehr oder minder

grolien Narbe schliel3lich der Umgebung vollstandig an[2, 16, 17].
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1.1.2 Die Rolle der Wachstumsfaktoren in der Wundheilung

Der Wundheilungsprozess wird durch eine Vielzahl von verschiedenen
Wachstumsfaktoren und Zytokinen gesteuert.

Wachstumsfaktoren sind konstitutiv vorliegende Mediatoren, die auf Fibroblasten
wirken, um die Wundheilung zu modulieren, indem sie die Proteinproduktion, die
Synthese von Extrazellularer Matrix und die Apoptose stimulieren. Sie sind in der
Lage, zellulare Funktionen endokrin, parakrin, autokrin oder intrakrin zu

beeinflussen[9].

Die essentielle Rolle der Wachstumsfaktoren und Zytokine als Regulatoren der
Wundheilung wurde durch die Expression multipler Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren in verschiedenen Zelltypen der Hautwunden

nachgewiesen[18].

Die Wachstumsfaktoren in der Wundheilung werden in finf Hauptgruppen
gegliedert: PDGF, wozu auch der VEGF gehoért, EGF, FGF, TGF und IGF. Im

Folgenden wird Uber die Rolle der wichtigsten Wachstumsfaktoren berichtet.

PDGF wird von Blutplattchen, Makrophagen, thrombinstimulierten
Endothelzellen, glatten Muskelzellen geschadigter Arterien, Fibroblasten, sowie
durch epidermale Keratinozyten sezerniert. Er weist eine chemotaktische
Wirkung bei der Zellmigration auf. Zusatzlich fordert er die Proliferation von
Fibroblasten und die Produktion von extrazellularer Matrix. Schliel3lich regt PDGF
die Fibroblasten an, Kollagen-Matrizen zu kontrahieren[19]. So zeigte eine In-
vivo-Studie, dass die direkte Anwendung von PDGF in Ratten zu einer

verstarkten Bildung von Granulationsgewebe flihrte[20].

VEGF gehort zur PDGF-Familie und spielt in der Angiogenese eine wichtige
Rolle. Es ist in der Lage proliferative und chemotaktische Reaktionen von

Endothelzellen hervorzurufen[21].

EGF wirkt chemotaktisch und stimuliert die Funktion der Epithel- und
Endothelzellen sowie der Fibroblasten und glatten Muskelzellen. Er aktiviert

ebenso die Angiogenese und die Kollagensynthese[20, 22].
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Bei FGF unterscheidet man zwei verschiedene Formen: eine saure (acid) (aF GF)
und eine basische (bFGF) Form. Beide sind zu 50% homolog. Sowohl aFGF als
auch bFGF stimulieren die Endothelzellproliferation und tragen zur Angiogenese
bei.

Zusatzlich  stimuliet bFGF die Kollagensynthese, Wundkontraktion,
Epithelisierung und Fibronectin- und Proteoglycansynthese[22].

Ebenso hat TGF-R eine positive Wirkung auf die Wundheilung. Es aktiviert die
Angiogenese, die Proliferation und die Kollagensynthese der Fibroblasten[23].
Aulerdem stimuliert es die Ausschittung anderer Wachstumsfaktoren (FGF,
PDGF, TNF-a und IL-1) durch Monozyten, wirkt auf Makrophagen chemotaktisch
und reguliert deren Produktion autokrin. Auch Uber die Regulation von
Kollagenasen, Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) und

Fibronectinsynthese spielt es eine wichtige Rolle in der Wundheilung[24, 25].

1.1.3 Die Rolle der Extrazellularen Matrix in der Wundheilung

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist die gro3te Komponente der Hautschicht und

die Synthese von ECM ist ein Schlusselmerkmal der Wundheilung.

Bestandteile der ECM spielen eine wichtige Rolle in der normalen Wundheilung
und eine Zerstérung von ECM-Komponenten beeintrachtigt die Heilung. Dies hat
zur Entwicklung neuer Therapien gefuhrt, die darauf abzielen, die Zerstérung von

ECM zu reduzieren oder beschadigte ECM wiederherzustellen[26].

Im Zusammenhang mit der Wundheilung kann die ECM in vier Hauptgruppen
unterteilt werden: (1) Strukturproteine wie die Kollagene und Elastin; (2) Adhasive
Glycoproteine wie Fibronectin, Vitronectin und Laminin; (3) Glycosaminoglycane
wie Hyaluronan und Proteoglycane, Syndecans, Glypicane und Perlecan und (4)
matrizellulare Proteine wie Thrombospondin 1 und 2, Tenascin C und X und
Osteopontin[27].
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Zwischen der ECM und den Wachstumsfaktoren der Wundheilung herrschen
sowohl direkte als auch indirekte Interaktionen, die das Ziel haben,
Wachstumsfaktoren zu aktivieren oder zu hemmen.

Direkte physikochemische Wechselwirkungen zwischen Wachstumsfaktoren und
Komponenten der ECM koénnen die Effektivitat vieler Wachstumsfaktoren
aktivieren oder hemmen und somit letztendlich den Wundheilungsprozess
beeinflussen. Zum Beispiel bindet sich Decorin, ein Proteoglycan der ECM, an
TGF-BR und beeinflusst dessen Aktivitat durch eine negative Rickkopplung. TGF-
3 stimuliert dagegen die Synthese von Decorin[28]. Indirekte Interaktionen
zwischen der ECM und den Wachstumsfaktoren erfolgen Uber Integrin-
Rezeptoren, die flr die Zelladharenz verantwortlich sind. Dartber hinaus kdnnen
Teilkomponente von ECM-Proteinen, die als Matrikine bezeichnet werden, direkt

mit Zytokin-Rezeptoren auf der Zelloberflache interagieren[29, 30].

Auch Wachstumsfaktoren regulieren die ECM, indem sie Zellen stimulieren, die
die Produktion von ECM-Komponenten erhdhen oder die Produktion von Matrix-
abbauenden Proteasen und ihren Inhibitoren regulieren. Zusammenfassend sind
ECM-Wachstumsfaktor-Wechselwirkungen  bidirektional und voneinander
abhangig[27].

1.1.4 Die Rolle der Fibroblasten in der Wundheilung

Fibroblasten sind spindelférmige Zellen, die aus mesenchymalen Zellen
stammen. Sie bilden eine heterogene Zellpopulation, die eine wichtige Rolle bei
der Synthese von Komponenten der extrazellularen Matrix wie Kollagen, Elastin,
Glykoproteine wie Fibronektin und Glykosaminoglykanen spielt. Die Fibroblasten
sind in der Lage, ein komplexes ECM-Netzwerk, zu organisieren.

Sie sezernieren, wie andere in der Wundheilung beteiligte Zelltypen
(Endothelzellen, Makrophagen), auch Matrixmetalloproteinasen (MMPs) wie
Kollagenasen und ihre Inhibitoren tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs). In Kombination mit der ECM-Synthese reguliert das Gleichgewicht
zwischen diesen Proteasen und ihren Inhibitoren die mechanischen
Hauteigenschaften und den ECM-Umbau, nicht nur in der gesunden Haut,

sondern auch in Wunden.
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Wahrend der Wundheilung wandern die Fibroblasten in die verletzte Zone,
proliferieren und synthetisieren ECM-Komponente. Anfanglich verwenden
Fibroblasten die fibrinvernetzenden Fasern, die am Ende der entziindlichen
Phase gut ausgebildet sind, um Uber die Wunde zu wandern und anschliel3end
an Fibronektin zu haften. Das Kollagen lagert sich vermehrt in dem Wundgrund
ab, was zur Bildung eines komplizierten ECM-Netzwerkes flhrt, an dem die
Fibroblasten haften kénnen, ihre Migration férdern und die endgdltige Bildung
des Granulationsgewebes ermdglichen[31]. Die Fibroblasten modifizieren spater
unter dem Einfluss von TGF-B zu Myofibroblasten. Aufgrund ihrer starken
kontraktilen Krafte spielen die Myofibrolasten eine aktive Rolle bei der
Wundkontraktion [32]. Die (Myo-) Fibroblasten sind fiir die Produktion von ECM-
Komponenten, einschliel3lich Kollagene und Elastin, verantwortlich, die der ECM

Starke und Widerstandsfahigkeit verleihen.

1.1.5 Die Rolle von Kollagen in der Wundheilung

Kollagen bestimmt als Strukturprotein die mechanischen Eigenschaften des
Bindegewebes und bildet im Rahmen der Wundheilung die Basis eines
widerstandsfahigen Wundverschlusses. Das stabférmige Kollagenmolekdl
besteht aus drei Polypeptidketten (a -Ketten), die zu einer Tripelhelix verknupft
sind. Die Enden der a -Ketten bilden kurze, globulare Abschnitte, die nicht an der
Helixbildung beteiligt sind und als Telopeptide bezeichnet werden. Es lassen sich
verschiedene Kollagentypen differenzieren (Typ I/ II/11II/1V etc.), die im Korper ein

charakteristisches Verteilungsmuster aufweisen. [33].

Wahrend der Hamostase und Inflammationsphase bewirkt Kollagen die
physikalische Blutstillung, die Absorption des Wundexsudats mit
entzindungsinduzierenden Proteasen und Zytokinen und damit die Reinigung
der Wunde und die Anderung des Wundmilieus. In der Granulationsphase
entwickeln die Kollagensysteme ein heilungsforderndes feuchtes Wundklima,
bewirken Fibroblastenstimulation, gesteigerte Kollagensynthese,
Granulationsanregung und damit Stimulierung der Reparation. In der
Epithelisierungsphase wird die Migration und Proliferation epidermaler Zellen

und damit die Reepithelisierung beschleunigt[34].
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1.2  Wundheilungsstorungen

1.2.1 Uberblick und wichtige Faktoren

Wunden, die eine beeintrachtigte Heilung aufweisen, haben im Allgemeinen die
normalen Heilungsphasen nicht Gberstanden. Nicht heilende Wunden betreffen
etwa 3 bis 6 Millionen Menschen in den Vereinigten Staaten und flihren zu
enormer 6konomischer Belastung mit geschatzten Gesamtkosten von mehr als
3 Milliarden US-Dollar pro Jahr[35].

Weltweit leiden circa ein bis zwei Prozent der Bevolkerung an Wunden mit
gestortem Heilungsverlauf, oft auf dem Boden einer zugrunde liegenden
Erkrankung. Trotz Therapie der Grunderkrankung zeigt sich ein Teil der Wunden
therapieresistent, da in der Wunde ein Milieu entstanden ist, das keine geordnete
Ausbildung eines Granulationsgewebes und Epithelisierung zulasst.

Werden physiologische Wundheilungsmechanismen durch lokale Storfaktoren
oder Grunderkrankungen behindert, resultieren Wundheilungsstérungen auf
verschiedenen Ebenen. So kann die Kontrolle der entztindlichen Aktivitat gestort
sein, das Granulationsgewebe formiert sich nicht, die Wunde wird nicht kleiner,

eher groler[36].

Zudem kann der Wundheilungsprozess sowohl von lokalen als auch von
systemischen Faktoren negativ beeinflusst und gestort werden. Zu den lokalen
Faktoren gehdren z.B. mangelnde Sauerstoffversorgung des Wundgebietes und
Infektionen. Systemische Faktoren sind Alter, Geschlechtshormone, Diabetes
Mellitus, Alkohol, Rauchen, Stress sowie Medikamente und Vitamine[37].

Bei einer Infektion kdnnen sowohl Bakterien als auch Endotoxine die
Inflammationsphase verlangern, was zu einem erhdéhten Spiegel von MMPs und
somit zum Abbau von ECM abbauen fuhren kann [35, 38].

Eine ausreichende Sauerstoffversorgung ist flir eine optimale Wundheilung
unerlasslich. Bei akuten Wunden werden viele Aspekte des
Wundheilungsprozesses durch Hypoxie beeinflusst. Hypoxie kann die
Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren durch Makrophagen,

Keratinozyten und Fibroblasten stimulieren. Als Reaktion auf die Hypoxie werden

11
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unter anderem folgende Zytokine produziert: PDGF, TGF-3, VEGF, TNF-a und
Endothelin-1. Sie sind entscheidende Promotoren der Zellproliferation, Migration
und Angiogenese in der Wundheilung [39].

1.2.2 Postoperative Wundheilungsstorungen

Wundheilungsstérungen haben einen grol3en Einfluss auf das Outcome und die
stationare Verweildauer von Patienten nach chirurgischen Eingriffen und damit

auch ein grof3es soziodkonomisches Gewicht [32].

Postoperative Wundinfektionen stellen in Deutschland mit ca. 16% die

dritthaufigste nosokomiale Infektionsrate in Akutkrankenhauser dar[17].

In der Gefalichirurgie sind insbesondere die inguinalen Zugangswege von
Bedeutung, deren Nahe zur kontaminierten Anogenitalregion und den netzartig
verlaufenden subkutanen Lymphgefalen, welche die Wundheilung nachhaltig
beeintrachtigen kdnnen[40]. Eine sich hieraus entwickelnde Wundinfektion kann
rasch in die Tiefe fortschreiten und auf das implantierte (alloplastische) Patch-
oder Bypassmaterial Ubergreifen. Derartige tiefe Gefall- (prothesen-) infektionen
kodnnen zu einer septischen Arrosionsblutung, einem Bypassverschluss oder
septischen Embolien fuhren und gefahrden nachhaltig das

Revaskularisationsergebnis[41].

Auch sollte grof3e Sorgfalt beztglich der verwendeten ggf. in situ verbleibenden
Materialien betrieben werden. So gehort unter anderem eine situativ angepasste
Anwendung von Hamostyptika zur Prophylaxe, um die Wahrscheinlichkeit einer

postoperativen Wundheilungsstorung maoglichst gering zu halten[42].
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1.3 Gelatine und Gelatinebasierte Hamostyptika

1.3.1 Gelatine

Gelatine ist ein gereinigtes Protein, welches durch partielle Hydrolyse von
Kollagen gewonnen wird.

Es unterscheidet sich in seine Struktur erheblich von herkdmmlichen Eiweil3en.
Wie Kollagen besteht es zu ca. einem Drittel aus der Aminosaure Glycin. Auffallig
ist auch der hohe Gehalt an Prolin und dem als Proteinbaustein ungewoéhnlichen
Hydroxyprolin. Die unausgewogene Aminosaurezusammensetzung verleiht der
Gelatine einen nur geringen biologischen Wert als Nahrungsprotein.

Die Peptidketten der Gelatine besitzen, wie auch die des Kollagens, eine
einzigartige helikale Struktur, die in ihren Abmessungen nicht mit der a -Helix
herkdmmlicher Proteine identisch ist. Im Kollagen sind jeweils drei dieser Helices
ihrerseits miteinander verdrillt und kovalent quervernetzt. Bei der alkalischen,
nicht jedoch in vollstandigem Ausmal} bei der sauren Hydrolyse, werden diese
Quervernetzungen aufgebrochen, sodass einkettige Polypeptide entstehen[43].
Die Herstellung der Gelatine erfolgt durch Hydrolyse von Kollagen, hauptsachlich
aus Schweineschwarten (vorzugsweise fur Typ A verwendet) oder aus Kalbs-
und Rinderhauten sowie vorbehandelten Schlachtviehknochen (vorzugsweise fur
Typ B).

Typ A entsteht bei der Hydrolyse mit Sauren und besitzt einen isoelektrischen
Punkt bei pH 7-9. Typ B entsteht durch eine alkalische Hydrolyse und besitzt
einen isoelektrischen Punkt bei pH 4.7-5[43]. In der Abbildung (3) sind die zwei

Methoden zur Gelatineextraktion aus kollagenhaltigen Geweben dargestellt.

Neben der Verwendung der Gelatine als Nahrungsmittel wird die historische
Verwendung der Gelatine als fiebersenkendes und blutungsstillendes
Medikament zusammengefasst. Auch als Bestandteil von Wundverbanden findet

die Gelatine Verwendung[44].
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Abbildung (3) Zwei Methoden zur Gelatineextraktion aus kollagenhaltigen Geweben (adaptiert nach [45])

1.3.2 Gelatinebasierte Hamostyptika

Gelatine stimulieren die Hamostase durch die Aktivierung von Thrombozyten und
die Bildung einer mechanischen Tamponade. Sie sind in der Regel resorbierbar
und wasserunloslich.

Gelatinebasierte Hamostyptika wurden erstmals in den 1940er Jahren
eingefuhrt. Seit ihrer Einflhrung haben sie sich in ihrer grundlegenden Form nur

sehr geringflgig weiterentwickelt[46].

Gelatinebasierte Hamostyptika wurden haufig und effektiv bei anorektalen
Operationen, Neurochirurgie, Nasenbluten und urologischen Eingriffen
verwendet.

In einem In-vitro-Blutungsmodell unter Verwendung menschlicher Venen wurde
ein Gelatinebasiertes Hamostyptikum verwendet. Hier trat eine Hamostase in
weniger als eine Minute nach dem Ausldsen der Blutung auf. Das Hamostyptikum

war innerhalb von 2 Wochen resorbiert[47].
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1.3.3 Effekte der gelatinebasierten Hamostyptika auf die
Wundheilung

Die Verwendung von Gelatine-basierten Hamostyptika kann verschiedene

Nebenwirkungen hervorrufen.

In einer tierexperimentellen Arbeit wurde bei Kaninchen nach bilateraler
Kraniotomie ein gelatinebasiertes Hamostyptikum subdural implantiert. Im
Zeitverlauf nach 15, 43 und 92 Tagen zeigten sich keine Mortalitat oder klinische
neurologischen Symptome. Allerdings entwickelte sich eine granulomatése

Entzindung in dem umliegenden Gewebe[47].

In einer retrospektiven Studie wurde berichtet, dass die Krankenhaus-
aufenthaltsdauer bei Frauen nach Sectio uteri mit intraoperativer Verwendung
von gelatinebasiertem Hamostyptikum signifikant langer war. Diese konnte
darauf zurtickgefuihrt werden, dass eine Verzogerung bei der Wiederherstellung
der Darmmotilitat durch eine lokale Reaktion oder Dislokation des verwendeten

Hamostyptikums verursacht wurde[48].

Senar et al. wiesen einen negativen Einfluss der Gelatine auf das
Nervenaktionspotential nach Materialeinsatz im Rattennervengewebe nach[49].
In einer weiteren experimentellen in-vitro Studie wurde gezeigt, dass das
Gelatinematerial fur die Produktion von nativer ECM sowie fur die TGF-1-

Produktion durch in situ gewachsene Fibroblasten gut geeignet ist[50].

Auch wurde die Gewebekompatibilitat und die Wirkung von gelatinebasierten
Hamostyptika in-vivo mit fibrinbasiertem Hamostyptikum verglichen. Bei der
Anwendung zur Blutstilung im Lebergewebe konnte ein gelatinebasierte
Hamostyptikum die Blutung schnell stoppen, flhrte aber zur Bildung von
Adhasionen [51].

Eine weitere in-vivo Studie bedeckte den Leberstumpf nach
Leberlappenresektion in einer Serie von 12 Tieren mit einem Gelatinematerial

(hier Gelatineschwamme) fur funf bis zehn Minuten unter festem Druck. Es traten
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keine sekundaren Blutungen auf. Zwei Tiere verstarben an einer biliaren
Peritonitis. Es wurde berichtet dass die Gelatineschwamme die Wundheilung
positiv  beeinflusst haben[52]. Nach Verwendung der Gelatine bei
tierchirurgischen Operationen an 44 Hunden und 6 Katzen wurden keine
Uberempfindlichkeitsreaktionen oder bestétigte postoperative Komplikationen im
Zusammenhang mit der Verwendung von Gelatine wahrend einer
durchschnittlichen Nachbeobachtungszeit von 13 Monate festgestellt[53].
Dagegen zeigten Kang et al. 2012 in einer in-vivo Studie, dass das
gelatinebasierte Hamostyptikum eine verzégerte Granulationsgewebebildung

verursacht[54].
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2. Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantwortet werden:
1) Hat das gelatinebasierte Hamostyptikum TUFT-IT® der Firma GELITA einen

Einfluss auf die Proliferation, die Migration, die Kontraktion und die Zellviabilitat

humaner Fibroblasten?

2) Hat das Gelatine-basierte Hamostyptika TUFT-IT® einen Einfluss auf den pH-

Wert des Zellmilieus?
3) Wird die Expression wesentlicher Wachstumsfaktoren (VEGF, TNF- a TGF 3

und FGF-2) und somit deren Einfluss auf die Wundheilung durch die

Anwesenheit des Gelatine-basiertem Hamostyptikums TUFT-IT® reguliert?
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3. Material

3.1 Hamostyptikum

Das Hamostyptikum GELITA TUFT-IT® (GELITA MEDICAL GmbH, Eberbach,
Deutschland, s. Abbildung (4) ) wurde bei den Versuchen als Gelatine-basiertes
Material eingesetzt.

Das Material wird laut dem Herstellerprotokoll aus 100% purer Schweinegelatine
produziert, sei pH-neutral, wasserunldslich und biologisch abbaubar, wobei eine

vollstandige Absorbierbarkeit nach 4 Wochen erreicht werden kann.

D

Abbildung (4) GELITA TUFT-IT®

https://www.gelitamedical.com/Products/TUFT-IT®

3.2 Zellline und Medium

Zellline Medium

NHDF (adulte normal human dermal | DMEM (1x) (Thermo Fischer Scientific)

Fibroblasts) , Firma: Promocell versetzt mit:
20% FCS

1% Penicillin/Streptomycin
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3.3 Verbrauchsmaterialien

Material

Firma

Autoklavierbeutel

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Einmalhandschuhe

Ansell (Brussel, Belgien)

Falcon 50ml

Corning (New York, USA)

Kosmetikticher

Tapira (Heidenheim, Deutschland)

Kryorohrchen

Greiner Bio One (Kremsmudnster, Deutschland)

Migrationsplatten (Cultre-Insert 2 well in
p Dish)

Sanford (Hamburg, Deutschland)
ibidi GmbH (Martinsried, Deutschland)

Neubauer Zahlkammer

Hecht-Assistant (Sondheim v. d. Rhon,
Deutschland)

Nitrilhandschuhe

Ansell (Brussel, Belgien)

Pipettenspitzen(1-10,10-200,10-1000pl)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Pipettierhilfe Modell pipetus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalke (0,5; 1,5; 2 ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Roéhrchen (15, 50ml)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland);

Greiner Bio One (Kremsmunster, Deutschland)

Serologische Pipetten (2,5,10,25ml)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Sterile Pinzette

B. Braun AG (Melsungen, Deutschland)

Sterile Schere

B. Braun AG (Melsungen, Deutschland)

Sterile Spatel

B. Braun AG (Melsungen, Deutschland)

Steriles Abdecktuch 45x75cm

Lohmann & Rauscher

Deutschland)

(Rengsdorf,

Zellkulturflaschen (T75, T175)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zellkulturplatten (12, 24, 96 well)

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zellschaber

Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)

Zellkulturschale (15 cm)

Greiner Bio One (Kremsmunster, Deutschland)
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3.4 Chemikalien

Chemikalien/Reagenzien/Puffer

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered

Saline

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Dulbecco’s MEM (10x)

Biochrom (Berlin, Deutschland)

Ethanol 70%, 99,5%

Zentralapotheke
Universitatsklinikum Dusseldorf
(Dusseldorf, Deutschland)

fetales bovines Kalberserum (FCS) PAN- Biotech (Aidenbach,
Deutschland)

HI pH Bufferlésung pH 7.01, 4.01, 10.01 | Hanna Instruments (Woonsocket,
USA)

Isotone Natriumchloridlésung 0.9% B. Braun AG (Melsungen,
Deutschland)

Isopropanol Zentralapotheke
Universitatsklinikum Dusseldorf

(Dusseldorf, Deutschland)

Kollagen Typ |, rat tail

Ibidi (Minchen, Deutschland)

MTT (Thiazolylblau)

Carl Roth, (Karlsruhe, Deutschland)

Salzsaure (HCL), 1M

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Sodium Bicarbonat (NaHCO3), 7,5%

Biochrom (Berlin, Deutschland)

Trypan Blau 0,4%

Sigma-Aldrich
Deutschland)

(Minchen,

Trypsin 0.25%

Biochrom (Berlin, Deutschland)
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3.5 Laborgerate

Gerat

Hersteller

Absaugesystem Modell Vacusafe

Integra (Biebertal, Deutschland)

Arbeitsbank Modell Safe 2020

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Brutschrank Modell HeraCell 240

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Einkanalpipetten "eppendorf

Research"

Volumen: 10,100,1000 pl Eppendorf (Wessling-Berzdorf, Deutschland)
Gefrierschrank Liebherr (Biberach an der Rif3, Deutschland)

Gefrierschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Stickstoff-Lagerungstank

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

IKA-Schuttler MTS 4

IKA-Labortechnik (Staufen bei
Deutschland)

Briesgau,

Kuhlschrank

Liebherr (Biberach an der Rif3, Deutschland)

Live Cycler Mikroskop Modell JuLi Br

NanoEnTek (Seoul, Korea)

Molecular Imager ChemiDoc™ MP

System

Bio-Rad (Hercules, USA)

Multilabel Plate Reader Modell Victor
X4

PerkinElmer (Waltham, USA)

Mikroskop Modell CKX41

Olympus (Hamburg, Deutschland)

Notebook

Lenovo

pH- Meter Modell FE20

Mettler Toledo (Gielden, Deutschland)

Photometers NanoDrop

Thermo Fischer Scientific (Waltham,USA)

Pipetten Modell Research plus 0.5-
10, 10-100, 100-1000ul

Eppendorf (Wessling-Berzdorf, Deutschland)

Pipettus "Accurpette"

VWR (Radnor, USA)

Pipettus "neo Accupette 3-9905"

Neolab (Heidelberg, Deutschland)

Pipetus "HIRSCHMANN"

HIRSCHMANN (Eberstadt, Deutschland)

Tischzentrifuge "HERAEUS

FRESCO 17 Centrifuge"

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Tischzentrifuge "HERAEUS PICO 21"
Centrifuge

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

TissuelLyser LT a

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Wasserbad Modell Wine one

Memmert (Schwabach, Deutschland)
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3.6  Software
Programm Hersteller
Axio Vision LE64 Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
Endnote X7 Thomson Reuters (New York, USA)
GraphPad Prism 5 GraphPad Software (San Diego, USA)
Image Lab Bio Rad (Hercules, USA)
Microsoft Word 2016 Microsoft (Redmond, USA)
Power Point 2016 Microsoft (Redmond, USA)

3.7  ELISA

Fur den Nachweis der Proteinregulation an den verschiedenen Zeitpunkten

wurden folgende DuoSet ELISA Development System-Kits der Firma R&D

Systems (Minneapolis,USA)verwendet.

Protein Katalog Nummer:
human FGF basic (b-FGF) DY233-05

human TGF-31 DY240-05

human VEGF DY293B-05
human TNF-a DY210-05

Zudem wurde das Puffer/Reagenzien-Kit DuoSet Ancillary Reagent Kit 2 (Kat-
Nr.: DY008) fir die ELIAs von FGF basic, VEGF und TNF- a verwendet. Flr den
ELISA von TGF- B wurde das Kit DuoSet Ancillary Reagent Kit 1 (Kat-Nr.: DY007)

angewandt.
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4. Methoden

4.1.1 Auftauen der Zellen

Die in der Gasphase von flussigem Stickstoff gelagerten Aliquote von jeweils
2x10° Zellen wurden zligig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in 10 ml
vorgewarmtes Kulturmedium tberflhrt. Anschliefend wurde die Zellldsung fur 5
min bei 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die sich am
Boden des 15 ml Réhrchens befindlichen Zellen wurden in 10 ml vorgewarmten
Kulturmedium aufgenommen. Im Anschluss wurde das Pellet in eine T75
Zellkulturflasche Uberfuhrt und bei 37°C, 5% CO2 und 95%iger Luftfeuchtigkeit im

Zellkulturbrutschrank inkubiert.

4.1.2 Zellkultivierung

Die Zellpassagierung erfolgte in der Regel alle 2-5 Tage bei einer Zelldichte von
80-90% Konfluenz, die taglich unter dem Mikroskop kontrolliert wurde.
Zunachst wurden alle bendtigten Reagenzien und Losungen in einem
Wasserbad auf 37°C temperiert. AnschlielRend folgte die Passagierung der
Zellen unter einer sterilen Werkbank.

Zuerst wurde das verbrauchte Medium dekantiert. Daraufhin wurden die
adharenten Zellen mit 10 ml vorgewarmtem PBS in der Flasche vorsichtig
gewaschen. Zum Lésen der Zellen aus der Zellkulturflasche wurde 2 ml Trypsin
0,25% auf die Zellen pipettiert und fur ca. 3 Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschliel3end erfolgte ein manuelles Klopfen zum Ablésen der Zellen von dem
Flaschenboden.

Zum Abstoppen der Reaktion wurden 10 ml vorgewarmtes Medium zu der
Zell/Trypsin-Losung pipettiert. Um eventuell noch anhaftende Zellen zu 16sen,
wurde die Zelllésung einige Male uber den Zellkulturflaschenboden pipettiert,
anschliefend wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Réhrchen Uberfihrt und fur
5 Minuten bei 200 x g zentrifugiert. Nach der ersten Zentrifugation wurde das
Medium dekantiert und das Zellpellet in 10ml PBS resuspendiert.

Es erfolgte eine zweite 5 minutige Zentrifugation bei 200 x g. Danach wurde das

PBS dekantiert und das Zellpellet in 10 ml vorgewarmten Medium aufgenommen.
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Zum Schluss wurde die Zellsuspension je nach der berechneten Zellzahl
ausgesat.

Die weitere Kultivierung erfolgte bei 37°C, 5%C0O? und 95%iger Luftfeuchtigkeit
im Zellkulturbrutschrank.

4.1.3 Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauerzahlkammer

Die Zellen wurden wie in 4.1.2 beschrieben vom Zellkulturflaschenboden gelost
und zentrifugiert. Nachdem das so entstandene Zellpellet in Medium
resuspendiert wurde, wurden 30 pl entnommen und mit 30 pl Trypanblau in
einem 1,5 ml-Reagiergefall vermischt. Um die Zellzahl zu bestimmen wurde das
Zell- Trypanblaugemisch auf die vorbereitete Neubauer-Zahlkammer gegeben
und anschliefend unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Zur Zellzahlbestimmung
wurden die Zellen in den 4 Grol3quadraten der Zahlkammer gezahlt. Mit
folgender Formel konnte anschlielend die genaue Zellzahl pro ml bestimmt

werden:

Zellzahl _ Zellzahl
ml 4

£ Vf £ 10.000

Vf = Verdiinnungsfaktor = 2

4.1.4 Zellkonservierung

Zur Konservierung wurden die Zellen zunachst wie in Kapitel 4.1.2 und 4.1.3 vom
Zellkulturflaschenboden geldst, gewaschen, gezahlt und in 2x10° Zellen pro ml
aufgenommen. Anschliel3end wurden die Zellen zentrifugiert (5 min bei 200 x g)
und in 1,5 ml Einfriermedium (70% DMEM, 20% FCS und 10% DMSO)
resuspendiert und in Kryordhrchen udberfuhrt. AbschlieRend wurde die
Kryoréhrchen in einen Einfriermax eingebracht und hier mittels Isopropanol 1°C
pro Minute kontrolliert heruntergekuhlt und eingefroren. Am Folgetag konnten die
Kryoréhrchen/Zellen in den Lagerungstank eingebracht werden. Die Lagerung

erfolgte in der Gasphase von flussigem Stickstoff bei -160°C.
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4.2 Aufbau der Versuche

4.2.1 Versuchsvorbereitungen

In den Versuchsansatzen wurden in die entsprechenden Wells jeweils 1x1 cm
grolRe Sticke TUFT-IT® mit unterschiedlichen Applikationszeiten (5 min, 30 min,
60 min, 24 h, 7 d, 14 d) gegeben.

Die 1x1 cm groRen Stiicke TUFT-IT® wurden kurz zuvor auf einem sterilen Tuch
unter der Sicherheitsbank unter Zuhilfenahme einer sterilen Schere, einer sterilen
Pinzette und eines sterilen Lineals zurechtgeschnitten und in sterilen
Petrischalen aufbewahrt

Im Anschluss daran wurden die Wellplatten, mit jeweils 12 Wells pro
Versuchsgruppe, bis zu den Messzeitpunkten 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 7 bzw. 14

Tagen in Zellkulturbrutschrank inkubiert.

4.2.2 Zellviabilitatsassay

Zunéchst wurden in jedem Well einer 24 Well-Zellkulturplatte 1x10° Zellen/Well
in Medium ausgesat. Daraufhin wurden die Zellkulturplatte Gber Nacht im
Zellkulturbrutschrank inkubiert, sodass die Zellen sich absetzen und am Boden

der Wells adharent werden konnten.

Am nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt, jedes Well einmalig mit 3 ml
sterilen, 37°C warmen PBS gewaschen und im Anschluss in jedes Well 3 ml
frisches Medium gegeben. AnschlieRend wurde das Gelatinematerial wie im
Kapitel 4.2.1 beschrieben dazu gefiugt und je nach Versuchsansatz Uber die
gewunschte Dauer im Zellkulturbrutschrank inkubiert.

Parallel dazu wurde aus einer MTT-Stocklésung (5mg/ml), welche bei -20°C

aufbewahrt worden ist, eine MTT-Arbeitslosung (1:9) in Medium frisch verdunnt.

Um die Wells auszuwerten wurden das Medium in jedem Well enthommen und
durch das gleiche Volumen MTT- Reagenz ersetzt. Im Anschluss wurden die
Wellplatten erneut flr 2h im Zellkulturbrutschrank bei 37°C inkubiert. In dieser

Zeit konnten die Mitochondrien lebender Fibroblasten das leicht rotliche
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Tetrazoliumsalz in den dunkelroten Farbstoff Formazan umzuwandeln. Nach der
Inkubation wird der Zellkulturplatteninhalt vorsichtig abgesaugt und anschliel3end
wird in jeden Well 400 ul Isopropanol pipettiert.

Um eine gleichmaRige Verteilung des Formazan im Uberstand zu gewahrleisten
wurden die Zellkulturplatten im Anschluss fir 5 Minuten bei 500 rpm mit einem
Schuttler bewegt.

Nun wurden die Zellkulturplatten spektralphotometrisch bei einer Wellenlange

von 570 nm ausgewertet.

4.2.3 Proliferationsassay

Zunéchst wurde in jedem Well einer 12 Well-Zellkulturplatte 1x10° Zellen in 3 ml
Medium ausgesat. Daraufhin wurden die Zellkulturplatten tber Nacht inkubiert,
sodass die Zellen sich absetzen und am Boden der Wells adharieren konnten.
Am nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und im Anschluss in jedes Well
3 ml frisches Medium pipettiert. Dazu wurden Gelatinematerialen wie im 4.2.1
dazu gegeben.

An den zuvor festgelegten Messzeitpunkten (0, 3, 6, 12, 24 h 7d und 14d) wurde
das Medium in jedem Well abgesaugt, jedes Well mit 1 ml PBS gewaschen und
anschlieBend in jedem Well 500 pL Trypsin/EDTA 0,25%-L6sung (Gibco,
ThermoFisher Scientific, USA) pipettiert und flr 3 min bei 37°C inkubiert, sodass
sich die Zellen von dem Wellboden ablosten. Danach wurde die Reaktion durch
die Zugabe von 3 ml Medium pro Well gestoppt. Zum Schluss wurden die Zellen

in jedem Well wie in 4.1.3 beschrieben gezahlt und dokumentiert.

4.2.4 Migrationsassay

Aus einer Zellsuspension mit 3,5x 103 Zellen/ml wurden 70 pl in die zwei
Kammern einer Migrationsplatte (u- culture dish insert, ibidi,

Abbildung (5) ) pipettiert und anschliel3end Uber Nacht bei 37°C / 5%CO,/ 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert, sodass sich die Zellen am Boden adharieren konnten.
Am nachsten Tag wurde das Insert vorsichtig mit einer sterilen Pinzette vom
Boden der Petrischale geldst und diese mit 3 ml Zellkulturmedium aufgefilit. In

den entsprechenden Ansatzgruppen wurden nun 1x1 cm groRe Stlcke

26



Methoden

TUFT-IT® mit Applikationszeiten 5 min, 30 min, 60 min und 24 h eingebracht (s.
Kapitel 4.2.1). Unmittelbar nach der Zugabe des Zellkulturmediums und ggf. des
TUFT-IT® wurden die Petrischalen unter einem Live Cell Imager (Firma
NanoENTek, Seoul, Korea) im Zellkulturbrutschrank positioniert.

Nach dem LoOsen der Inserts verbleiben zwei mit Zellen besiedelte
Kompartimente von 0.22 cm? auf dem Boden der Petrischale zurlick. Zwischen
diesen verbliebt ein definierter 500um (+/- 50um) breiter, zellfreier Spalt, in
welchen die Zellen in den folgenden 24 h migrieren kdnnen. Eine schematische
Darstellung ist in Abb. 5 gezeigt.

Anschlielend wurde Uber 24 h alle 3 Stunden ein Bild angefertigt und
gespeichert.

Die zellbewachsene Flache wurde mittels des Computerprogramms TScratch
(CSElab ETH-ZUrich, Schweiz) an den Zeitpunkten 0, 3, 6, 12 und 24 h ermittelt.
Ausgewertet wurden die im Bild sichtbare mit Zellen bewachsene Flache in

Prozent.

(A) (B)

Abbildung (5) — (A): Gelita TUFT-IT® neben u- culture dish insert, (B) u- culture dish insert, ibidi
Abbildung entnommen aus www.ibidi.com

4.2.5 pH- Wert Bestimmung und Beobachtung des TUFT-IT® Zerfalls

In einer 12-Well Zellkulturplatte wurden pro Well 1x10° Zellen in 1,5 ml Medium

ausgeséat. Uber Nacht wiirden die Zellen im Zellkulturbrutschrank inkubiert.
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Am nachsten Tag waren die Zellen an dem Boden des Wells adhariert. Das
Medium wurde abpipettiert und jedes Well mit 2 ml PBS einmalig gewaschen.

AnschlieRend wurden in jedes Well 3 ml neues Medium pipettiert.

In den Kontrollansatzen ohne Zellen wurde die gleiche Menge Medium in jedes
Well einer neuen 12-Well Zellkulturplatte pipettiert.

Gemal den geplanten Ansatzen wurden jeweils 1x1 cm grof3e Stlcke dem
Medium der entsprechenden Wells mit Hilfe einer sterilen Pinzette (s. Kapitel
4.2.1) zugesetzt.

Letztendlich wurden die pH-Werte in insgesamt 4 Gruppen untersucht: 1) Nur
Medium, 2) Medium + TUFT-IT®, 3) Zellen + Medium, 4) Zellen+ Medium+
TUFT-IT®.

Die Messungen erfolgte mit Hilfe eines pH-Meters Modell FE20, Firma Mettler-
Torledo (Gielden, Deutschland) tber einem Zeitraum von 14 Tagen, wobei die
ersten 6 h stindlich und im Anschluss darauf nach 12 h, 24 h, 48 h, 7 und 14
Tage der pH-Wert bestimmt wurde.

Zur pH-Messung wurde die Messsonde des pH-Meters zunachst mit mittels
standardisierten Pufferldsungen kalibriert, mit sterilem H>O gesaubert und in das
Medium getaucht, ohne den Boden des Wells zu beruhren. Nach erfolgreicher
Messung eines Wells wurde die Sonde erneut mit sterilem Wasser gesaubert und
anschlieRend mit einem sterilen Tuch abgetrocknet. Daraufhin konnte die
nachste Messung erfolgen. Dieser Schritt war nétig, um eine etwaige
Kontamination der Proben untereinander vorzubeugen.

Die ermittelten Werte wurden umgehend in einer Tabelle dokumentiert.
Zur Beobachtung des Zerfalls von TUFT-IT® im Zellkulturmedium wurde

TUFT-IT® mit Trypsin blau angefarbt und in den Proben zu verschiedenen

Zeitpunkten fotografiert.
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4.2.6 Kontraktionsassay

Fur diesen Versuch wurde eine Konzentration von 3x108 Zellen/ml bendtigt,
welche wie in Kapitel 4.2.1 und 4.2.2 beschrieben hergestellt worden ist. Die
Zellsuspension wurde auf Eis gelagert. Parallel wurden die fir den Versuch
bendtigten Reagenzien 10 Minuten auf Eis gekuhilt.

In diesem Assay wurde nach dem Herstellerversuchsprotokoll vorgegangen.

In der folgenden Tabelle sind die Substanzen mit den genauen Volumina
aufgefuhrt, um 3 Matrizen fertigzustellen und auszusaen. Somit wurde in jeder

Matrix eine Menge von 1,5% Kollagen erreicht.

Substanz Volumen in pl
10x DMEM 20

NaOH 1M 5

steriles H,O 81

NaHCO3 7.5% 4

Zellkulturmedium (1x DMEM, 20%FCS, | 50
1% Pen/Strep)

Kollagen I, 5mg/ml 90
Zellsuspension (3x10° Zellen/ml) 50
2 300

Anschlieend wurden jeweils 300ul der entstandenen Ldsung in ein Well einer
24 Wellplatte Luftblasen-frei pipettiert.

Zur Auspolymersierung der Matrizen wurde die Platte fur 30 min im
Zellkulturbrutschrank inkubiert (37°C, 5% CO,). Nach 30 Minuten wurde in jedes
Well 3 ml Nahrmedium pipettiert, anschlieRend wurden TUFT-IT® Stlicke von
1x1 cm, wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, hinzugeflgt. In der Platte wurden
parallel Kontrollgruppen ohne Hamostyptikum mitgefthrt.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit im Zellkulturbrutschrank wurden die Matrizen
vorsichtig mit einem sterilen, abgerundeten Spatel vom Boden geldst und zur
Dokumentation des Ausgangsumfangs ein Foto der Matrizen aufgenommen. Im

Anschluss folgte eine erneute Inkubation im Zellkulturbrutschrank Uber 24 h,

29



Methoden

woraufhin eine weitere Dokumentationskontrolle erfolgte. Die abschielRende
Fotodokumentation erfolgte nach 48h Inkubation.

Fur die Fotodokumentation wurden die Zellkulturplatte zentral unter die Kamera
des Imaging Systems (ChemiDoc MP, BioRad) gestellt und mit einer
Vergroflerung von 12.3 x 9.2 abfotografiert.

Nach Bearbeitung und Anpassung durch das Programm Image Lab wurde das
Verhaltnis der von Matrize bedeckten Flache zur Gesamtflache in Programm
Axio Vision LE64 der Firma Zeiss gerechnet. Die Bilder wurden mit folgender
Einstellung bearbeitet: High: 65535, Low: 51765, Gamma 1.18.

4.2.7 Scratch assay

Zunéchst wurden 3,5 x10° Zellen in einer 15cm Zellkulturplatte mit 15ml Medium
ausgesat und uber Nacht im Brutschrank kultiviert. In dieser Zeit setzten sich die
Zellen ab und adharierten.

Am nachsten Tag wurde die Platte mit der Spitze einer 100ul Pipettenspitze
(Sarstedt, Deutschland) 4x geritzt (s. Abbildung (6) ), je nach Versuchsansatz
wurde anschlieBend TUFT-IT® auf die Zellen gegeben. Je nach der

gewunschten Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet.
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Abbildung (6) Darstellung einer Petrischale im Scratch-Assay. Die Platte
wird mit einer 100 ul Pipettenspitze wie dargestellt geritzt.

4.2.8 Zellernte und Proteinisolation

Das Medium wurde vollstandig von der Zellkulturplatte — ohne die Zellen zu
schadigen - gesaugt. AnschlieRend wurde der Zellrasen dreimalig vorsichtig mit
10 ml eiskaltem PBS gewaschen, welches jedes Mal komplett abgesaugt wurde.
Nun wurde auf Eis gearbeitet. Hierbei wurden 500 pl RIPA-Puffer zur Lyse der

Zellen direkt auf den Zellrasen pipettiert und gleichmaRig verteilt. Zur weiteren
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Ernte der Zellen wurden diese mit einem Zellschaber von der Platte gelost und
die gesamte Flussigkeit in einer Ecke zusammengeschoben. Die Zell-RIPA-
Lésung wurde abschlieliend in ein 2 ml Reagiergefald Gberfihrt und eine sterile
Metallkugel dazugegeben. Die Protein-/Zell-L6sung wurde nun bei -80°C
eingefroren. Nach dem auftauen der Probe auf Eis, wurde die Ldsung in den
Tissue Lyser der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) bei 50Hz fur 2x 10 sec.
homogenisiert.

Daraufhin wurde die Losung fir mindestens 30 Minuten bei 17 000g bei 4°C
zentrifugiert. Der klare Uberstand, welcher das Protein enthalt, wurde in ein
neues 1,5 ml Reagiergefal’ tberflhrt.

AbschlieRend wurde die Proteinkonzentration im Uberstand wie in dem
folgenden Kapitel beschrieben bestimmt. Die Proteinlésung wurde mit Proteinase
Inhibitor versetzt, in mindestens 4 Aliquots aufgeteilt und im -80°C Schrank

eingefroren.

4.2.9 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford:

Zunachst wurde das Bradford-Reagenz ,,Bio-Rad Proteinassay* im Verhaltnis
1:5 mit sterilem H2O verdinnt und bei 4°C fur maximal eine Woche gelagert.
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Probe wurden 20 pl Probe mit
1 ml Bradford Reagenz in einem 1,5 ml Reagiergefal} pipettiert, gemischt und fur
5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung
der Absorption bei 595 nm mittels des Photometers NanoDrop, Thermo Fischer
Scientific (Waltham,USA).

Das Absorptionsmaximum des ungebundenen Farbstoffes liegt bei dieser
Methode bei 470nm. Durch eine Komplexbildung des Farbstoffes mit dem Protein
verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm, welches von uns detektiert
und notiert wurde. Anhand einer zuvor durchgefuhrten Standardreihe mit Bovine
Serum Albumin (BSA) konnte die Konzentration des Gesamtproteins in der Probe

bestimmt werden.
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4.2.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde weitestgehend nach
den Protokollangaben der Firma R&D Systems fir die jeweiligen DUOSet-ELISA-
Development Systems fur TGF-31, VEGF, FGF basic und TNF-a durchgefihrt.
Es wurden jeweils 1,5 ug gesamt Protein eingesetzt.

Nach Herstellerangaben wurden zunachst der jeweilige Capture-Antikérper(AK)
in der angegebenen Konzentration (VEGF: 1 ug/ml; TNF-a: 4 ug/ml; TGF-R1: 2
pg/ml FGF-basic 2 pg/ml) in Plate Coating buffer (PBS pH 7,2) hergestellt. Dieser
wurde mit Hilfe einer Multipette (Firma: Eppendorf) mit 100 pl AK-Lésung/Well
auf je eine 96-Well Platte pipettiert und Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten dreimalig mit je 400 ul
Waschpuffer (0,05% Tween 20 in PBS pH 7,2) gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Platten auf einem sauberen und saugfahigen Tuch
ausgeklopft. Anschliefend wurden die Platten mit Reagent Diluent (1% BSA in
PBS pH 7,2) im Falle der VEGF, FGF-basic und TNF-a- ELISAs oder mit Bock
Buffer (5% Tween 20 in PBS pH 7,2) fir dem TGF-B1-ELISA fir eine Stunde bei
RT blockiert. Zwischenzeitlich wurde der jeweilige Standard nach
Herstellerprotokoll in Reagent Diluent (VEGF, FGF-basic und TNF-a) oder PBS
(TGF-B1) verdlinnt und eine Verdlinnungsreihe hergestellt.

Nach erneut dreimaligem Waschen der Platten wurden die Proben (1,5 ug
gesamt Protein) oder der jeweilige Standard in einem Volumen von je 100 ul auf
die vorbereiteten Platten pipettiert. Nun folgte eine Inkubation Gber Nacht bei 4°C
im Kuhlschrank.

Am nachsten Tag wurden die Platten zunachst fur 1 h bei RT erwarmt.
Anschlielend drei Mal mit Waschpuffer gewaschen und gut auf Papier
ausgeklopft. Der Detection Antikdrper wurde in die angegebenen
Arbeitskonzentration mit Reagent Diluent verdunnt (VEGF 100 ng/ml; TNF-a: 50
ng/ml; TGF-B1: 300ng/ml; FGF-basic 0,25 pg/ml) und 100 ul in die jeweiligen
Wells pipettiert. Nun folgte eine erneute Inkubation flr 2 h bei RT. Nach einem
weiteren dreimaligen Waschen der Platten wurden 100 pl der
Arbeitskonzentration von Strepativin-HRP (1:40 in Reagent Diluent) auf die
Platten pipettiert und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte erneut ein

dreimaliges Waschen der Platten. Darauf wurden 100 pl der Substrat-Lésung
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(1:1 Color Reagent A [H202] mit Color Reagent B [Tetramethylbenzidin]) in jedes
Well der 96-Well Platte pipettiert und fur 10-20 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Abschliefiend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 50 pl Stop-Solution (2N
H2S04) beendet und fir 3 min bei 300 rpm auf dem Schiittler gemischt. Die
Detektion erfolgte in dem Plate Reader VICTOR X4 (Firma Berlkin-Elmer) bei
450 nm. Zum Ausgleich von eventuellen Platten Ungenauigkeiten wurde zudem
bei 570 nm gemessen. Die Absorptionen 570 nm wurde von der Absorption 450
nm subtrahiert. Die Steigung der Standardreihe wurde berechnet, eine Steigung

von 0,9 wurde als adaquat angesehen.

4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GaphPad Prism5. Es wurde entweder
ein Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Korrektur oder ein 2Way ANOVA mit
Bonferroni Korrektur verwendet. Die ELISA-Ergebnisse wurden mit einer one-
Way ANOVA mit Turkey-Post-Test analysiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Einfluss auf die Zellviabilitat (Viabilitatsassay)

Die Viabilitat der Zellen hat einen grof3en Einfluss auf die Wundheilung. In der
Proliferationsphase der tiefen Wundheilung bilden Fibroblasten
Granulationsgewebe aus und sind fir die Synthese der extrazellularen Matrix
(ECM) und den Umbau verantwortlich. In diesem Zusammenhang stellt sich die
Viabilitat der Fibroblasten als wichtiger Faktor flr die Wundheilung dar.

Die Zellviabilitat wurde mit Hilfe des Umsatzes vom gelben MTT-Reagenz in das
violette Formazan bei 570 nm photometrisch bestimmt (Kap. 4.2.2).

Die Versuchsergebnisse zeigten keinen Einfluss von TUFT-IT® in Abhangigkeit
von den Applikationszeiten.

Bei den kirzeren Messzeitpunkten (0, 3, 6, 12, 24h) konnte nach einer
Einwirkzeit von 5 min, 30 min und 60 min und bei permanenter Applikation kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und Applikationsgruppe
nachgewiesen werden

(s. Abbildung (7) ).
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Abbildung (7) Fibroblastenviabilitit nach TUFT-IT® Kurzapplikation

Die  Zellviabilitit wurde mittels MTT-Assay bei 570nm  photometrisch  bestimmt.  Die
Viabilititsverdnderung wurde mit 5, 30, 60 min oder permanenter TUFT-IT® Applikation zu den
Messzeitpunkten 0, 3, 6, 12 und 24h bestimmt. Als Kontrolle dienten Zellen ohne TUFT-IT® Zugabe.
Kontrollzellen zum Zeitpunkt Oh wurden gleich 100% gesetzt und zur Normalisierung verwendet. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und Applikationsgruppe in den ersten 24
Stunden. (2-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test; je n =12; NHDF= normale humane dermale Fibroblasten)
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Auch zu den spateren Messzeitpunkten, nach 7 und 14 Tagen, zeigte TUFT-IT®
keinen Einfluss auf die Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (s.
Abbildung (8) ).
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Abbildung (8) Darstellung der Fibroblastenviabilitdit mit Langzeit TUFT-IT® Applikation

Nach 7 und 14 Tagen wurde die Zellviabilitit von TUFT-IT® behandelten (5, 30, 60 min und permanent)
NHDF-Zellen unter Zuhilfenahme des MTT-Assay gemessen. Die Darstellung erfolgt in %, normalisiert
gegen die Kontrolle (Zellen ohne TUFT-IT® Applikation) zum Zeitpunkt Oh. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Kontroll- und Applikationsgruppe in der ersten und zweiten Woche. Die
Zellviabilitdt blieb nach TUFT-IT®-Zugabe unverdndert. (2-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test; je n=12;
NHDF= normale humane dermale Fibroblasten)
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5.2 Einfluss auf die Zellproliferation

In der Wundheilung setzt nach der Entziindungsphase die Proliferationsphase
ein. Diese ist durch die Bildung von Granulationsgewebe bezeichnet, welches
malfdgeblich von aktivierten Fibroblasten sezerniert wird.

In diesem Versuch soll der Einfluss von TUFT-IT® auf das Wachstum der
Fibroblasten untersucht werden.

Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben wurden die Zellen in 12-Well-Platten ausgesat
und zu den Messzeitpunkten 0, 3, 6, 12, 24 h sowie 7 und 14 Tage aus dem Well
gelost und in einer Neubauerzahlkammer gezahlt. Die Zellzahlen der lebenden,
sowie der toten Zellen wurden dokumentiert. Als Kontrollen dienten Zellen ohne
Zugabe von TUFT-IT®.

Zu den Messzeitpunkten der ersten 24 Stunden konnte kein signifikanter
Unterschied in den verschiedenen Gruppen mit Applikationszeiten von 5 min, 30
min, 60 min und 24 Stunden und bei permanenter Anwesenheit von TUFT-IT®
auf die Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden.

Bei den langeren Messzeitpunkten, nach 7 und 14 Tagen, konnte bei allen
Applikationszeiten ein signifikanter Abfall der Zellenzahl festgestellt werden
(p<0001). So wurde bei einer Applikationszeit von 5 Minuten ein signifikanter
Abfall der Zellzahl nach 7 und 14 Tagen nachgewiesen (p<0001). Die Zahl der
lebenden Zellen ist bei 5 minutiger Applikation nach 7 Tage von 94,8% + 14%
auf 14,8% £ 4,6% und nach 14 Tage von 94,8% + 14% auf 22,7% + 11,8% der
Ausgangszellzahl gesunken.

Auch ist durch die permanente TUFT-IT® Applikation die Zahl der lebenden
Zellen nach 7 Tage signifikant von 94,8% + 14% auf 30% + 9,1% und nach 14
Tage von 94,8% * 14% auf 33,6% + 3,3% der Ausgangzahl gesunken.

In der Kontrollgruppe sank die Zellzahl nach einer Woche von 100% * 6,8% auf
nur 80,5% + 27,5%. Nach 2 Wochen erholten die Zellen sich jedoch, sodass die
Zellzahl in der Kontrollgruppe unverandert im Vergleich zur Ausgangszellzahl war
(s. Abbildung (9) ).
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Abbildung (9) Fibroblastenproliferation mit und ohne TUFT-IT® Applikation

Dargestellt ist die Proliferation der NHDF- Zelllinie mit und ohne TUFT-IT® Gabe iiber die Zeit (0 h, 3
h, 6 hy 12h, 24 h, 7 d, 14 d) mit den verschiedenen Applikationszeiten (5 min, 30 min, 60 min und
permanenter Applikation). Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Es zeigte sich, dass die Proliferation
der Fibroblasten in den Kontroll- und Applikationsgruppen nach TUFT-IT®-Zugabe in den ersten 24
Stunden unverdndert blieb. Nach 7 und 14 Tagen zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen
den Kontroll- und Applikationsgruppen. Hierbei fiel die Proliferationsrate bei allen Applikationsgruppen
ab. Die Applikationsgruppen untereinander zeigten jedoch einen signifikanten Unterschied. (Signifikanz
**% p<0,001. 2-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test)
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5.3 Einfluss auf die Zellmigration

Neben der Proliferation gehort die Fibroblastenmigration zur Proliferationsphase
der Wundheilung. Diese setzt ca. 3 Tage nach der Verletzung ein und ist ein

wesentlicher Teil der Wundheilung.

Das Migrationsverhalten der Zellen wurde wie im Kapitel 4.2.4 beschrieben bei
diversen TUFT-IT®-Applikationszeiten (5 min ,30 min, 60 min und 24 h) im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne TUFT-IT® untersucht.

Bei allen oben genannten Gruppen wurde keine signifikante Veranderung der
Zellmigration nach Zugabe von TUFT-IT® im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen. Die hdchste Migrationsrate wurde bei einer Applikationszeit von
60 Minuten registriert. Hierbei war die zellbedeckte Flache nach 24 Stunden von
95,37% bis zu 99,75% durch migrierte Fibroblasten besiedelt

(s. Abbildung (10) ).

(A) (B) (C)

Abbildung (10) zeigt die registrierte Fibroblastenmigration nach 60 minutiger TUFT-IT®-Zugabe zu den
verschiedenen Messpunkten: (A) Messzeitpunkt 0 Stunden, (B) Messzeitpunkt 12 Stunden und (C)
Messzeitpunkt 24 Stunden

Bei allen Versuchsgruppen war letztendlich die zellbedeckte Flache der
Migrationsplatte nach 24 Stunden uber 90% bedeckt. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontroll- und Applikationsgruppen in
Hinblick auf die Zellmigration (s. Abbildung (11) ).
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Abbildung (11) Einfluss von TUFT-IT® auf das Migrationsverhalten von Fibroblasten

Gezeigt wird die Migration der NHDF-Zellen iiber die Zeit (0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) mit den verschiedenen
Applikationszeiten: 0 min, 5 min, 30 min und 60 min. Die Zell-bewachsene Fliche wurde mittels des
Programms t-scratch (CSElab ETH-Ziirich) ausgewertet und ist in Prozent dargestellt. Eine voll
bewachsene Fliche wiirde als 100% festgesetzt. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontroll- und Applikationsgruppen iiber 24 Stunden. Die Zellmigration blieb nach TUFT-IT®-Zugabe
unverdndert. (2-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test, je n=12)
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5.4 pH-Messungen und TUFT-IT®-Zerfall

Es ist bekannt, dass Hamostyptika den pH-Wert im Zellmilieu verandern und
somit eine entscheidende Rolle bei der Wundheilung spielen kdnnen. Durch
einen pH- Wert Abfall kann es zu einer Bakteriziditat kommen. Zudem wird eine
blutstilende Wirkung erreicht, in dem es 2zu einer unspezifischen
Plattchenaggregation kommt, welche letztlich zur Bildung eines Thrombus flhrt.
Ein negativer Einfluss auf den pH-Wert und die Wundheilung ist z.B. bei der

Anwendung von oxidierter Cellulose bekannt [42].

5.4.1 pH-Messungen von Zellkulturmedium unter TUFT-IT® Applikation

Um den Einfluss von TUFT-IT® auf die Veranderung des pH-Wertes im
Zellkulturmedium zu untersuchen, wurde die pH-Wert-Veranderung des
Zellkulturmediums ohne Zellen bestimmt.

Bei den pH-Messungen von Zellkulturmedium zeigten die Messergebnisse der
beiden Gruppen mit und ohne TUFT-IT®-Zugabe keinen signifikanten
Unterschied.

In den ersten 12 Stunden blieb der durchschnittliche pH-Wert beider Gruppen
leicht basisch bis maximal pH 8,6 bei der Mediumgruppe und bei einem pH-Wert
von 8,6%x= 0,048 bei der Gruppe mit Medium mit TUFT-IT® nach 3 Stunden. In
den nachsten 36 Stunden fiel der pH-Wert in den Gruppen leicht ab, er blieb
jedoch im leicht-basischen Bereich ohne signifikanten Unterschied zwischen
beiden Gruppen.

Bei den langeren Messzeitpunkten blieb er bei leicht-basischem Niveau weiterhin
ohne signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
Zusammengefasst ergaben die pH-Messungen aller Untersuchungsgruppen
keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Im Verlauf
blieben die pH-Werte im leicht-basischen Bereich (s. Abbildung (12) ).
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Abbildung (12) pH-Wert Messung von Zellkulturmedium nach TUFT-IT® Applikation im Vergleich zur
Kontrolle

Dargestellt ist die Verdnderung des pH-Wertes im Zellkulturmedium ohne Zellen zu den Messzeitpunkten
1-6 h Stiindlich, 12 h, 24 h, 7 d und 14 d mit und ohne TUFT-IT® Applikation. Es zeigte sich keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und Applikationsmediumgruppen iiber 14 Tage. Der pH-
Wert im Zellkulturmedium blieb nach TUFT-Zugabe unverdndert. (1-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test, je
n=12)

5.4.2 pH-Messungen von Zellkulturmedium mit Zellen ohne und mit Zugabe
von TUFT-IT®

Um eine Veranderung des pH-Wertes im Zellkulturmedium mit Zellen
auszuschlief3en wurde der pH-Wert des Zellkulturmediums mit Zellen bestimmt.
Nach Zugabe von TUFT-IT® auf die kultivierten Zellen wurde der pH-Wert im
Medium zu den Messzeitpunkten 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 Stunden gemessen. Als
Kontrolle dienten Messungen von kultivierten Zellen ohne Zugabe von TUFT-IT®
(s. Kap. 4.2.5).

Die Messungen erzeigten bei beiden Gruppen in den ersten 3 Messzeitpunkten
einen leichten Anstieg des durchschnittlichen pH-Werts bis maximal pH 8,58.

Danach fiel der pH-Wert leicht ab und verblieb zu allen Messzeitpunkten
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innerhalb der untersuchten zwei Wochen leicht basisch ohne signifikanten

Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit TUFT-IT® (s.
Abbildung (13) ).

pH-Messung von Zellkulturmedium mit Zellen

8.8+

764 = Zellen
- Zellen + Tuft-it

T i T T L | T T 1
0 2 4 6 12 24 36 48 168 336 504 672
Messzeitpunkte [h]

Abbildung (13) pH-Wertmessung von Zellkulturmedium mit Zellen nach TUFT-IT®-Applikation
Im Zellkulturmedium mit Fibroblasten wurde der pH-Wert an den Messzeitpunkten 1-6 h stiindlich, 12 h
24 h, 7 d und 14d mit und ohne TUFT-IT® Applikation bestimmt und wird hier dargestellt. Es zeigte sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den Kontroll- und Applikationszellgruppen iiber 14 Tage. Der pH-
Wert blieb nach TUFT-IT®-Zugabe auf Fibroblasten unverdndert. (1-Way-ANOVA mit Bonferroni-Test)
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5.4.3 TUFT-IT® Zerfall im Zellkulturmedium

Zur Beobachtung des Zerfalls von TUFT-IT® im Zellkulturmedium wurde
TUFT-IT® mit Trypsin blau angefarbt und in den Proben zu verschiedenen
Zeitpunkten fotografiert. Die Stabilitat und Integritat von TUFT-IT® veranderte
sich nicht in den ersten 24 Stunden bei nicht signifikanten Veranderungen des
pH-Wertes (s. Abbildung (14) ).

(@) (b) (c)

(d) (e)

Abbildung (14) zeigt den TUFT-IT® Zerfall nach 5 Sekunden (a), 3 Stunden (b), 6 Stunden (c), 12 Stunden
(d) und 24 Stunden (e)

44



Ergebnisse

5.5 Kontraktionsassay

In der spaten Phase der Wundheilung differenzieren die Fibroblasten zu
Myofibroblasten, welche durch grof3e Bundel von actinhaltigen Mikrofilamenten
gekennzeichnet sind und kontrahieren kénnen. So Uben die Myofibroblasten
Zugkrafte auf die Kollagenmatrix aus, was zur Kontraktion mit entsprechendem
Wundverschluss fuhrt.

Dieser naturliche Wundverschluss wird im Kontraktionsassay mittels einer

Kollagenmatrix nachgebildet.

Zunachst wurden die Kollagen/Zell-Matrizen wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben
vorbereitet und mit TUFT-IT® versetzt oder als Kontrolle unbehandelt belassen.
Zur Dokumentation des Matrixumfangs wurden Fotos der Matrizen nach dem
Ablésen der Matrizen, 24 h und 48 h nach Inkubation aufgenommen. Die
Auswertung der Fotos erfolgte durch das Programm Zeiss AxioVision, wobei das
Verhaltnis der von Matrize bedeckten Flache zur Gesamtflache berechnet wurde.
Die resultierenden Werte wurden in den verschiedenen Gruppen nach TUFT-IT®
Applikation zu den Kontrollgruppen verglichen.

Nach TUFT-IT® Applikation zeigte das Verhaltnis der Matrix-Flache zur
Gesamtflache innerhalb von 48 Stunden keine signifikante Veranderung im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit ergab sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen (s. Abbildung (15) ).
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Abbildung (15) Darstellung der Kontraktionsfihigkeit von Kollagenmatrizen mit und ohne TUFT-IT®
Applikation

Gezeigt wird die Kontraktion der Zellmatrizen nach Fotobearbeitung mit High: 65535, Low: 51765,
Gamma 1.18 im Vergleich von vor TUFT-IT® Applikation, 24 h und 48 h nach Applikation. Es wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- (blaue Kurve) und Applikationsgruppe (griine Kurve)
innerhalb von 48 Stunden nachgewiesen. Die Kontraktion blieb nach TUFT-IT®-Zugabe unverdndert (1-
Way-Annova mit Bonferroni-Test, je n=12)
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5.6 ELISA-Ergebnisse

Um den Einfluss des Gelatinematerials TUFT-IT® auf Wachstumsfaktoren zu
untersuchen, wurden ELISA-Platten der einzelnen Proteine wie in Kapitel 4.2.7
beschrieben vorbereitet. Hierzu wurden die Wachstumsfaktoren VEGF, TGF-j3,
FGF-b und TNF-a in Anwesenheit von TUFT-IT® zum Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe untersucht.

Die VEGF-Produktion wies keine wesentliche Veranderung nach sechs stiindiger
Anwendung von TUFT-IT® auf. Nach 24 Stunden stieg die VEGF Produktion um
61% im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant an. Auch zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der VEGF-Expression im Vergleich der 24 h Applikation zur
6 h Applikation von TUFT-IT® (p<0,05). Die TNF-a-Konzentration blieb nach 24
Stunden unter TUFT-IT® im Vergleich zur Kontrollgruppe stabil. Bei der ELISA-
Untersuchung auf die Wachstumsfaktoren TGF-3, FGF-b und TNF-alpha zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zu der jeweiligen Kontrollgruppe.

TGF-B ist nach 24-stindiger TUFT-IT® Anwendung um 19,5% abgesunken.
FGF-b ist nach 6 Stindiger TUFT-IT® Anwendung leicht um 16% angestiegen,
allerdings ohne Signifikanz (s. Abbildung (16) ).
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* Signifikanter Anstieg der VEGF-Konzentration nach 24 h bei permanenter
Applikation von TUFT-IT® (p<0,05)

Abbildung (16) Konzentration der verschiedenen Wachstumsfaktoren in Prozent nach TUFT-Applikation

Hier sind die Konzentrationsverhdltnisse der Wachstumsfaktoren VEGF, TNF-a, TGF-f und FGF-b ohne
und mit TUFT-IT® Applikation zu den Zeitpunkten 6 h und 24 h dargestellt. Lediglich zeigte VEGF nach
24 h einen signifikanten Konzentrationsanstieg im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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6. Diskussion

6.1 Zellviabilitat und -proliferation

Zellviabilitdt und -Proliferation sind essentielle Phasen bei jeder Wundheilung.
Um die Wirkung von TUFT-IT® auf die Wundheilung zu untersuchen ist die
Durchfihrung eines Viabilitats- (MTT-Assay) und Proliferationsassays

unvermeidbar. Zur Bestimmung der Zellviabilitat wurde der MTT-Assay gewahit.

Die Proliferation wurde durch eine Zahlung der Zellen mittels Neubauer

Zahlkammer nach Zugabe von TUFT-IT® bestimmt.

Wahrend die Zellviabilitat zu allen Zeitpunkten mit und ohne Zugabe von TUFT-
IT® unbeeinflusst blieb, wurde die Proliferation nach 7 und 14 Tage TUFT-IT®
Zugabe negativ beeinflusst.

Andere Studien zeigten widersprichliche Ergebnisse. Orlova et al. zeigten, dass
die Zugabe von Gelatine die Proliferation der embryonalen Fibroblasten bei
Mausen stimuliert[55]. Ebenso zeigte eine in-vitro Studie von Priya et al. einen
positiven Einfluss von gelatinehaltigem Kryogel auf Fibroblastenviabilitat[56].
Eine weitere in-vitro Studie von Zeng et al. besagt, dass Mausefibroblasten durch
die Verwendung eines Hydrogels, welches aus Alginaten und Gelatine hergestellt
wurde, eine starkere Viabilitat und Proliferation nach 7 und 14 Tage zeigten [57].
In einer in-vitro und in-vivo Studie von Cahu et al. wurden kombinierte Chitosan-
Gelatine Wundauflagen untersucht. Die Viabilitat von 3T3-Fibroblasten wurde
nach 24 Stunden durch Applikation der gelatinehaltigen Wundauflage auf ca. 50
% reduziert[58]. In einer Vergleichsstudie wurden Alginate mit gelatinehaltigem
Alginate-Hydrogel in-vitro untersucht; es zeigte sich eine signifikant positive
Wirkung des gelatinehaltigen Alginate-Hydrogels sowohl auf die Viabilitat als
auch die Proliferation der normalen humanen dermalen Fibroblasten[59].

Der Vergleich zwischen der Wirkung von Alginate, Gelatine und Alginate-
Gelatine auf Fibroblasten wurde in einer weiteren in-vitro Studie von
Lewandowska et al. untersucht, wobei es eine bessere Viabilitat der Fibroblasten

in Anwesenheit von Gelatine nachgewiesen werden konnte[60].
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Humane Fibroblasten reagierten in einer anderen in-vitro Studie ebenso mit einer
verstarkte Viabilitat als diese auf mikroporose Schweinegelatinemikroperlen und
in einem Bioreaktor (Cellspin) in serumfreiem Fibroblasten-Wachstumsmedium
oder in DMEM-Medium mit 10% fetalem Kalbserum inkubiert wurden[61].

Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Studie von Kanokpanont et al., wobei eine
gelatinehaltige Wundauflage untersucht wurde, unter dessen Anwendung eine

verstarkte Fibroblastenproliferation erreicht werden konnte[62].

Passend zu unseren Ergebnissen der Proliferation zeigten Kang et al. in einer in-
vivo Studie, die eine Hemmung der Bildung von Granulationsgewebe durch

Gelatine zeigte [54].

Aus den Ergebnissen unserer Studie gelangt man zu dem Schluss, dass das
Belassen von TUFT-IT® in der Wunde zu einer Hemmung der
Fibroblastenproliferation fihren kann. Man muss jedoch bedenken, dass die
Fibroblasten uUber 7 Tage in der Kultur wachsen und sowohl der Platz als auch
die Nahrstoffe, es wurde kein Wechsel des Zellkulturmediums vorgenommen,
begrenzt waren. Es kann nicht ausgeschlossen werden, was die Hemmung der
Zellproliferation durch andere, in dieser Arbeit nicht untersuchte, Zellreaktionen
wie Stress, Apoptose und/oder Zellarrest injiziert wurde. Um dies genauer zu
untersuchen und zu unterscheiden mussen weitere Tests, wie zum Beispiel ein

Apoptose Assay, erfolgen.

Neben Gelatinematerialen werden auch andere Hamostyptika bei chirurgischen
Eingriffen eingesetzt. Zu diesen gehoéren oxidierte regenerierte Cellulose (ORC)
und oxidierte nicht- regenerierter Cellulose (ONRC). Da diese Hamostyptika
ebenfalls einen Einfluss auf die Wundheilung haben kdnnten, ist es von gro3em
Interesse zwischen den verschiedenen Hamostyptika zu vergleichen und zu

diskutieren, wie sie in den jeweiligen Wundheilungsphasen wirken kdnnten.

Eine in-vitro Studie, die durch unsere Arbeitsgruppe durchgefuhrt wurde, zeigte,
dass sowohl ORC als auch ONRC die Viabilitat der Fibroblasten im Zeitraum von
Tag 0 bis Tag 7 hemmten. Dieser Effekt war im zweiten Beobachtungszeitraum
zwischen Tag 7 und 14 weniger deutlich jedoch in beiden Intervallen
signifikant[42].
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Allerdings findet man in der Literatur auch Arbeiten, die diesen Ergebnissen
widersprechen; z.B. wurde in der Studie von Liu et al. kein Einfluss auf die
Fibroblastenproliferation durch oxidierte Cellulose nachgewiesen[63]. Ebenso
wiesen Nuray et al. anhand von Tierexperimenten keinen signifikanten Einfluss

oxidierter Cellulose auf die Zellproliferation nach[64].

Ein direkter Vergleich zwischen cellulose- und gelatinebasierten Hamostyptika
wurde in einer in-vivo Studie durchgefihrt. Hierbei wurden die Materialien bei 30
Mausen verwendet und nach 3 und 28 Tagen untersucht. Nach 3 Tage stellte
sich in beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied in Bezug auf Proliferation
von Granulationsgewebe dar. Interessanterweise war die Proliferation in der
Cellulose-Gruppe nach 28 Tage starker ausgepragt, wahrend in der Gelatine-

Gruppe eine verzogerte Proliferation gesehen werden konnte[54].

Zusammenfassend kommt man in Hinblick auf die verschiedenen Ergebnisse
unserer und anderen Studien zum Fazit, dass gelatinehaltige Materialen keinen
negativen Einfluss auf die Fibroblastenproliferation und -viabilitdt bei kirzeren
Einwirkzeiten haben. Bei langeren Einwirkzeiten bestehen jedoch

widerspruchliche Ergebnisse.
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6.2 Zellmigration

Ca. 3 Tage nach der Verletzung beginnt die Fibroblastenmigration. PDGF, TGF-
R und bFGF stimulieren die Fibroblastenmigration[12]. Die Fibroblasten
produzieren nun wichtige Matrixproteine wie Hyaluronsaure, Fibronectin,

Proteoglykane und Prakollagen Typ 1 und Typ 3.

Unter Verwendung von TUFT-IT® ergab sich kein signifikanter Unterschied zu
der Fibroblastengruppe ohne TUFT-IT® in Bezug auf die Zellmigration tUber 24

Stunden.

In einem Tierversuch wurde Gelatine bei Ratten mit Verbrennungswunden als
Wundauflage verwendet. Dies fiuhrte zu einem wesentlichen Mangel an
Fibronectin, welches als ein ausschlaggebender Grund fir die gezeigte

Verzogerung der Zellmigration und die Wundheilung dargestellt wird [65].

Eine weitere in-vitro Studie zeigte, dass die Fibroblastenmigration durch eine
erhohte Expression von MMP9 gehemmt wird[66]. lyer et al. konnte 2012 zudem
zeigen, dass die MMP9-Aktivitat durch Gelatine gesteigert werden kann[67].
Ebenso zeigte die in-vitro und in-vivo Studie von Jaiswal et al., dass kombinierte
Wundauflagen aus Gelatine-Nanofasern und Polyvinylalkohol-Hydrogel eine

erhohte MMP9-Expression begunstigen[68].

In Hinblick auf die Ergebnisse der oben genannten Studien kommt man in diesem
Zusammenhang zu dem Schluss, dass gelatinehaltige Materialien die

Fibroblastenmigration hemmen konnten.

Diesem Schluss widersprechen die Ergebnisse der in-vitro Studie von Zeng et
al., die nachgewiesen haben, dass die Mausefibroblasten durch die Verwendung
eines aus Alginate und Gelatine kombinierten Hydrogels, zunehmende Migration
Uber 14 Tage aufwiesen [57].

Wie bereits erwahnt wurde, stimuliert das FGF die Fibroblastenmigration
wahrend der Wundheilung. In einer in-vitro Studie von Nakajima et al. wurden

kardiale Myocyten mit Gelatin Hydrogel behandelt. Es zeigte sich eine
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signifikante Anreicherung an FGF in den mit Gelatine behandelten Zellen[69],

was zu einer gesteigerten Migration fuhren wurde.

Andererseits zeigte Wagenhauser et al. in einer in-vitro Studie eine negative
Wirkung auf die Zellmigration nach Anwendung von oxidierter Cellulose. Nach
24 Stunden war die zellbedeckte Flache nach oxidierter regenerierter Cellulose
(ORC)-Anwendung bei 88.1% +5.7% und nach oxidierter nicht regenerierter
Cellulose (ONRC)-Anwendung 80.5% £4.2% deutlich kleiner als bei der
Kontrollgruppe 98.1% + 2.3% [42].

Eine positive Wirkung oxidierter Cellulose auf das Migrationsverhalten
beschrieben Hart et al. bei Wunden von diabetischen Mausen, die mit einer
Kombination aus oxidierter Cellulose und Kollagen behandelt wurden[70].

Die Daten von Wagenhauser et al., die aus unserer eigenen Forschungsgruppe
stammen, sind mit unseren Ergebnissen besser vergleichbar, weil in beiden
Studien der gleiche Migrationsassay mit derselben Zelllinie unter ahnlichen

Bedingungen durchgeflihrt wurde.
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6.3 pH-Messungen

In der in unserem Labor durchgefuhrten in-vitro Studie von Wagenhauser et al.
2016 wurde gezeigt, dass die Zugabe von ORC und ONRC in das
Zellkulturmedium einen starken Abfall des pH-Wertes hervorruft[42]. Um dies bei
der Zugabe des hier untersuchten Gelatinehaltigen Hamostyptikum
auszuschliefen, wurde der pH-Wert des Mediums sowohl mit und ohne Zugabe
von TUFT-IT® als auch mit und ohne Zellen in einem Zeitraum von 14 Tage
untersucht. Hier zeigte sich, dass TUFT-IT® keinen signifikanten Einfluss auf den
pH-Wert des Mediums hat.

Diese Ergebnisse waren allerdings zu erwarten, da Gelatine von Typ A ihren
isoelektrischen Punkt im Bereich von pH 7-9 hat und Zellkulturmedium mit einem
pH-Wert von um die 7,4 in diesem Bereich fallt. Entsprechend waren unsere
Ergebnisse der pH-Messungen nach TUFT-IT®-Zugabe auf die humanen

Fibroblasten.

Laut Herstellerfirmen weisen die von Wagenhauser et al. 2016 untersuchten
ONRC und ORC Produkte eine bakteriostatische und keimvernichtende
Eigenschaft auf. Dies kdnnte mit dem erniedrigten pH-Wertes in der Umgebung

(in-vitro im Zellkulturmedium) zusammenhangen[42].

Eine Veranderung des pH-Wertes in der Umgebung kann sowohl positive als
auch negative Auswirkungen auf die Migration, Proliferation und Viabilitat von

Fibroblasten und somit auf die Wundheilung haben.

In einer in-vitro Studie von Kruse et al. wurde der pH-Effekt auf die Fibroblasten
untersucht, wobei die Zellviabilitdt, -proliferation und -migration bei

verschiedenen pH-Werte (5,5-12,5) gepruft wurden[71].

Eine optimale Viabiliat der Fibroblasten konnte bei pH-Werten von 7,5 bis 11,5
am ersten Tag, 8,5 bis 10,5 am dritten Tag und bei 8,5 am funften Tag
nachgewiesen werden.

Bei dem Proliferationsassay zeigte sich eine signifikant ansteigende

Proliferationsrate bei basischen pH-Werten zwischen 8,5-9,5.
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Der optimale pH-Wert fur die Fibroblastenproliferation wurde bei 8,5 am ersten
Tag, 8,5 und 9,5 am dritten Tag und 8,5 am funften Tag registriert.

Sowohl bei basischen als auch sauren pH-Werten war die Fibroblastenmigration
inhibiert. Die hochste Migrationsrate der Fibroblasten war bei einem pH-Wert von

7,5 nachweisbar.

In derselben Studie haben Kruse et al. in-vivo den pH-Effekt auf die Wundheilung
bei Wistar-Ratten untersucht. Die optimalste Bedingung fir eine unauffallige
Wundheilung zeigte sich ebenfalls bei einem pH-Wert von 7,5. Bei einem saurem
pH-Wert unter 6,5 war die Wundheilung verlangsamt, wahrend bei einem

basischem pH-Wert Gber 7,5 die Wundheilung nicht negativ beeinflusst war.

Zudem zeigte die in vitro-Studie von Sharpe et al. eine ansteigende
Proliferations- und Migrationsrate von Fibroblasten bei leicht basischen pH-
Werten[72].

In unserer Studie wurde nach TUFT-IT® Verwendung kein Einfluss auf den pH-
Wert im Zellmilieu beobachtet. Ob TUFT-IT® eine positive oder negative Wirkung
auf den pH-Wert in der Wunde und letztendlich auf die Wundheilung austibt, ist
nicht in der Literatur beschrieben und muss noch genauer untersucht werden.
Nach unseren in-vitro Untersuchungen im Zellkulturmedium konnte man den
Ruckschluss ziehen, dass TUFT-IT® keine bis eine leicht basische Veranderung
des pH-Wertes einer Wunde hervorrufen kénnte. Dies kann jedoch nur mittels

einer in-vivo Studie geklart werden.
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6.4 Zellkontraktion

Unsere  Versuche ergaben keine signifikante  Veranderung der
Fibroblastenkontraktion nach TUFT-IT® Applikation Uber 24 und 48 Stunden im
Vergleich zur Kontrollgruppe und somit zeigte sich kein Einfluss auf den
Fibroblastenkontraktion.

In der Literatur sind verschiedene Studien, die widersprechende Ergebnisse bzgl.
der Wirkung von Gelatine auf die Wundkontraktion zeigten.

Die in-vitro und in-vivo Studie von Jaiswal et al. zeigte eine schnellere Kontraktion
von Hautwunden in Wistar-Ratten, die mit kombinierten Auflagen aus Gelatine-
Nanofasern und Polyvinylalkohol-Hydrogel behandelt wurden[68]. Als Kontrollen
diente eine Gruppe ohne Wundauflage.

Nakajima et al. wiesen mittels einer in-vitro Studie sogar eine verstarkte
Kontraktion von kardialen Myozyten nach Anwendung von gelatinehaltigem
Hydrogel nach[69].

Eine in-vivo Studie von Schiefer et al. zeigte wiederum einen positiven Einfluss

von Gelatine-Kollagen Material auf die Wundkontraktion[73].

Auch in einer anderen in-vivo Studie wurde ein kombiniertes Material aus
Gelatine und Chitosan untersucht, wobei ebenso ein positiver Einfluss auf die
Wundkontraktion Uber 14 Tage bei Wistar-Ratten nachgewiesen werden
konnte[58].

Andere Ergebnisse zeigte eine in-vivo Studie von Nagelschmidt et al., in den drei
intraperitonealen Injektionen von Gelatine (5 mg/kg Kérpergewicht) bei Ratten
erfolgten. In den ersten 3 Tage zeigte sich einen auffalligen Mangel an
Fibronectin, dessen Konzentration am Tag 1 auf 36,3% im Vergleich zur
Kontrollgruppe sank, was zu einer signifikanten Verzdgerung der
Wundkontraktion nach 7 und 14 Tage flhrte[65].

Wenn man auf unsere Versuchsergebnisse zurlckblickt, kommt man zum Fazit,
dass TUFT-IT® einen neutralen bzw. keinen negativen Einfluss auf die

Fibroblastenkontraktion zu haben scheint.
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Im Vergleich zu anderen Hamostyptika wie z.B. ONRC (Resorbacell) , die die
Fibroblastenkontraktion negativ beeinflussen[42], beeinflusst Gelatine — in
Betracht auf unserer Ergebnisse- die Wundkontraktion nicht.

6.5 Die Wirkung auf Wachstumsfaktoren (ELISA)

In unserer Studie ergaben die ELISA-Untersuchungen, dass das
Gelatinematerial TUFT-IT® eine signifikante Erh6hung auf die Proteinexpression
von VEGF hervorruft. Die anderen Wachstumsfaktoren TNF- a, TGF-3 und b-
FGF zeigten jedoch wurde keine Veranderung der Proteinexpressionen.

Unsere Studienergebnisse zeigten einen Anstieg der b-FGF Konzentration nach
24 stindiger Verwendung von TUFT-IT® um 16% der Ausgangsmenge. Obwohl
dieses Ergebnis als nicht signifikant bezeichnet wurde, kann man davon
ausgehen, dass das verwendete Gelatinematerial mindestens die b-FGF
Expression nicht negativ beeinflusst. b-FGF stimuliert die Kollagensynthese,
Wundkontraktion, Epithelisierung und Fibronectin- und
Proteoglycansynthese[22].

Noch ausgepragter als b-FGF Expression wurde die VEGF Expression von
Gelatinematerialen reguliert. Hierbei stieg die VEGF Expression um 61%
signifikant nach 24 stundiger Verwendung von TUFT-IT® im Vergleich zur
Kontrollgruppe an. VEGF spielt eine essentielle Rolle in der Angiogenese[21],
wobei es die Proliferation von postkapillaren Endothelzellen durch die NO-
Produktion und cGMP-Akkumulation stimuliert[74].

Im Gegensatz zu b-FGF und VEGF sink die TGF-3 Konzentration um 19,5 %
nach 24 stindiger Verwendung von TUFT-IT® leicht ab. TGF-} spielt eine
wichtige Rolle bei der Wundheilung, denn es aktiviert die Angiogenese, die
Proliferation und die Kollagensynthese der Fibroblasten[23].

Literaturdaten Uber einen direkten Einfluss auf die Wachstumsfaktoren durch
Gelatinematerialen wahrend der Wundheilung wurden nicht gefunden. Allerdings
gibt es Studien, die sich mit der Wirkung von Composite-Materialen aus Gelatine
und Wachstumsfaktoren auf die Wundheilung beschaftigt haben.

In einer in-vivo Studie von Kawai et al. wurde die Fibroblastenproliferation nach
der Implantation von freiem b-FGF und b-FGF in Kombination mit Gelatine-

Mikrokugelchen in einem kinstlichen Dermismodell untersucht. Die kinstliche
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Haut wurde auf Meerschweinchenriucken implantiert. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden an den Untersuchungstagen 1, 5, und 7
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass die Fibroblastenproliferation bei der
Implantation von mit b-FGF impragnierten Gelatine-Mikrokligelchen signifikant
schneller verlief als bei freiem b-FGF, woraus es geschlossen wurde, dass die
Gelatine-Mikrokugel ein vielversprechendes Instrument zur Beschleunigung der
b-FGF-induzierten Geweberegeneration in kinstlicher Dermis ist[75].

In einer anderen in-vitro und in-vivo Studie von Suzuki et al. wurde das Gelatine-
Gel als wirksamer Trager von Wachstumsfaktoren wie TGF-B und b-FGF
verwendet und foérderte die Angiogenese und die Bildung von
Granulationsgewebe([76].

Jinno et al. untersuchten in einer Vergleichsstudie in-vivo den Unterschied
zwischen der Wirkung von Kollagen-Gelatineschwamm und Kollagenschwamm
auf die Wundheilung von Rattenriickenhaut. Beide Schwammtypen wurden mit
b-FGF behandelt. Nach zweiwochiger Anwendung zeigte sich eine signifikant
grélere Bildung von hautdhnlichem Gewebe bei der Rattengruppe, die mit
Kollagen-Gelatineschwamm und b-FGF behandelt wurden. Diese Studie wies
wiederum nach, dass die Gelatinematerialen geeignete Trager fur
Wachstumsfaktoren sind und mit denen sich gut vertragen[77].
Zusammenfassend scheint Gelatinematerial in Hinblick aus unseren ELISA-
Ergebnissen und den vorhergien Studien mit den Wachstumsfaktoren kompatibel
zu sein oder mindestens keinen negativen Einfluss auszulben. Allerdings
wulrden Erweiterung der ELISA-Untersuchung auf andere Zytokine wie z.B. a-
SMA und gegebenenfalls Erhéhung der N-Zahl ein genaueres Bild Uber die
Wirkung von Gelatinematerialen auf die Wachstumsfaktoren bei der

Wundheilung verschaffen.
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7. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des gelatinebasierten Hamostyptikum TUFT-
IT® auf verschiedene subzellulare Prozesse auf Fibroblasten in-vitro untersucht.
Es sollte ein Uberblick verschafft werden, wie Gelatinematerialen die
Fibroblasten in der Wundheilung beeinflussen und ob die operative Anwendung
von diesem Hamostyptikum im Vergleich zu anderen Hamostyptika von Vorteil
sein konnte. Die Motive zu diesem Forschungsprojekt waren sich gegenseitig
widersprechende Ergebnisse bisheriger Studien und fehlende oder nicht

ausreichende Literaturdaten zu diesem Thema[53, 54].

Unsere Studienergebnisse zeigen, dass Gelatinematerialen keine oder
mindestens wenig hemmende Wirkung auf die von uns untersuchten zellularen
Prozesse in einer Fibroblastenkultur ausuben. Dies wird besonders im Vergleich
zu anderen Hamostyptika wie ORC und ONRC deutlich. So konnten keine
signifikanten Unterschiede, weder bei Kurzzeit noch bei Langzeit Applikation, von
TUFT-IT® im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in der Zellmigration, der
Zellviabilitat, der Kontraktion nachgewiesen werden. Zudem wurde gezeigt, dass
TUFT-IT® keinen Einfluss auf den pH-Wert des umgebenden Mediums hat. In
unserer Studie wurde lediglich die Fibroblastenproliferation nach langeren

Einwirkzeiten durch das gelatinebasierte Hamostyptikum gehemmt.

Um eine vollstandigere Vorstellung Uber die Wundheilungsbeeinflussung durch
gelatinebasierte Hamostyptika bilden zu konnen, sollten weitere Versuche in
Betracht gezogen werden z.B. Tierversuche um den pH Wert des
gelatinebasierten Hamostyptikums in der Wunde zu bestimmen oder
Untersuchungen in Wundmodellen, in denen andere Zellen auler Fibroblasten
und weitere zellulare Mechanismen wie z.B. Apoptose miteinbezogen werden.
Auch waren klinische Studien zur Erganzung der experimentellen Arbeiten von

Interesse, um das gesamte wissenschaftliche Bild zu vervollstandigen.

Zusammenfassend ermaoglicht unsere Studie einen Einblick in die subzellularen
Prozesse wahrend der Wundheilung unter Anwendung von gelatinebasierten
Hamostyptika und somit ergibt sich nun die Moglichkeit, sich in dieses Thema

durch weitere klinische oder experimentelle Forschungen zu vertiefen.
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