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AQUA AESE. ettt ettt ebeebeeebeesaeenraens Aqua destillata
ASC e e adipose tissue-derived stem cell
BM-MSC it bone marrow-derived mesenchymal stem cell
CEA oot s Cultured-Epidermal-Autograft
O] OO USRS U PP OUPUPRRPRRPRO cell index
DMEM...c.ooiiiiiiiiiiiiiieseeeeesee e Kontrollmedium/Standard-Zellkulturmedium
DMEM (1X) oottt Dulbecco’s modified Eagle Medium (1X)
DIMSO ittt ettt ettt enbeenaeenne Dimethylsulfoxid
DN S et ettt ene s Desoxyribonukleinséure
B COLHniiiiiiie et Escherichia coli
EDTA o ettt et st neas Ethylendiamintetraacetat
EDPI-SC ettt et et es epidermal stem cell
FITC ettt e Fluorescein-5-isothiocyanat
S ettt st Fetales Kélberserum
GONEAMICII. ...ttt ettt ettt sb et e s e sbe et sieesaeeneeenees Gentamicinsulfat
HIE-SC oottt hair follicle stem cell
HIF L@ ittt Hypoxie-induzierter Faktor 1 alpha
hSGSC . human sweat gland stroma-derived stem cell
L e et internationale Einheiten
INT e 2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazoliumchlorid
LAMBI ..ottt ettt aee e Laminin Subunit beta 3
| 51D ) = PSSO PPRRPRO Laktatdehydrogenase
IMET . Mittlere Fluoreszenzintensitit
IMISC ettt ettt et ettt e et e e et e enbeeaee e mesenchymal stem cell
MTT .o 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
INAD . et Nicotinamidadenindinukleotid
PAVEK oo periphere arterielle Verschlusskrankheit
PBS s Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline
PeN/SEIEP ..ottt Penicillin/Streptomycin
20 OO STUURRPRRP Propidiumiodid
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S AUTCUS. ceeti ettt ettt et ae et e et eebeesaeeenseesnaeenraens Staphylococcus aureus
UC-MSC ..ottt st umbilical cord-derived stem cell
VIV E ettt sttt von-Willebrand-Faktor
WEM Lottt et William’s Medium E (1X)
WEM-MEIUM. ..ottt Kulturmedium Hautstanzen
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5 Einleitung und Fragestellung

5.1 Die Haut

5.1.1 Funktionen und Aufbau der Haut
Die Haut erfilllt umfassende Barriere- und somit Schutzfunktionen. Diese sind in

Abbildung 1 dargestellt (Abb. 1) (Singer und Clark 1999, Abdo et al. 2020).

Aufgaben der Haut

ey 2.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Aufgaben der Haut
Die Aufgaben der Haut umfassen den Schutz des Korpers vor thermischen, chemischen und mechanischen
Einflissen. Auflerdem erfolgt ein Anteil der Vitamin-D-Synthese und die Regulation des Wasser- und
Temperaturhaushaltes tiber die Haut. Sinneswahrnehmung und Immunabwehr stellen ein weiteres
Aufgabengebiet der Haut dar (Abdo et al. 2020). Daneben kdnnen ebenfalls Wirkstoffe iiber die Haut
aufgenommen werden (Abbildung erstellt mit Biorender.com).

Die Anordnung der Zellen in der Epidermis spiegelt die unterschiedlichen
Differenzierungsstadien der Keratinozyten wider (Abb. 2b/c). Im innersten Stratum basale
befinden sich Stamm- und Vorlauferzellen der Keratinozyten auf einer Basalmembran. Des
Weiteren liegen hier auch Melanozyten, die fiir die Hautpigmentierung verantwortlich sind.
Sie produzieren Melanin, das an die Keratinozyten abgegeben wird.

In den folgenden Schichten zur Aullenwelt differenzieren die Keratinozyten und verhornen.
Dem Stratum basale schlieBen sich das Stratum spinosum, das Stratum granulosum und in

der Leistenhaut zusétzlich das Stratum lucidum, an (Abb. 2b/c). Das Stratum corneum bildet
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die abschlieBende Schicht, an der verhornte Zellen abgeschilfert werden.

a b
Epidermis
m F ‘
/ ~———" Stratum corneum —|
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A e e
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Abbildung 2: Aufbau der Haut

Die Schichten der Haut mit ihren Anhangsgebilden sind in der Abbildung 2a zu sehen. Die zur Umwelt
gelegene Schicht ist die Epidermis, die aus einem mehrschichtig verhornendem Plattenepithel besteht, gefolgt
von der Dermis, einer kollagenreichen Schicht mit versorgenden Geféfen fiir die Epidermis und zahlreichen
Hautanhangsorganen, wie zum Beispiel Haaren und Schweif3driisen. In der Detailansicht rechts (Abb. 2b/c) ist
der mikroskopische Aufbau der Epidermis von Leisten- und Felderhaut zu sehen. Die behaarte Felderhaut
(Abb. 2b) bedeckt den GroBteil des Korpers, wihrend die Leistenhaut (Abb. 2¢) an Handfldchen und Fulsohlen
zu finden ist (Abbildung erstellt mit BioRender.com).

Weitere Zellen in der Epidermis sind die Langerhans- und Merkel-Zellen. Die Langerhans-
Zellen befinden sich vor allem im Stratum spinosum. Es handelt sich um
antigenprisentierende Zellen, die nach Antigenaufnahme in lymphatische Gewebe wandern
und dort T-Lymphozyten aktivieren. In der Epidermis befinden sich ebenfalls vereinzelt
Lymphozyten. Bei den Merkel-Zellen handelt es sich um Mechano-Druck-Rezeptoren.

Die Dermis besteht aus Stratum reticulare und Stratum papillare. Erstere stellt die tiefe,
kollagenreiche Schicht dar, wihrend Letztere die Verkniipfung mit der Epidermis an der
dermo-epidermalen Junktionszone bildet. Im Stratum papillare verlaufen Blutgefdfle und
zudem kann es Meillner-Tastkdrper enthalten.

Unterhalb der Dermis liegt die Subkutis. Diese besteht vor allem aus Bindegewebssepten
und Bau- beziehungsweise Depotfett. AuBlerdem enthélt sie Blutgefdle, Nerven und
Endstiicke der Schweidriisen. Auch die Vater-Pacini-Korperchen, die Mechanorezeptoren

darstellen, sind dort zu finden (Welsch und Deller 2010, Abdo et al. 2020).



Einleitung und Fragestellung

5.1.2 Hautdriisen

Zu den Hautanhangsgebilden des Menschen zdhlen Haare, Ndgel und die Hautdriisen
(Abb. 3) (Welsch und Deller 2010). In diesem Abschnitt erfolgt eine kurze Ubersicht iiber
die Schweifldriisen als Fraktion der Hautdriisen. Im menschlichen Korper existieren drei
verschiedene Arten von Schweilldriisen: ekkrine, apokrine und apoekkrine Schweifldriisen

(Kobielak et al. 2015).

Haarfollikel (Langsschnitt)

Epidermis Haarfollikel (Querschnitt)

Stratum basale
(Epidermis)

Stratum papillare

(Dermis) : v

(Epidermis)
Stratum reticulare 53 - N RPE A4
(Dermis) S A |
: ,;-{, - ! 3 R Talgdriise
’ i
o - A
o x? y B y
Ekkrine ¥ ; 3
SchweiBdriisen
¥ apokrine
; SchweiRdriise
Subkutis
| 0,5 mm
Fettgewebe

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahme einer Hautstanze aus dem Gesichtsbereich (Querschnitt)

Am Bildoberrand ist das mehrschichtig verhornende Plattenepithel der Epidermis identifizierbar. Die verhornte
Schicht ist als hell-rosafarbenes Band auf den violett eingeférbten Keratinozyten vor der Verhornung zu sehen.
Das Stratum basale ist als etwas dunkleres Band in Abgrenzung zum Stratum papillare der Dermis zu erkennen.
Danach folgt das Stratum papillare der Dermis und die Subkutis mit teils ausgeldsten Adipozyten. Des
Weiteren sind Anhangsgebilde der Haut angeschnitten. Es finden sich Haare, Talgdriisen, ekkrine
Schweifidriisen und apokrine Driisen in diesem Hautschnitt (HE-Férbung, Aufnahme mit 50-facher
Vergroflerung, MaBstab 0,5 mm, Abbildung beschriftet mit Biorender.com).

Ekkrine Schweil3driisen (Abb. 3) sind sehr zahlreich und existieren unabhingig von Haaren
in hoher Dichte an Héinden, FiiBen und der Stirn (Welsch und Deller 2010, Cui und
Schlessinger 2015). Ekkrine Schweilldriisen stellen den hochsten Anteil von
Hautanhangsgebilden (Rittié et al. 2013). Sie sind sowohl am thermischen und emotionalen
als auch am gustatorischen Schwitzen beteiligt. Das thermische Schwitzen dient der
Regulation der Korpertemperatur mittels Verdunstung. Diese Form des Schwitzens
geschieht am ganzen Korper (Welsch und Deller 2010, Cui und Schlessinger 2015).
Emotionales Schwitzen erfolgt vor allem an Hadnden und Fiilen. Das gustatorische

Schwitzen indes findet im Kontexte der Nahrungsaufnahme im Gesichtsbereich statt (Cui
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und Schlessinger 2015). Des Weiteren sind die ekkrinen Schweilldriisen am Ausgleich des
Fliissigkeitshaushaltes der Haut und der Immunabwehr beteiligt (Cui und Schlessinger
2015). Apokrine Schweilldriisen werden auch als apokrine Duftdriisen bezeichnet und
befinden sich in Assoziation zu Haaren, in den Achselhohlen, den Leistenbeugen, um den
After und im Genitalbereich (Abb. 3). Die apokrinen Driisen sezernieren ein oliges Sekret
und Duftstoffe, die eine Rolle bei der olfaktorischen Kommunikation spielen (Kobielak et
al. 2015). Apoekkrine Schweidriisen befinden sich in den gleichen anatomischen Bereichen
wie die apokrinen Driisen und bilden ein eher wéssriges Sekret, das dem der ekkrinen
Schweilldriisen dhnelt (Kobielak et al. 2015). Holokrine Talgdriisen miinden meistens in
einen Haartrichter und sind Teil der Haartalgdriiseneinheit (Abb. 3) (Welsch und Deller
2010, Marks und Miller 2019). Sie kommen aufler an den Hand- und FuB3flichen ubiquitér
vor und produzieren das Sebum, das Sekret der Talgdriise, welches in den Haartrichter
sezerniert wird und den Lipidfilm der Haut bildet (Welsch und Deller 2010, Marks und
Miller 2019).

Schwei3driisen und holokrine Talgdriisen, beziechungsweise die Haartalgdriiseneinheit,
tragen auBBerdem in einem erheblichen Male zur epithelialen Regeneration nach epidermalen
Verletzungen bei (Rittié et al. 2013). Oberhalb der Driisen bilden sich Epithel-Inseln aus,
die abschlieBend verschmelzen (Rittié et al. 2013).

5.2 Kutane Wunden

Im Allgemeinen stellen Wunden einen Integritétsverlust von Schleimhiuten, der Haut oder
Organen dar (Kujath und Michelsen 2008).

Es gibt verschiedene Ursachen fiir kutane Wunden. Dazu gehdren &uBlere
Gewalteinwirkungen wie mechanische Gewalt, chemische Noxen, thermische Einfliisse
oder Strahlung (Kujath und Michelsen 2008). Ebenfalls von Bedeutung sind Wunden, die
auf einer Grunderkrankung des Patienten oder der Patientin beruhen. Eine besonders grofie
Rolle spielen GefdBkrankheiten (chronisch vendse Insuffizienz, periphere arterielle
Verschlusskrankheit (pAVK)), Diabetes mellitus aber auch immunologische und
dermatologische Krankheiten (Kujath und Michelsen 2008).
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5.2.1 Phasen der kutanen Wundheilung

Die Wundheilung kann in mehrere Phasen unterteilt werden. Diese verlaufen nicht
sequenziell, sondern parallel zueinander ab (Singer und Clark 1999).

Die exsudative Phase setzt direkt nach der Verletzung ein. Blutstillung und Blutgerinnung
sind ein Teil dieser Phase. Die nach einer Verletzung einsetzende Inflammation wird durch
zahlreiche Mediatoren und Zytokine sowie Interaktionen mit freiliegenden Oberflichen
vermittelt. Aber auch Vasodilatation mit Austritt von Blutbestandteilen und Lymphe sowie
die konsekutive Auswanderung von Leukozyten aus dem Plasma in das umgebende Gewebe
vollziehen sich in dieser Phase. Diese Zellen sorgen wihrend der Resorptionsphase fiir die
Phagozytose, beispielsweise von Zelldetritus oder Fremdstoffen, sowie ein antimikrobielles
Wundmilieu. Diese erste Phase spielt sich etwa innerhalb der ersten drei Tage nach der
Verletzung ab (Singer und Clark 1999, Scheithauer und Riechelmann 2003, Kujath und
Michelsen 2008, Aust et al. 2011).

Wihrend der sich anschlieBenden Proliferations- oder Granulationsphase werden neue
BlutgefdBBe gebildet und der Defekt wird mit Granulationsgewebe gefiillt. Das
Granulationsgewebe wird von Fibroblasten, Makrophagen, Keratinozyten und Angioblasten
gebildet. Die Einwanderung von Zellen durch Chemotaxis erfolgt zwischen dem dritten und
dem siebten Tag nach der Schddigung. Wihrend dieser Phase ist das entstehende Gewebe
sehr vulnerabel (Singer und Clark 1999, Scheithauer und Riechelmann 2003, Kujath und
Michelsen 2008, Aust et al. 2011).

Die Regenerations- und Remodellierungsphase umfasst die Bildung von Narbengewebe,
Wundkontraktion und Re-Epithelisierung. Das Narbengewebe wird im Laufe der Zeit mit
Reifung der gebildeten Kollagenfasern reiB3fester, erreicht allerdings nur eine Zugfestigkeit
von etwa 70 % des Ausgangsgewebes (Han und Ceilley 2017). Die Remodellierungsphase
kann sich iiber den Zeitraum von einem Jahr erstrecken.

Oberflachliche Schiirfwunden, keimfreie und primédr heilende Wunden konnen ohne
sichtbare Narbe abheilen. Bei tieferen oder kontaminierten Wunden erfolgt ein Ersatz durch
Granulationsgewebe und mittels Kontraktion. Dies spiegelt sich in Narbenbildungen wider.
Hautanhangsgebilde konnen vom Korper nicht ersetzt werden. Auch Melanozyten wandern
nicht erneut in das Gewebe ein. Daher bleibt das Narbengewebe heller (Singer und Clark

1999, Scheithauer und Riechelmann 2003, Kujath und Michelsen 2008, Aust et al. 2011).
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Wenn der Ablauf der Wundheilung gestort ist, was héufig durch Grunderkrankungen
begiinstigt wird, konnen chronische Wunden entstehen (Aust et al. 2011, Han und Ceilley
2017). Ein gestorter Ubergang von Inflammation zu Proliferation scheint hier eine
Schliisselrolle zu spielen. In diesem Zusammenhang stehen unter anderem die
Beobachtungen, dass Makrophagen nicht vom pro-inflammatorischen Phinotyp (M1) zu
dem anti-inflammatorischen Phéanotyp (M2) wechseln und dass eine Dysbalance bei den
eingewanderten T-Zellen vorliegt (Loots et al. 1998, Sindrilaru et al. 2011). Des Weiteren
werden eine andere Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix sowie unterschiedliche

Enzymaktivititen beobachtet (Loots et al. 1998, Hyldig et al. 2017).

5.2.2 Chronische Wunden

Es existiert keine einheitliche Definition des Begriffes der chronischen Wunde, was
wiederum eine eindeutige Kommunikation und die Vergleichbarkeit von Studien erschwert
(Deutsche Gesellschaft fiir Wundheilung und Wundbehandlung e.V. 2012, Klein et al. 2013,
Kyaw et al. 2018).

In der S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Wundheilung und Wundbehandlung e.V.
zur ,,Lokaltherapie chronischer Wunden bei Patienten mit den Risiken periphere arterielle
Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, chronische venodse Insuffizienz wird eine
chronische Wunde ,,als Integrititsverlust der Haut und einer oder mehrerer darunter
liegenden Strukturen mit einer fehlenden Abheilung innerhalb von acht Wochen* definiert
(Deutsche Gesellschaft fiir Wundheilung und Wundbehandlung e.V. 2012). Allerdings
werden in dieser Definition auch nur die oben bereits genannten Grunderkrankungen
beriicksichtigt. Die hdusliche Krankenpflegerichtlinie definiert eine Wunde, die ,nicht
komplikationslos innerhalb von maximal 12 Wochen unter fachgerechter Therapie* abheilt
als ,,chronisch* beziehungsweise ,,schwer heilend* (Hecken 2019).

Die Atiologie chronischer Wunden ist vielfiltig und eine Zuordnung kann in sechs
Kategorien erfolgen: Gefdllsystem (z.B. chronisch vendse Insuffizienz, pAVK),
Inflammation (z.B. Pyoderma gangrenosum), Tumore und Hamatologie (z.B. Hauttumoren,
Thalassdmien), physikalische Einfliisse (z.B. Dekubiti, neuropathische Ulzera,
Verbrennungen), Infektionen (z.B. bakterielle Infektionen), sonstige (z.B. Lichen ruber,
Selbstschiadigung) (Aust et al. 2011).

In Deutschland wurde basierend auf den Daten einer Krankenkasse eine Studie zu

Wundpatient*innen angefertigt. Die Anzahl an Wundpatient*innen wurde auf 2,7 Millionen
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Menschen hochgerechnet, wobei hiervon ein Drittel (etwa 890.000 Patient*innen) eine
chronische Wunde entwickelte (> 8 Wochen Wundbehandlung). Die Studie verzeichnete
Ulcus cruris (39 %), posttraumatische Wunden (21 %), diabetisches FuBsyndrom (13 %)
und Dekubiti (11 %) als hdufigste Wundursachen. Eine Chronifizierung innerhalb dieser
Gruppen trat bei Dekubiti (52 %), diabetischem Fu3syndrom (50 %) und Ulcus cruris (37 %)
besonders hiufig auf. Die Prévalenz fiir eine chronische Wunde stieg ab dem 60. Lebensjahr
deutlich an (Kd&ster und Schubert 2015).

Die Sachkosten der gesetzlichen Krankenversicherer fiir die Versorgung von
Wundpatient*innen mit einem Dekubitus, Ulcus cruris oder diabetischem FufBBulkus belaufen
sich auf etwa drei Milliarden Euro pro Jahr (Horch et al. 2008). Die Therapiekosten
insgesamt werden mit flinf bis acht Milliarden Euro betitelt. Dies stellt eine betrdchtliche

okonomische Belastung dar (Klein et al. 2013).

5.2.3 Verbrennungen

Die Verbrennung ist per Definition eine Gewebsschidigung durch eine thermische
Verletzung, wobei Verletzungen durch chemische Substanzen, wie z.B. Séduren und Laugen,
dhnliche Charakteristika aufweisen (Deutsche Gesellschaft flir Verbrennungsmedizin
(DGV) 2021). Drei Prozent aller Wundpatient*innen wiesen eine Verbrennungsverletzung
auf. Bei 18 % aller Patient*innen mit Verbrennungsverletzungen zeigte sich ein chronischer
Verlauf (Koster und Schubert 2015). Schwere Verbrennungen weisen eine Inzidenz von
1/50.000-1/60.000  Einwohner pro Jahr auf (Deutsche Gesellschaft fiir
Verbrennungsmedizin (DGV) 2021).

Verbrennungen werden je nach Tiefe und somit den geschidigten Schichten in verschiedene
Grade klassifiziert (Tabelle 2 im Anhang) (Spanholtz et al. 2009, Deutsche Gesellschaft fiir
Verbrennungsmedizin (DGV) 2021). Sie bilden bezogen auf die Tiefe sowie Ausdehnung
der Verletzung und damit auch auf die Abheilung eine sehr heterogene Gruppe. Ab dem
zweiten Grad (2b) bendtigen Verbrennungen chirurgische Interventionen wie zum Beispiel
Nekroseabtragungen und Hauttransplantationen. Durch die Ausmalle der Schiadigung kann
die definitive Versorgung (beispielsweise durch autologe Hauttransplantationen) allerdings

erschwert sein (Ronfard et al. 2000).
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5.3  Wundversorgung

5.3.1 Beurteilung der Wunde & Wundversorgung

Fiir eine optimale Wundversorgung ist eine umfassende Beurteilung der (chronischen)
Wunde grundlegend. Die Beurteilung sollte den Patienten oder die Patientin ganzheitlich
berticksichtigen (Deutsche Gesellschaft fiir Wundheilung und Wundbehandlung e.V. 2012).
Ein individueller Behandlungsplan kann von einer Palliation mit stabilen Wundverhéltnissen
und Symptomkontrolle bis zu einer definitiven Versorgung und Abheilung der Wunde, teils
mit Interventionen, reichen (Deutsche Gesellschaft fiir Wundheilung und Wundbehandlung
e.V. 2012). Die ausgewdhlten Materialien und Therapien werden auf die
Wundheilungsphase und die Patientin oder den Patienten abgestimmt. Wahrend der Dauer
der Behandlung sollte eine Wunddokumentation gefiihrt werden. So kann eine regelméfige
Re-Evaluation der Wunde, gegebenenfalls auch durch wechselnde Behandler, sowie der
Nachweis der Leistungserbringung und Qualitdtssicherung erfolgen (Deutsche Gesellschaft
fiir Wundheilung und Wundbehandlung e.V. 2012).

Das Wunddébridement und Entfernen von abgestorbenem Gewebe stellen einen ersten
Schritt in der Wundbehandlung dar. Auf diese Weise bleibt vitales und proliferationsfahiges
Gewebe erhalten, wihrend das abgestorbene Gewebe und gegebenenfalls auch
Verschmutzungen als mogliche Niahrbdden fiir pathogene Keime eliminiert werden (Han
und Ceilley 2017). Durch das Wunddébridement soll auBerdem ein Verharren in der
inflammatorischen Phase verhindert und eine Transformation hin zu einer akuten Wunde
gefordert werden. Dies soll ein erneutes Eintreten in den Zyklus der Wundheilung
ermOglichen (Klein et al. 2013). Die Sduberung der Wunde kann dabei autolytisch,
mechanisch, enzymatisch oder auch biologisch erfolgen (Klein et al. 2013, Han und Ceilley
2017). Die biochemischen Prozesse der Autolyse finden wéhrend der Wundheilung in einem
feuchten Milieu statt, was die Notwendigkeit eines ausgeglichenen Feuchtigkeitshaushaltes
erklart (Klein et al. 2013). Das mechanische Débridement erfolgt chirurgisch,
gegebenenfalls auch mit Narkoseverfahren (Klein et al. 2013). Fiir die enzymatische
Sduberung der Wunde konnen bestimmte Produkte, die zum Beispiel Streptokinase (ein
Fibrinolytikum) und Streptodornase (spaltet Desoxyribonukleinsédure-Molekiile (DNS))
enthalten, verwendet werden (Klein et al. 2013). Maden bilden schlussendlich eine
biologische Moglichkeit der Wundsduberung (Klein et al. 2013). Im Hinblick auf die

Wundsduberung sollte die Methodenauswahl in Zusammenschau aller Befunde erfolgen.
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Dabei gilt, dass unter Umstdnden eine Kombination verschiedener Methoden in Betracht zu
ziehen ist (Klein et al. 2013). AnschlieBend applizierte Wundauflagen schiitzen die Wunde
unter anderem vor mechanischen, chemischen und mikrobiologischen Einfliissen (Aust

2011, Han und Ceilley 2017).

5.3.2  Wundauflagen

Es gibt eine Vielzahl an Wundauflagen auf dem Markt. Diese konnen in passive und aktive
Wundauflagen unterteilt werden. Passive Wundauflagen besitzen eine hohe Saugkraft und
decken die Wunde ab (Aust 2011, Han und Ceilley 2017).

Die Charakteristika von aktiven Wundauflagen sind umfangreicher. Sie sorgen je nach
Material fiir ein feuchtes Wundmilieu, das Zellmigration, Zellproliferation und
Zelldifferenzierung erleichtert, wihrend zugleich Neovaskularisation und autolytisches
Débridement gefordert werden. Schlussendlich muss auch eine aktive Wundauflage die
entstehenden Wundfliissigkeiten aufnehmen (Aust 2011).

Als spezielle Methode sei noch die Vakuumtherapie genannt. Hierbei wird nach einem
griindlichen Wunddébridement ein offenporiger Schwamm fiir die Wunde angepasst und
anschliefend mit einer keimdichten Folie verklebt. Eine Pumpe erzeugt im Anschluss einen
negativen Druck auf die abgedeckte Wunde, was eine Odemreduktion, Angiogenese und die
Bildung von Granulationsgewebe unterstiitzt. Die Verbandswechsel erfolgen alle zwei bis
vier Tage. Nach Abschluss der Therapie kann entweder eine Re-Epithelisierung des Areals
oder eine chirurgische Intervention mit plastischer Deckung erfolgen (Aust 2011, Han und

Ceilley 2017).

5.3.3 Weiterfiihrende chirurgische Interventionen

Zur Deckung von Hautdefekten wird Patient*innen, falls moglich, eigene Haut
transplantiert.  Die  Hauttransplantation kann als  Spalthauttransplantat  oder
Vollhauttransplantat auf unterschiedlichen Wegen durchgefiihrt werden. Ein freies
Transplantat wird entnommen und ohne vaskuldren Anschluss transplantiert wobei die
Versorgung bis zur Neovaskularisierung durch Diffusion erfolgt (Weyand 2011a). Ein
Spalthauttransplantat besteht aus Epidermis und Stratum reticulare der Dermis. Durch die
geringe Diffusionsstrecke nach der Transplantation wéchst es meist gut an. Ein
Vollhauttransplantat hingegen besteht aus Epidermis und vollstindiger Dermis. Durch die
hohere Dicke ist das Anwachsen an der Empfingerstelle erschwert. Die Entnahme von

Spalthaut kann an unterschiedlichen Korperstellen erfolgen. Dabei gilt, dass kosmetische
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Aspekte Beachtung finden. Das Abdecken eines groBeren Areals wird aufgrund einer
Ausdehnung durch die sogenannte Mesh-Technik moglich (Weyand 2011a, Brockmann et
al. 2018). Eine erneute Entnahme von Spalthaut ist nach Re-Epithelisierung einer
Spenderstelle wieder moglich (Weyand 2011a). Je nach Lokalisation, beispielsweise im
Gesicht, oder Defekttiefe ist eine aufwendigere Rekonstruktion durch unterschiedlichste

Lappenplastiken ebenfalls eine Option (Weyand 2011b).

5.3.4 Einsatz von natiirlich vorkommenden (Stamm-)Zellen in der Wundversorgung

Da Patient*innen mit groB3flaichigen Wunden (z.B. nach Verbrennungen) nur eine begrenzte
Spenderoberfliche bieten, wurde eine Alternative zu den herkommlichen Mitteln
chirurgischer Interventionen gesucht. Im Jahr 1975 lieBen sich erstmalig Keratinozyten als
Epidermis-dhnlicher Verbund in vitro kultivieren (Rheinwald und Green 1975).

Erste Transplantationen von diesen sogenannten Cultured-Epidermal-Autografts (CEAs)
wurden 1980 bei zwei Verbrennungspatienten durchgefiihrt (O’Connor et al. 1981). Im
Laufe der Jahre folgten weitere Anwendungen bei groen Wundflichen beziehungsweise
chronischen Wunden. AuBlerdem erfolgte die Entwicklung unterschiedlicher Produkte,
beispielsweise Sprays mit Stammzellen als Alternative eines Zellverbundes (Gravante et al.
2007, Brockmann et al. 2018, Kaur et al. 2019). Des Weiteren wurden neben epidermalen
Stammzellen andere Zellen beziiglich ihrer wundheilungsfordernden Kapazititen untersucht
(Kaur et al. 2019, Sierra-Sanchez et al. 2021). Fibroblasten beispielsweise fordern die
Wundheilung durch Sekretion von Botenstoffen und Synthese von Kollagenen und
Glykosaminoglykanen (Han und Ceilley 2017). Als mogliche Nebenwirkungen werden
AbstoBungsreaktionen sowie Uberempfindlichkeitsreaktionen diskutiert, jedoch bisher nicht
beschrieben (Han und Ceilley 2017). Neben den Keratinozyten und Fibroblasten, die sich
aus Hautproben isolieren lassen und bereits klinisch zum Einsatz kamen, wurde auch die
Nutzung mesenchymaler Stammzellen (mesenchymal stem cell — MSC) fir
Wundheilungsprozesse untersucht (Kaur et al. 2019, Sierra-Sanchez et al. 2021). MSCs
fordern die Wundheilung und Geweberegeneration in erster Linie durch parakrine Faktoren
(Lopes et al. 2021, Sierra-Sanchez et al. 2021).

Als Weiterentwicklung zu den Produkten mit einer Zellart wurden Kombinationsprodukte
entwickelt. Hier sind sowohl Kombinationen von Stamm- oder Vorlduferzellen mit Matrices
zu nennen als auch die Kombination verschiedener Zell-Entitéten. So wurden beispielweise

Fibroblasten von Neugeborenen in einer Matrix zur Unterstiitzung der Wundheilung
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chronischer Wunden transplantiert (Phillips et al. 2002, Ichim et al. 2018). Eine
Kombination von kultivierten Keratinozyten mit Fibroblasten in einer Rinderkollagenmatrix
als sogenanntes Bilayered-Skin-Substitute erbrachte ebenfalls schon positive Resultate bei
chronischen Wunden (Han und Ceilley 2017). Die Herstellung eines Trilayered-Skin-
Substitutes soll durch den bisher fehlenden Ersatz der Subkutis eine hohere Plastizitdt der
Transplantate gewdhrleisten und somit den Nachteil der geringen Plastizitdt aktuell
geldufiger Transplantate negieren. Fiir ein solches Transplantat wurden beispielsweise
Keratinozyten, Fibroblasten und Stammzellen aus Fettgewebe (adipose tissue-derived stem
cell — ASC) oder Stammzellen aus dem Knochenmark (bone marrow-derived mesenchymal
stem cell — BM-MSC) in Kombination mit einem Hydrogel genutzt, wobei hier auch die
fehlende Blutversorgung des Transplantates zu beachten ist (Trottier et al. 2008, Monfort et
al. 2013, Kober et al. 2015). Dieses Verfahren befindet sich allerdings noch nicht im Stadium
der klinischen Anwendung.

Auch genetische Therapien fanden bereits Einzug in das Feld der Wundbehandlung.
Transplantationen von genetisch modifizierten CEAs fanden im Jahr 2006 bei einem
Epidermolysis-bullosa-junctionalis-Patienten statt. Mit einem retroviralen Vektor wurde
zuvor komplementir DNS von Laminin Subunit beta 3 (LAMB3) in die isolierten
Keratinozyten integriert. LAMB3 ist ein Laminin, das zu den Proteinen der Basalmembran
gehort. Dieses Vorgehen fiithrte zu einer funktionalen und adhérenten Epidermis nach der
Transplantation. Eine solche Hauttransplantation wurde erneut 2017 bei einem pédiatrischen
Patienten durchgefiihrt (Hirsch et al. 2017). Es wurden etwa 80% seiner Korperoberfldche
transplantiert (Hirsch et al. 2017). In einer Kontrolluntersuchung nach iiber fiinf Jahren
zeigte sich eine stabile genetisch verdnderte Epidermis an den Transplantationsstellen und
der Junge hatte ein altersgerechtes Sozialleben (Kueckelhaus et al. 2021). Bei anderen
Patienten ergaben sich auch 15 Jahre spéter stabile Wundverhéltnisse, jedoch waren die
Transplantationsbereiche nicht so umfangreich (Kueckelhaus et al. 2021).

Als erhebliche Nachteile der Zell-basierten Produkte werden die hohen Kosten genannt (Han
und Ceilley 2017, Brockmann et al. 2018). Im Hinblick auf die Behandlungskosten lassen
sich in der Literatur unterschiedliche Angaben finden. So werden beispielsweise Kosten fiir
einen definitiven autologen Wundverschluss einer Verbrennungswunde (1 cm?) auf ca.
6.520 US-Dollar (Kinder) und ca. 13.000 US-Dollar (Erwachsene) beziffert (Meuli und
Raghunath 1997). Eine Differenz von etwa 1.000 US-Dollar wurde bei Betrachtung der

Behandlungstagessitze von Patient*innen mit einer herkdmmlichen Hauttransplantation
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(~3.500 US-Dollar) mit denen einer CEA-Versorgung (~4.500 US-Dollar) beschrieben
(Meuli und Raghunath 1997). In Bezug auf chronische Wunden sind Kosten-Nutzen-
Analysen aufgrund mehrerer Faktoren erschwert. Hierzu zdhlen beispielsweise inkonsistente
Studiendesigns, fehlende Angaben zu Materialkosten und Unterschiede in den
Gesundheitssystemen (Langer und Rogowski 2009). Fiir bestimmte Patient*innengruppen
mit therapierefraktdren Wunden wird eine positives Kosten-Nutzenverhéltnis vermutet, da
sich die initial hohen Kosten der Zelltherapie durch Einsparungen im Behandlungsverlauf
ausgleichen (Langer und Rogowski 2009). Als Beispiel fiir Transplantatkosten sei hier
Epidex® erwihnt (autologes CEA). Ein Epidex®-Transplantat (scheibenformig,
Durchmesser ~1 cm) kostete etwa 480 US-Dollar. Laut Literaturangaben war pro
Wundbehandlung die Nutzung von sechs bis zwdlf Epidex®-Transplantaten erforderlich
(Brockmann et al. 2018). Im Laufe der Zeit gab es zahlreiche Anbieter regenerativer
Hautprodukte. Aufgrund eines fehlenden Massenmarktes fand jedoch eine Konsolidierung
am Markt statt (Brockmann et al. 2018).

Die bislang unzureichende Rekonstruktion von Hautanhangsgebilden und eine
eingeschrinkte Plastizitéit, die mit kosmetischen und funktionalen Problemen einhergeht,
stellen eine weitere Herausforderung bisher erprobter Zelltherapien dar.

Eine Ubersicht iiber (pri-)klinisch bereits genutzte Zelltypen in der Wundversorgung

beziehungsweise deren Kombinationen findet sich in Tabelle 3 (Anhang).

5.4 SchweiBdriisen-abgeleitete Stammzellen

5.4.1 Charakterisierung

Schweilldriisen-abgeleitete Stammzellen (human sweat gland stroma-derived stem cell —
hSGSC) lassen sich aus adultem Schweilldriisengewebe isolieren. Da der Axillarbereich eine
hohe Dichte an Schweilldriisen aufweist, wird dieser hiufig als Isolationsort genutzt. Die
Isolation erfolgt durch mechanische und enzymatische Préparationen des Gewebes.
AnschlieBend werden einzelne Schweifldriisen angefédrbt und in einer kollagenbeschichteten
Petrischale immobilisiert und inkubiert. Nach etwa zweitdgiger Kultivierung wachsen die
ersten hSGSCs aus (Petschnik et al. 2010, Nagel et al. 2013).

HSGSCs sind multipotent, exprimieren Nestin und weisen eine fibroblasten-dhnliche
Morphologie auf (Petschnik et al. 2010, Danner et al. 2012, Nagel et al. 2013). Auf

Polystyren-Oberflichen wachsen sie adhirent (Danner et al. 2012). Zellen, die spontan aus
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Kolonien ausdifferenzieren, zeigen mesodermale (a-Smooth-Muscle-Actin (o-SMA),
Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor-y, Runt-related-Transcription-Factor-2),
ektodermale (f3tubulin, Protein-Gene-Product-9.5, Neurofilament-S110) und endodermale
Marker (Albumin, Amylase und von-Willebrand-Faktor (vWF)), was auf ein vielfaltiges
Differenzierungspotenzial hindeuten konnte (Petschnik et al. 2010, Danner et al. 2012).
Das Potenzial zur mesodermalen Differenzierung konnte bei Induktionsversuchen gezeigt
werden (Nagel et al. 2013). Bei Aussaat auf Matrigel® beschichteten Oberflichen lieBen
sich kapillar-dhnliche Strukturen nachweisen (Danner et al. 2012). Im Zusammenhang mit
der Expression der endothelialen Marker vWF und a-SMA deutet dies potenziell auf eine
Differenzierung zu Zellen des GefiaBBsystems, wie zum Beispiel Endothelzellen, hin (Danner
et al. 2012).

Die Proliferationsrate (Verdopplungszeit) wurde mit 2,8 bis 4,3 Tagen angegeben (Danner
et al. 2012, Nagel et al. 2013). Innerhalb der ersten 13 Passagen wurde keine Reduktion des
Wachstums oder Eintritt in eine Ausdifferenzierung beobachtet (Nagel et al. 2013). Aus
einer Hautbiopsie mit den Mallen von etwa einem mal zwei Zentimetern konnen innerhalb
von 30 Tagen etwa 10 Millionen Zellen gewonnen werden. Dies ist ausreichend fiir eine

klinische Anwendungen (Nagel et al. 2013).

5.4.2 Kapazititen Schweilldriisen-abgeleiteter Stammzellen in der Wundheilung

In Zytokinarrays, die sowohl mit isolierten hSGSCs als auch mit durch hSGSC besiedelten
Scaffolds durchgefiihrt wurden, zeigte sich eine mogliche indirekte Beeinflussung der
Wundheilung. Es wurden Zytokine, die die Immunantwort modellieren (Monocyte-
Chemoattractant-Protein-1, Growth-Regulated-Oncogene-alpha, Interleukin-6,
Interleukin-8, Pentraxin3), die Vaskularisierung beeinflussen (Thrombospondin-1,
Vascular-Endothelial-Growth-Factor) und in den Gewebeumbau eingreifen (Serin-
Protease-Inhibitor-E1, Tissue-Inhibitor-Of-Metalloproteinase-1, Urokinase-Type-
Plasminogen-Activator), nachgewiesen (Danner et al. 2012, Nagel et al. 2013).

Die bereits erwihnten Kapillar-dhnlichen Strukturen kdnnten des Weiteren ebenfalls einen
direkten Beitrag durch Vaskularisierung des Transplantates leisten (Danner et al. 2012).
Bisherige Studien mit hSGSCs deuten auf ein hohes Potenzial der Zellen als unterstiitzende
Zellpopulation bei der Wundheilung hin. So wurde in einem Maus-Modell ein
Vollhautdefekt gesetzt, der mit hSGSCs in einem Kollagen-Scaffold abgedeckt wurde. Nach

zwel Wochen liel} sich eine verbesserte Vaskularisierung der Wunde beobachten. Ob dies
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auf eine indirekte Beeinflussung der Wundheilung durch Mediatoren oder auf die
Ausbildung von GefaBstrukturen zuriickzufiihren ist, konnte bisher nicht abschlieBend
geklart werden (Danner et al. 2012).

In einem Modell zur Regeneration peripherer Nerven forderten hSGSCs in vitro durch
Ausschiittung von parakrinen Faktoren das Auswachsen von Nervenzellen und dienten als
Leitstruktur fiir Nervenzellen (Mehnert et al. 2014).

Des Weiteren lieB3 sich in einem Wundheilungsmodell an humanen Vollhautproben ex vivo
zeigen, dass die Epithelialisierung und Angiogenese von Hautwunden ebenfalls positiv

durch hSGSCs beeinflusst wurden (Sturmheit et al. , Liao et al. 2019).

5.5 Keimspektrum chronischer Wunden und antimikrobielle Behandlung

5.5.1 Wundinfektionen und Behandlung von Wundinfektionen

Es existiert eine natiirliche Keimbesiedelung der Haut, die sogenannte residente Hautflora.
Wihrend der Wundheilung kann es zu (opportunistischen) Infektionen kommen (Assadian
und Kramer 2012). Zunéchst kontaminieren die Erreger die Wunde, wobei es durch eine
Vermehrung der Erreger zu einer Kolonisation der Wunde kommen kann, die noch keine
immunologische Reaktion zur Folge hat (Assadian und Kramer 2012). Eine folgende
kritische Kolonisation zeigt keine klassischen Entziindungszeichen, fiihrt jedoch zu einer
verzogerten Wundheilung (Assadian und Kramer 2012). Die lokale Infektion geht mit den
klassischen  Entziindungszeichen (Ro6tung, Schwellung, Schmerz, Erwidrmung,
Funktionseinschrankung) einher. Diese lokale Infektion kann sich klinisch durch eine
Zunahme von Wundexsudaten und Wundheilungsstagnation prisentieren (Assadian und
Kramer 2012).

Ein Schwellenwert, der zur Unterscheidung zwischen Kolonisation und Infektion eingefiihrt
wurde, ist der Nachweis von mehr als 10° Kolonie-bildenden Einheiten pro Gramm Gewebe
(Lipsky und Hoey 2009, Han und Ceilley 2017). Einen sicheren Nachweis einer Infektion
stellt dies jedoch nicht dar. Ausschlaggebend ist fiir eine Verzogerung der Wundheilung
wahrscheinlich nicht nur die Keimanzahl, sondern vor allem das Keimspektrum (Lipsky und
Hoey 2009). Es kommt dementsprechend auch eine Verzégerung der Wundheilung ohne
manifeste Infektion in Betracht, zum Beispiel durch Biofilme oder lokale bakterielle Toxine

als mogliche Ursachen (Lipsky und Hoey 2009, Assadian und Kramer 2012). Die
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systemische Infektion aufgrund einer Wundinfektion hat eine generalisierte Immunantwort
zur Folge (Assadian und Kramer 2012).

Wihrend der Wundversorgung erfolgt eine Reinigung und Dekontamination der Wunde
mittels Spiilung (z.B. Ringer-Losung) und gegebenenfalls chirurgischem Débridement
(Assadian und Kramer 2012, Klein et al. 2013). Bei Anzeichen einer Entziindung kdnnen
des Weiteren antiseptische Substanzen wie zum Beispiel Octenidin oder Polyhexanid zum
Einsatz kommen (Assadian und Kramer 2012, Klein et al. 2013). Zudem besteht die
Moglichkeit, medizinischen Honig zu verwenden, der eine bakterizide Wirkung auf Keime
aufweist (Assadian und Kramer 2012, Klein et al. 2013). Eine systemische Gabe von
antimikrobiellen Substanzen stellt den letzten Schritt der Eskalationsmdglichkeiten dar und
sollte kritisch erwogen werden (Dissemond 2014, Deutsche Gesellschaft fiir
Verbrennungsmedizin (DGV) 2021).

5.5.2 Keimspektrum chronischer Wunden und Verbrennungen

Je nach Atiologie der Wunde ist ein unterschiedliches Keimspektrum zu erwarten.

In chronischen Wunden sind grampositive Kokken wie Staphylococcus aureus (S. aureus),
sowohl Methicillin resistent als auch sensibel, Enterokokken und in vendsen Ulzera auch
Streptokokken zu finden. AuBerdem umfasst das Keimspektrum die gramnegativen
Stiabchen der Enterobakterien, beispielsweise Escherichia coli (E. coli), Proteus mirabilis,
Klebsiella Spezies und Pseudomonas aeruginosa (Lipsky und Hoey 2009, Jockenhofer et al.
2013, Dissemond 2014).

Nach Verbrennungen sind die entstandenen Wunden zunéchst steril. Nach etwa zwei Tagen
beginnt jedoch die Kolonialisierung des verwundeten Areals mit grampositiven Keimen der
Hautflora, zum Beispiel S. aureus und koagulasenegativen Staphylokokken. Ab dem fiinften
Tag besiedeln endogene Keime wie E. coli und Klebsiella pneumoniae sowie exogen
iibertragene Keime wie Pseudomonas aeruginosa die Wunde (Deutsche Gesellschaft fiir
Verbrennungsmedizin (DGV) 2021). Die Keimbesiedelung stellt durch opportunistische
Infektionen ein Problem fiir die Hauttransplantation dar.

Bei Verbrennungspatient*innen wurde ein sogenanntes melting graft syndrome beschrieben,
bei dem zuvor gut angewachsene Hauttransplantate, Transplantatentnahmestellen oder
Verbrennungsareale durch Infektionen geschidigt werden (Matsumura et al. 1998). Hierbei
spielen sowohl Staphylokokken als auch Streptokokken eine Rolle (Matsumura et al. 1998).

Auch in einer Studie zu Hauttransplantationen bei verschiedenen Indikationen wurden
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Infektionen mit Transplantatuntergang beschrieben. Dazu gehoren Infektionen durch
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Enterobacter, Enterokokken und Acinetobacter (Unal
et al. 2005). Es wurde berichtet, dass vaskuldre Ulzera und Verbrennungen ein hohes Risiko
fiir einen infektionsbedingten Transplantatuntergang hatten (Unal et al. 2005).

Bereits im Jahr 1981 wurde im Rahmen einer Publikation iber CEAs zur Diskussion gestellt,
dass das fehlende Anwachsen eines CEAs auf eine Infektion des Wundrandes
zuriickzufiihren sein konnte (O’Connor et al. 1981). Der Nachweis von Staphylococcus
hemolyticus gelang bei zwei Patient*innen, die nach einer Behandlung mit CEAs einen

Transplantatuntergang zeigten (Ronfard et al. 2000).

5.5.3 Entwicklung der Idee einer antimikrobiellen Prophylaxe

Die Behandlung von Infektionen nach einer Transplantation ist aufgrund eingeschrankter
Gewebegingigkeit mancher Antibiotika sowie der (Stamm-)Zelltoxizitit einiger
antimikrobieller ~Substanzen kompliziert. Verbrennungsverletzungen und fragile
Wundverhéltnisse sind zwei weitere Faktoren, die sich fiir Behandlungsschwierigkeiten
verantwortlich zeigen (Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Teepe et al. 1993, Carsin et
al. 2000, Tsai et al. 2016). Die Applikation von autologen Keratinozyten im Zellverbund mit
einem topischen Antibiotikum fiihrte in einer Studie zu einer herabgesetzten Inzidenz von
Wundinfektionen nach CEA-Transplantation. Ein negativer Effekt auf die Keratinozyten der
CEAs konnte in dieser In-vivo-Umgebung nicht beobachtet werden (Carsin et al. 2000).
Eine topische Behandlung mit Gentamicin oder Minocyclin erzielte in einem
Verbrennungsmodell an Schweinen eine adidquate Keimreduktion von S. aureus und
Pseudomonas aeruginosa. Bei dieser Behandlung waren so geringe systemische
Konzentrationen beobachtet worden, dass systemische Nebenwirkungen unwahrscheinlich
schienen (Junker et al. 2015, Tsai et al. 2016).

Studien tiber die Auswirkungen von Antibiotika auf die Proliferation, metabolische Aktivitét
und Viabilitdt der hSGSCs fehlen bisher jedoch. Diese sind notwendig, um eine simultane
Anwendung von hSGSCs und Antibiotika zu evaluieren.

Um diese Punkte zu priifen konnen verschiedene Methoden zum Einsatz kommen. Multi-
Well-Assays, die Aufschluss tliber die Zellproliferation geben, sind insbesondere im Hinblick
auf die Auswirkungen von Medikamenten auf Zellen beziiglich des 6konomischen Aspektes
von Bedeutung (Witzel et al. 2015). Ein vielgenutzter Assay, um die Stoffwechselaktivitét
der Zellen zu beobachten nutzt 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazoliumbromid (MTT). Dieser Assay stellt ein kalorimetrisches Verfahren zum
Nachweis und zur Quantifizierung der Stoffwechselprozesse dar. Die metabolische Aktivitit
von Zellen beruht auf dem Nachweis von intrazelluldren Stoffwechselprozessen (Ghasemi
et al. 2021).

Wihrend der Experimente wird MTT in metabolisch aktiven Zellen zu Formazan reduziert
(Surin et al. 2017, Ghasemi et al. 2021). Die Reaktion kann durch unterschiedliche
Mechanismen in verschiedenen Zellkompartimenten katalysiert werden, unter anderem
durch die Dehydrogenasen der Mitochondrien, Enzyme im endoplasmatischen Reticulum
und Zytosol sowie Oxidoreduktasen der Plasmamembran (Surin et al. 2017, Ghasemi et al.
2021).

Durch die Quantifizierung von Formazan erfolgt somit eine indirekte Bestimmung der
metabolischen Zellaktivitit (Ghasemi et al. 2021). Die Ursachen einer reduzierten
metabolischen Zellaktivitit im Vergleich zu Kontrollen konnen auf eine geringere
Proliferation oder ein verstarktes Absterben der Zellen zuriickzufiihren sein. Eine erhohte
metabolische Zellaktivitdt konnte durch eine hdhere Proliferationsrate und damit einer
erhohten Zellzahl oder eine Steigerung der Syntheseleistung der Zellen begriindet sein.

Um weniger invasive Verfahren und einen groferen Durchsatz fiir Zellanalysen zu
erreichen, wurde bereits in den 1980er Jahren eine elektrische Zell-Substrat-Impedanz-
Registrierung (electric cell-substrate impedance sensing — ECIS) entwickelt (Giaever und
Keese 1991).

Hierfiir wurden Zellkulturbdden mit Elektroden entwickelt, iiber die eine elektrische
Spannung angelegt und die Impedanz im bestehenden Stromkreis registriert wurde (Witzel
et al. 2015). Adhédrent wachsende Zellen auf den Elektroden erhdhen die Impedanz im
Stromkreis durch die isolierende Eigenschaft der Zellen (Kho et al. 2015, Witzel et al. 2015).
Mittlerweile existieren kommerzielle, weiterentwickelte Gerdte und zugehdrige mit
Mikroelektroden versehene Zellkulturplatten (Kho et al. 2015, Witzel et al. 2015).

Diese Systeme ermoglichen Echtzeitmessungen mit hohen zeitlichen Auflésungen iiber den
gesamten Versuchszeitraum hinweg, sind nur wenig invasiv und bieten einen hohen
Durchsatz bei einer hohen Datensatzdichte mit dem Okonomischen Vorteil der relativ
geringen notwendigen Zellanzahl bei Wachstumsfldchen von 96-Well-Platten (Kho et al.
2015, Witzel et al. 2015).

Zelltod oder Verlust der Adhérenz fithren zu einem Absinken der Impedanz (Kho et al.
2015). Eine Zunahme der Impedanz kann auf unterschiedliche Effekte hindeuten: gesteigerte
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Adhédrenz der Zellen, Proliferation, verdnderte Zellmorphologie (beispielweise
GroBenzunahme singulérer Zellen) und Zellmigration (Kho et al. 2015).

In der vorliegenden Arbeit fiel die Auswahl auf die Antibiotika Gentamicin und
Fusidinsdure, da bereits Arzneimittelzubereitungen fiir die lokale Anwendung existieren.
AuBerdem wurde die simultane Anwendung mit verschiedenen Zelllinien in Studien bereits
evaluiert (Forsgren und Schmeling 1977, Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Teepe et
al. 1993, Junker et al. 2015).

5.5.3.1 Gentamicin

Gentamicin ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum (Karow 2012, The European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2020). Seine bakterizide Wirkung
entfaltet es iiber die Hemmung der Proteinbiosynthese sowie durch Schidigung der
Zellwand von  proliferierenden und ruhenden Bakterien (Karow  2012).
Resistenzmechanismen gegen Gentamicin konnen sowohl chromosomal als auch Plasmid-
gebunden vorliegen (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) 2020). Die Applikation kann intravends und topisch erfolgen, wobei eine
intravendse Applikation zu einer guten Verteilung im Extrazelluldrraum fiihrt (Karow 2012).
Die fehlende Resorption bei oraler Aufnahme fiihrt zu einer Depletion des Mikrobioms
(Karow 2012). Bei Aminoglykosiden muss auf eine ausreichende Dosierung geachtet
werden, daher wird intravends eine Hochdosistherapie mit 7-7,5 mg/kg/d empfohlen (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2020).

Das Wirkspektrum umfasst im grampositiven Bereich S. aureus und teilweise
Staphylococcus epidermidis. Im gramnegativen Bereich wirkt es gegen E. coli, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Klebsiella Spezies, Enterobacter Spezies, Serratia
Spezies, Shigella Spezies, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa und Yersinia
enterocolitica (Karow 2012). Es werden also Keime aus dem Spektrum chronischer Wunden
beziehungsweise Verbrennungen abgedeckt.

Die Indikation fiir Gentamicin ist bei schweren Infektionen der Atemwege, Harnwege,
intraabdominellen Infektionen, Sepsis, Meningitis, Endokarditis und Osteomyelitis gegeben
(Karow 2012). Eine Monotherapie sollte nur bei Infektionen des Urogenitaltraktes erwogen
werden (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
2020). Die Kontraindikationen umfassen schwere Niereninsuffizienz und Innenohrschiden
sowie Graviditit. Gentamicin wird glomerular filtriert und im Tubulussystem resorbiert, was

die Nephrotoxizitit der Substanz erkliart (Karow 2012). Des Weiteren ist Gentamicin
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ototoxisch, da es sich ebenfalls in der Perilymphe des Innenohres ansammelt (Karow 2012).
Diese beiden Nebenwirkungen erkldren die geringe therapeutische Breite von Gentamicin
(Karow 2012). Wie bereits erwihnt, scheinen diese systemischen Nebenwirkungen bei
lokaler Anwendung vernachlissigbar (Junker et al. 2015). Weitere Nebenwirkungen sind
Neurotoxizitét, eine erhohte Wahrscheinlichkeit von Superinfektionen,
Uberempfindlichkeitsreaktionen und selten Himatopoesestérungen (Karow 2012).
Aminoglykoside kdnnen mit anderen Medikamenten interagieren, die vor allem auf den
Nebenwirkungen beruhen (Karow 2012).

In vitro wurden negative Auswirkungen auf die Proliferation und Migration von
Keratinozyten unter der Einwirkung von Gentamicin nachgewiesen (Junker et al. 2015).
Fiir diese Arbeit wurde eine Dosierung von 1,4 mg/ml Gentamicinsulfat gewéhlt, die etwa
1 mg/ml Gentamicin entspricht, da dies den topisch angewandten Zubereitungen entspricht.
Daher wird diese Konzentration in dieser Arbeit als ,,klinische Dosierung* bezeichnet. Zur
besseren Ubersichtlichkeit wird in dieser Arbeit nur der Ausdruck Gentamicin verwendet.
5.5.3.2 Fusidinsdure

Fusidinsdure ist ein Steroid-Antibiotikum, das von dem Pilz Fusidium coccineum
synthetisiert wird (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) 2010, Karow 2012). Dieses Reserveantibiotikum wirkt durch Hemmung der
Proteinbiosynthese bakteriostatisch (The FEuropean Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) 2010, Karow 2012). Es gibt Resistenzmechanismen
gegeniiber Fusidinsdure, die iiber Plasmide weitergegeben werden kénnen (The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2010). Die Anwendung
kann oral, intravends und lokal erfolgen (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) 2010, Karow 2012). Die Dosierungen bei intravendser
oder oraler Anwendung betragen, abhidngig von den empfehlenden Fachgesellschaften,
zwischen zwei bis vier Dosen 4 500 mg pro Tag (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) 2010). Topische Formulierungen werden bis zu vier Mal
pro Tag aufgetragen (Ratiopharm 2019).

Das Wirkspektrum der Fusidinsdure umfasst im gramnegativen Bereich Meningokokken,
Gonokokken und Bacteroides. Im grampositiven Bereich werden Staphylokokken,
Clostridien, Corynebakterien und teilweise auch Streptokokken abgedeckt. Die Indikation
fiir Fusidinsdure umfasst schwere Staphylokokkeninfektionen von Haut und Weichteilen,

bei denen es meist in einer Kombinationstherapie angewendet wird (The European
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Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2010, Karow 2012). Des
Weiteren kann es bei Infektionen von Knochen oder Gelenken eingesetzt werden (The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 2010).

Der Abbau dieses Antibiotikums erfolgt in der Leber und die Ausscheidung iiber die
Gallenfliissigkeit (Karow 2012).

Die Nebenwirkungen einer Behandlung mit Fusidinsdure umfassen unter anderem
gastrointestinale Beschwerden, intrahepatische Cholestase und eine Hemmung der
Leukozytenmigration (Karow 2012).

Da Fusidinsdure in einer zweiprozentigen Losung, die in topischen Zubereitungen genutzt
wird, Mizellen ausbildet, wurde in dieser Arbeit eine Dosierung von 1 mg/ml ausgewdhlt
(Carey und Small 1971). Dies entspricht der Verdiinnung bei einer intravendsen Anwendung

des Stoffes und wird daher in dieser Arbeit als ,.klinische Dosierung* bezeichnet.
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5.6 Fragestellung

In der kutanen Wundheilung werden bereits seit den 1980er Jahren Stammzellen eingesetzt,
wobei die Anwendungsgebiete und die genutzten Vorldufer- und Stammzellen iiber die Zeit
vielféltiger wurden (O’Connor et al. 1981, Han und Ceilley 2017, Brockmann et al. 2018,
Kaur et al. 2019).
Ein Transplantatversagen von Stammzellverbédnden zur Wundbehandlung wurde am ehesten
auf ein Infektionsgeschehen zuriickgefiihrt. Daher wurden bereits in vitro und in vivo
Versuche durchgefiihrt, um eine simultane Applikation von Stammzellen und Antibiotika
zur Infektionsprophylaxe beziehungsweise -behandlung zu evaluieren (Cooper et al. 1990,
Cooper et al. 1991, Teepe et al. 1993, Junker et al. 2015).
In dieser Arbeit wurden hSGSCs, die in Versuchen wundheilungsfordernde Kapazititen
gezeigt haben, im Zusammenhang mit den Antibiotika Gentamicin und Fusidinséure
untersucht.
Es sollte zunéchst betrachtet werden, ob diese beiden Substanzen in vitro einen negativen
Effekt auf die Proliferation, die metabolische Aktivitdt und die Viabilitit der Zellen haben.
AnschlieBend sollten diese Erkenntnisse in einem Ex-vivo-Wundheilungsmodell als erster
Ausblick einer potenziellen /n-vivo-Behandlung betrachtet werden.
Folgende Hypothesen galt es, mit den /n-vitro-Experimenten zu iiberpriifen:
1. Die Prdsenz von Gentamicin beziechungsweise Fusidinsdure im Kulturmedium
reduziert:
a. das Proliferationsvermdgen der hSGSCs
b. die metabolische Aktivitit der hRSGSCs
2. Es besteht eine positive Korrelation zwischen den erhobenen Impedanzwerten und:
a. der hSGSC Proliferation
b. der metabolischen Aktivitit der hSGSCs
3. Es besteht eine negative Korrelation zwischen der Proliferation der hSGSCs und der
Konzentration von Gentamicin beziehungsweise Fusidinsdure im Medium.
4. Die Reduktion des Proliferationsvermdgens durch die Antibiotika Gentamicin und
Fusidinsdure ist abhéngig von der Konzentration des jeweiligen Antibiotikums.
Hohere Konzentrationen beeinflussen die Proliferation in einem hdheren Male

negativ.
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6 Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Material und Methoden

Name Abkiirzung Bezug
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- MTT Roth, Deutschland
diphenyltetrazoliumbromid
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma-Aldrich,
Deutschland
Dulbecco’s modified Eagle Medium DMEM (1X) Gibco, Deutschland
(1X)
Dulbecco’s Phosphate-buffered PBS Gibco, Deutschland
Saline
Eosin G Roth, Deutschland
Essigsdure Roth, Deutschland
Ethanol 98% Roth, Deutschland
Euparal Roth, Deutschland
Fetales Kéilberserum FKS Gibco, Deutschland
Fusidinsdure-Natriumsalz Fusidinsdure BioChemica iiber
PanReac Applichem, ITW
reagents Deutschland
Gentamicinsulfat Gentamicin BioChemica iiber
PanReac Applichem, ITW
reagents Deutschland
Hiamatoxylin Roth, Deutschland
Hydrocortisol Sigma-Aldrich,
Deutschland
Insulin solution human (10 mg/ml)  Insulin Sigma-Aldrich,
Deutschland
L-Glutamin (200 mM) Glutamin PAA Laboratories,
Osterreich
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Penicillin/Streptomycin Pen/Strep Biochrom, Deutschland

(100 U/ml/0,1 mg/ml)

Propidiumiodid PI Sigma-Aldrich,
Deutschland

Reagent A100, lysis buffer

Lyse-Puffer

ChemoMetec, Danemark

(Puffer A)
Reagent B, stabilizing buffer Stabilisierungspuffer ChemoMetec, Ddnemark
(Puffer B)
Staurosporine Staurosporin Abcam, UK
Tissue-Tek®, O.C.T. Compound Tissue-Tek® Sakura iiber A.

Hartenstein, Deutschland

Trypsin/Ethylendiamintetraacetat Trypsin PAA Laboratories,

(EDTA) 10X Osterreich

William’s Medium E (1X) WEM Gibco, Deutschland
6.1.2 Kits

Kit Bezug

Annexin V-Fluorescein-5-isothiocyanat

(FITC) Apoptosis Detection Kit

Sigma-Aldrich, Deutschland

CellTrace™ Cell proliferation Kit
(Far Red, DMSO)

Invitrogen iiber Fisher Scientific

Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH)

Sigma-Aldrich, Deutschland

6.1.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

6-/24-/96-Well Zellkulturplatten

TPP, Schweiz

96-Well-e-Platte flir Impedanzmessungen

ACEA Biosciences iiber OLS,
Deutschland

Deckgléser (24x50 mm)

VWR, Deutschland

Disposable Biopsy Punch 4 mm

(Gewebestanze)

KAI medical, Japan

FACS Tubes 12x75 mm, 5 ml

BD, Deutschland

Kryo-Rdhrchen 20 (2 ml)

TPP, Schweiz
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Menzel-Glaser Superfrost® Plus
(25x75x1 mm)

Thermo Scientific, Deutschland

NucleoCassette™ (zur Zellzahlbestimmung ChemoMetec, Dianemark

am NucleoCounter®)

Pipettenspitzen (20 pl, 200 ul, 1.000 pl)

Sarstedt, Deutschland

ReaktionsgefiaBle (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt, Deutschland

ReaktionsgefiaBe (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Deutschland

Rotilabo®-Spritzenfilter (0,22 pm)

Roth, Deutschland

Serologische Pipetten Falcon®
(5ml, 10 ml, 50 ml)

Corning Life Sciences iiber VWR,
Deutschland

Spritzen (10 ml, 50 ml)

B. Braun, Deutschland

Stericup® und Steritop® 0,2 pm

Merck-Millipore, Deutschland

Zellkulturflaschen
(Wachstumsflidchen: 25/75/150 cm?)

TPP, Schweiz

6.1.4 Gerite

Gerit

Hersteller

Bildbasiertes Zytometer Typ Cellometer

Vision

Nexcelom Bioscience, USA

Cool Box (Einfrierbox)

Biocision, USA

Durchflusszytometer Typ Accuri™ C6

BD, Deutschland

Feinwaage Typ ABT 220-5DM

Kern, Deutschland

Inverses Durchlichtmikroskop Typ Axio
Vert. Al

Zeiss, Deutschland

Inverses Durchlichtmikroskop Typ
Axiovert 40 C

Zeiss, Deutschland

Kyrostat Typ Microm HM 560

Thermo Fisher, Deutschland

Laser Typ ExciStar 500
(Wellenldange 193 nm)

Coherent, USA (liber Medizinisches
Laserzentrum Liibeck GmbH)

Mikroelektronischer Biosensor Typ

xCELLigence® Real-Time Cell Analysis

System (RTCA)

ACEA Biosciences iiber OLS, Deutschland

29



Material und Methoden

Modulares Stereomikroskop Modul
SteREO CL1500 ECO

Zeiss, Deutschland

Modulares Stereomikroskop Modul
SteREO Discovery.V8

Zeiss, Deutschland

Multiplate-Reader Typ CLARIOstar®

BMG LABTECH, Deutschland

pH-Sonde Seven Compact

Mettler Toledo, Deutschland

Pipetten Typ Eppendorf research
(20 pl, 100 pl, 1.000 pl)

Eppendorf, Deutschland

Pipetten Typ Eppendorf xplorer
(50-1200 pl)

Eppendorf, Deutschland

Pipetten Typ Peq mate

Peqlab, Deutschland

Stereomikroskop Typ Stemi 2000

Zeiss, Deutschland

Tischaufsatz Typ WSB PIEZODRIVE
05

Zeiss, Deutschland

Vortex-Gerit Typ Vortex Genie 2

Fisher Scientific, USA

Zentrifuge Typ 5415 R

Eppendorf, Deutschland

Zentrifuge Typ 5804 R

Eppendorf, Deutschland

Zentrifuge Typ Micro 7

Fisher Scientific, Deutschland

Zytometer Typ NucleoCounter®

ChemoMetec, Danemark

6.1.5 Software

Software Verwendung Hersteller

Accuri™ C6 Software Durchflusszytometrie BD, Deutschland
Version 1.0.264.21

Affinity Photo 1.9.3 Bildbearbeitung Serif Europe Ltd., UK
AxioVision Rel. 4.7 Mikroskopie Zeiss, Deutschland
BioRender Abbildungen BioRender, Kanada

Cellometer Vision Auto

Counter Version 1.2.3

Bildbasiertes Zytometer

ACEA Biosciences, USA

FlowJo® X V10.0.612

Durchflusszytometrie
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6.1.6 Puffer und Losungen
Name Bestandteile
Einfriermedium 9 ml FKS (90% vol)

1 ml DMSO (10% vol)

Fusidinsdure-Losung

(steril filtriert)

38 mg Fusidinsédure

33,820 ml DMEM (1X)

Gentamicin-Losung

(steril filtriert)

53,2 mg Gentamicinsulfat

33,820 ml DMEM (1X)

Hydrocortison (1mg/ml)
(steril filtriert)

1 mg Hydrocortison
250 pl Ethanol (99,9 %)

750 ul Aqua destillata (Aqua dest.)

MTT-Gebrauchslosung (1X, pro Well)

35 pul MTT-Stammlosung
315 ul DMEM (1X)

MTT-Stammlosung (5 mg/ml) 5 mg MTT

5 ml PBS
PI-Stammldsung (2 mg/ml) 2 mg/ml PI in Aqua dest.
Staurosporin-Losung 100 pg

214 ul DMSO

Trypsin/EDTA-Losung 1X

10 ml Trypsin/EDTA 10X
90 ml PBS

6.1.7 Medien
Name und Endkonzentration Bestandteile
DMEM 445 ml DMEM (1X)
(Standard-Zellkulturmedium / 500 ml) 50 ml FKS (10%)
5 ml Pen/Strep (1%)

DMEM mit Fusidinsiure

32,930 ml Fusidinsdure-Losung

3700 ul FKS (10%)
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(37 ml; 1 mg/ml Fusidinsdure (klinische

Dosierung))

370 ul Pen/Strep (1%)

DMEM mit Gentamicin
(37 ml; 1,4 mg/ml Gentamicinsulfat

(klinische Dosierung))

32,930 ml Gentamicin-Losung
3,7 ml FKS (10%)
370 ul Pen/Strep (1%)

WEM-Medium (50 ml)

(Kulturmedium Hautstanzen)

48,945 ml WEM (1X)

5 ul Hydrocortison (1 pg/ml)

50 pl Insulin (10 mg/ml)

500 pl Pen/ Strep (10 mg/ml)
500 pl L-Glutamin (200 mmol/I)

6.1.8 Verwendete Zelllinien

Abkiirzung Geschlecht/Alter Verwendung Passage
hSGSC 14 M/31 Jahre Dosisanpassung 12
Punch-in-a-Punch 9-10
hSGSC 31 W/27 Jahre Klinische Dosis 9
Proliferationsassay 8
hSGSC 33 M/17 Jahre Klinische Dosis 9
Proliferationsassay 8
Punch-in-a-Punch 10
hSGSC 36 M/38 Jahre Klinische Dosis 9
Proliferationsassay 9
Punch-in-a-Punch 10
hSGSC 44 M/28 Jahre Ausschluss nach

sparlicher Proliferation

6.2 Methoden

6.2.1 Auswahl der Zellen

Fiir diese Arbeit fanden humane Schweilldriisen-abgeleitete Stammzellen Verwendung.

Hierbei handelt es sich um adulte Vorlduferzellen, die nach dem Protokoll von Petschnik et

al. und der Erweiterung von Nagel et al. aus dem Stroma von Schweilldriisen isoliert werden

(Petschnik et al. 2010, Nagel et al. 2013). Es wurden Zellen genutzt, die nach dem aktuellen
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Protokoll aus dem Axillarbereich isoliert worden waren. Es wurden insgesamt vier Zelllinien
in die engere Wahl aufgenommen, mit denen in einer ersten Kultivierungsphase die
Proliferationsfahigkeit nach Kryokonservierung tiberpriift wurde. Da bei der Zelllinie des
28-jahrigen Spenders eine spérliche Zellproliferation imponierte, wurde sie fiir weitere
Versuche nicht betrachtet. Fiir die Dosisanpassungsversuche wurde die gut etablierte

Zelllinie hSGSC 14 genutzt.

6.2.2 Zellkultur

Zur Inkulturnahme humaner SGSCs wurden eingelagerte Kryo-Rohrchen der Zellen aus
dem Stickstofftank, in dem eine Lagerung bei —196 °C erfolgte, entnommen und angetaut.
AnschlieBend wurden die Zellen mit vorgewdrmten DMEM resuspendiert und im
aufgetauten Zustand in ein neues Reaktionsgefidll mit DMEM iiberfiihrt. Dieses wurde fiir
5min bei 180 x g (Zentrifuge Typ 5804R) zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend
verworfen. Nachdem das Zellpellet in frischem Kulturmedium resuspendiert worden war,
wurden die Zellen in Zellkulturflaschen ausgesit.

Die Kultivierung der hSGSCs erfolgte im Standard-Zellkulturmedium DMEM mit 10 %
fetalem Kélberserum (FKS) bei 37 °C und 5 % CO»; ein Mediumwechsel erfolgte alle

2-3 Tage.

Um die Zellen von den Zellkulturoberflachen zu 16sen, wurde das Medium zunéachst
abgenommen und die Zellen mit Dulbecco’s Phosphate-buffered Saline (PBS) gespiilt.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation mit Trypsin/ Ethylendiamintetraacetat (EDTA) fiir
2 min. Das Enzym Trypsin baut die fiir zellulire Adhirenz benétigten Proteine ab und EDTA
bindet als Komplexbildner das bendtigte Kalzium. Das Abstoppen der enzymatischen
Reaktion erfolgte schlieBlich mit serumhaltigem Kultivierungsmedium. Die so gewonnene
Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefdll iibertragen und fiir 5 min bei 180 x g
zentrifugiert (Zentrifuge Typ 5804R), um ein Zellpellet zu erhalten.

Gewonnene Zellpellets wurden entweder mit DMEM resuspendiert und in einem Verhéltnis
von 1:3 erneut eingesét oder kryokonserviert.

Fiir die Kryokonservierung wurde das Zellpellet in Dimethylsulfoxid-haltigem (DMSO)
Einfriermedium resuspendiert. AnschlieBend wurde es in Kryo-Roéhrchen tiberfiihrt und mit
Hilfe einer Einfrierbox bei —80 °C zunéchst {iber Nacht um ein Grad Celsius pro Minute

heruntergekiihlt, bevor eine Lagerung in fliissigem Stickstoff bei —196 °C erfolgte.
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Wihrend der Versuche erfolgte die Kultivierung der Zellen mit Gentamicin- oder
Fusidinsdure-versetztem Medium. Die Mediumwechsel bei den Versuchen tiber sieben Tage
erfolgten an den Experimenttagen null und vier. Aufnahmen am Mikroskop aus der Well-
Mitte wurden von allen Wells an Tag null des Experimentes angefertigt. An den
Experimenttagen eins, drei, fiinf und sieben wurden Aufnahmen der Wells, die fiir die
Zellzahlbestimmungen ausgesit worden waren, des jeweiligen Experimenttages
durchgefiihrt.

Ein Mediumwechsel an den Tagen null, vier und sieben erfolgte bei der Versuchsdauer iiber

neun Tage. Die Einsaatdichten sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Einsaatdichten der hSGSCs fiir die unterschiedlichen Versuche

6-Well-Platte 12-Well-Platte  24-Well-Platte 96-Well-e-Platte Innerer Punch

77.000 30.000 15.500 1.440 74.600 bzw. 83.000 Zellen
Zellen/Well Zellen/Well Zellen/Well Zellen/Well pro Punch
6.2.3 Medien

Die Medien fiir die verschiedenen Versuche wurden im Vorhinein nach den Angaben unter
5.1.7 beziehungsweise durch Verdiinnung der Losungen unter 5.1.6 zubereitet. Medien mit
der Zugabe von Gentamicin oder Fusidinsdure wurden steril filtriert (Filter 0,22 pm).
AnschlieBend erfolgte eine Equilibrierung der Medien im Brutschrank (37 °C, 5 % COy).
Als Kontrollgruppe wurde das Standardmedium, hier abgekiirzt mit DMEM, genutzt
(vgl. 5.1.7). Vor den Versuchen zur klinischen Dosierung wurden pH-Bestimmungen nach

Equilibrierung mit der pH-Sonde Seven Compact durchgefiihrt.

6.2.4 Zellzahlbestimmung am bildbasierten Zytometer fiir die /n-vitro-Versuche

Fiir das bildbasierte Zytometer (Cellometervision) wurde Propidiumiodid (PI) als
Fluoreszenzfarbstoff und DNS-Interkalator genutzt. Da intakte Zellmembranen von PI nicht
iiberwunden werden, wurde die Membranintegritit durch Auf- und Abpipettieren der Probe
in einem Lysepuffer gestort. AnschlieBend erfolgte die Zugabe eines Stabilisierungspuffers,
bevor letztendlich 0,5 pl PI hinzugefiigt wurden. Die Volumina der Puffer entsprachen dem
Ausgangsvolumen der Probe. Nach erneutem Mischen wurde die Zihlkammer eines
Cellometer-Objekttragers mit der entstandenen Losung befiillt. Da es sich um einen
fluoreszierenden Farbstoff handelt, kann dieser mit Hilfe einer Fluoreszenzanregung

und -aufnahme dargestellt und ausgewertet werden. Im Cellometer® wird fiir die
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Auswertung der Zellzahl ein Abgleich einer lichtmikroskopischen Aufnahme mit einer
Fluoreszenzaufnahme bei einer Anregung mit einer Wellenldnge von 540 nm durchgefiihrt.
Mittels geriteinterner Software zur Mustererkennung wurden die Bilder abgeglichen,
analysiert und durch die Software ausgewertet. Nach der Auswertung durch das Gerit
erfolgte eine manuelle Korrektur der Ergebnisse anhand der aufgenommenen Bilder, um
Artefakte auszuschlieBen und Zellaggregate zu beriicksichtigen. Fiir die Berechnung der
Zellzahl wurde die dreifache Verdiinnung sowie das Ausgangsvolumen der Probe
eingerechnet.

Fiir Zellzahlbestimmung wurden in dieser Arbeit 12-Well-Platten genutzt. Auf einer
Wachstumsflache von 3,47 cm? wurden jeweils etwa 30.000 Zellen in 1 ml Medium
eingesit. Fir jede experimentelle Kondition einer Zelllinie folgte die Vorbereitung von
jeweils sechs technischen Replikaten fiir die Versuchstage eins, drei, fiinf und sieben.
AuBerdem wurden sechs technische Replikate zur Bestimmung der angewachsenen
Ausgangszellzahl an Tag null des Experimentes angelegt.

Vor den Auswertungen wurden an den Versuchstagen Fotos aus der Well-Mitte in 50-facher
Vergroflerung am Mikroskop (Axio Vert.Al) angefertigt.

Um die Zellen von der Wachstumsfliache in den 12-Well-Platten zu 16sen, wurde zunéchst
das Kulturmedium abgenommen. Nach einem Spiilvorgang mit 500 ul PBS wurden pro Well
250 pl Trypsin zugegeben. Es folgte eine Inkubation tiber 2 Minuten bei 37 °C. Die Wirkung
des Trypsins wurde mit 500 pl frischem DMEM abgestoppt. Um die Zellen zu 16sen, wurde
die Zellsuspension fiinfmal liber das Well gespiilt, bevor sie in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt wurde. Es folgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 300 x g (Fisher Scientific Micro
7). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet resuspendiert. Eine Hilfte
der Zellsuspension wurde fiir die Zellzahlbestimmung genutzt, die andere fiir einen
Annexin V-PI-Assay am Durchflusszytometer (6.2.6). Uber den Versuchsverlauf erfolgte
eine Anpassung der genutzten Resuspensionsvolumina (20—100 pl), um einer Verklumpung
der Zellen bei zunehmender Zellzahl vorzubeugen. Lediglich bei der klinischen Dosis von
Fusidinsdure wurde darauf bei sehr geringen Zellzahlen verzichtet. Anschlieend erfolgte

die Auszéhlung am Cellometer® wie zuvor beschrieben.

6.2.5 Zellzahlbestimmung am NucleoCounter® fiir die Punch-in-a-Punch-Versuche
Die Zellzahlbestimmung mittels NucleoCounter® wurde fiir die Punch-in-a-Punch-

Versuche genutzt. Diese Methode basiert ebenfalls auf der Fluoreszenzfarbung mit PI, die
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bereits in Abschnitt 6.2.4 erldutert wurde. Fiir die Zellzahlbestimmung am NucleoCounter®
wurden zundchst 50 pl Zellsuspension mit jeweils 50 pl des Lyse- beziehungsweise
Stabilisierungspuffers in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll vermischt. Das Gerét nutzt spezielle
Kassetten, in denen der Farbeprozess stattfindet. Eine Probenmenge von 2 pl wurde mittels
integrierter Pipette in die mit PI praparierte Kassette aufgezogen und in den NucleoCounter®
eingesetzt. Das Gerit errechnet aus dem detektierten Fluoreszenzsignal die in der zu
analysierenden Probe enthaltene Zellzahl pro Milliliter. Bei der Berechnung der endgiiltigen
Zellzahl wurde die dreifache Verdiinnung und das Volumen der zu z&hlenden Zellsuspension

berticksichtigt.

6.2.6 Apoptose-Nekrose-Assay mit Annexin V und Propidiumiodid

In der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie wird das FEmissionssignal von
verschiedenen Fluorochromen genutzt, um Zellen mit verschiedenen Eigenschaften
voneinander unterscheiden und quantifizieren zu kdnnen. Zellen konnen natiirlicherweise
fluoreszieren, in der Regel kommen jedoch Fluoreszenzfarbstoffe oder Antikorper mit
gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff zum Einsatz, die an bekannte Zielstrukturen der Zellen
binden. Fiir die Analyse Fluoreszenz-markierter Zellen werden diese iiber eine Kapillare
vom Durchflusszytometer aufgenommen und an einem Laser vorbeigefiihrt. Hier erfolgt die
Anregung der Fluorochrome, deren Emissionswellenlingen an Detektoren gemessen
werden. Je nach Anregungsspektrum der Laser und den genutzten Detektoren kdnnen so
auch gleichzeitig verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe analysiert werden. Neben der
Fluoreszenzemission zeichnet ein Durchflusszytometer auch Charakteristiken der
Lichtbrechung auf. Beim Gating werden einzelne Populationen anhand ihrer Charakteristika
in Gruppen eingeordnet. Diese Gruppenzuordnungen konnen dann fiir weitere genauere
Populationsanalysen genutzt werden.

Das Annexin-V-FITC-Apoptose-Detektionskit (FITC — Fluorescein-5-isothiocyanat) wurde
genutzt, um die Anteile apoptotischer und nekrotischer Zellen einer Versuchsprobe zu
analysieren.

Das an den  Fluoreszenzfarbstoff  FITC (Anregungswellenlédnge: 495 nm;
Emissionswellenldnge: 519 nm) gekoppelte Annexin V bindet an apoptotische Zellen. Die
Bindung von Annexin V erfolgt an Phosphatidylserin, das wihrend der Apoptose von der
inneren Membranseite auf die duflere Membranseite wechselt und somit vom nicht-

membrangingigen Annexin V gebunden werden kann. PI gelangt, wie im Rahmen von
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Abschnitt 6.2.4 bereits erldutert, durch den Verlust der Membranintegritit nekrotischer
Zellen ins Zytosol und interkaliert in die DNS (Anregungswellenlédnge interkaliertes
PI: 535 nm; Emissionswellenlédnge interkaliertes PI: 617 nm). Mithilfe des Annexin-V-
FITC-Apoptose-Detektionskits konnten somit frith-apoptotische Zellen (Annexin +, PI —),
nekrotische Zellen (Annexin +, PI +) und lebende Zellen (Annexin —, PI —) der analysierten
Proben unterschieden werden. Eine mit Staurosporin, einem Apoptose-induzierendem
Proteinkinase-Inhibitor, behandelte Probe diente als Positivkontrolle.

Um eine ausreichend grofle Zellzahl fiir durchflusszytometrische Analysen zu erhalten,
wurden Zellen technischer Replikate zusammengefiihrt (siche Kapitel 6.2.4) und gemeinsam
analysiert.

Die Zellsuspension wurde zunidchst in ein Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und fiir 5 min bei
180 x g zentrifugiert (Zentrifuge Typ 5804R). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet entsprechend der
Herstellerangaben in einem Bindungspuffer aufgenommen, in ein FACS-Rohrchen
iiberfiihrt und mit Annexin V-FITC und PI fiir 10 min inkubiert (100 pl Bindungspuffer je
100.000 Zellen + 1 pl Annexin V-FITC + 2 ul PI). Die Proben wurden abschlieBend filtriert

mit Bindungspuffer verdiinnt und am Accuri™ C6 analysiert.

6.2.7 Proliferationsassay

Zur Durchfiihrung eines durchflusszytometrischen Proliferationsassay wurden Zellen mit
dem Farbstoff CellTrace™ Far Red préipariert. Dieser wird durch Diffusion in die Zelle
aufgenommen und bindet an Amine im Intrazellularraum. Er ist nicht toxisch und hat keine
Auswirkungen auf den Zellzyklus. Bei der Zytokinese wird der Farbstoff mit dem
Zytoplasma auf die Tochterzellen aufgeteilt, sodass es mit zunehmender Generationenzahl
zu einer fortschreitenden Dilution des Farbstoffes in den Zellen kommt. Ein Nachweis des
CellTrace™ Far Red Farbstoffes und seiner Fluoreszenzintensitit fand mittels
Durchflusszytometrie statt. Die Anregung des Farbstoffes erfolgt bei 630 nm, die Emission
wird bei 661 nm detektiert.

In Vorbereitung fiir die Durchfiihrung des Proliferationsassays wurden Zellen in 6-Well-
Platten ausgesdt (77.000 Zellen/Well in 2,5 ml Zellkulturmedium). Aufgrund geringer
Zellzahlen wurde fiir die Zelllinie 31 keine Bestimmung an Tag sechs durchgefiihrt.

Am nichsten Tag erfolgte die Zugabe des CellTrace™ Far Red-Fluoreszenzfarbstoffs nach

Herstellerangaben flir adhédrente Zellen. Der Farbstoff wurde in 20 pl DMSO gelost
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(Konzentration 1 mmol/l) und in 19,98 ml vorgewdrmtem PBS verdiinnt (Konzentration
1 pmol/l). Pro Well wurde 1 ml dieser Féarbelosung hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte
eine Inkubation flir 20 min, gefolgt von zweimaligem Spiilen der Zellen mit frischem
Medium. Je Zelllinie wurden 5—7 Wells mit CellTrace™ Far Red gefirbt und im Anschluss
an die Farbung in DMEM oder Gentamicin-haltigem DMEM (1,4 mg/ml) kultiviert. Die
Auswertung des Proliferationsassays erfolgte an den Experimenttagen null, drei, sechs und
neun. Die Zellen fiir die Messung an Tag null wurden nach einer Ruhezeit von 15 min in
DMEM fiir durchflusszytometrische Analysen mit Trypsin wie zuvor beschrieben von der
Wachstumsflache gelost. Die Zellsuspension wurde zundchst in ein Reaktionsgefdl
iiberfiihrt und fiir 5 min bei 180 x g zentrifugiert (Zentrifuge Typ 5804R). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das
Zellpellet in Bindungspuffer resuspendiert, in ein FACS-Roéhrchen iiberfiihrt und am

Accuri™ C6 analysiert.

6.2.8 Impedanzmessung

Das xCELLigence® nutzt spezielle, sogenannte e-Platten, die mit Mikroelektroden versehen
sind. Das Gerit detektiert Anderungen der Impedanz zwischen dem Medium und den
Sensoren der Mikroelektroden. Adhirente Zellen beeinflussen die Impedanz, da sie
isolierend wirken. Durch einen gerdteinternen Algorithmus wird der dimensionslose Wert
des Zellindex (cell index — CI) ausgegeben. Der CI ist definiert als das Verhéltnis von der
Basislinienimpedanz zur gemessenen Impedanz. Bei Abwesenheit von Zellen ist die
Impedanz lediglich abhéingig von der Ionenkonzentration an den Mikroelektroden. Der CI
kann durch die Anzahl der Zellen, ihrer Morphologie, der Vitalitit und ihrer Adhéirenz
beeinflusst werden.

Vor jedem Versuch erfolgte die Kalibrierung des xCELLigence® und das Hinterlegen des
Versuchsaufbaus in der Software. Die Wells der 96-Well-e-Platte wurden zunichst mit
100 pI  Medium befiillt. Nach einer Equilibrierung von 30 min folgte eine
Hintergrundmessung.

Fiir die Einsaat der Zellen wurden 1400 Zellen in 100 ul Medium zu den bereits vorgelegten
100 pul gegeben. Erneut wurde die Platte 30 min equilibriert. AnschlieBend wurde die
besiedelte Platte in das Gerit eingesetzt und das Experiment gestartet. Die Kultivierung im

Gerdt erfolgte iiber den Versuchszeitraum in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % COa.
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Fiir jede Kondition des Mediums wurden pro Zelllinie jeweils sechs technische Replikate
mit Zellen sowie jeweils zwei Wells mit Medium als Blindwerte zur Detektion etwaiger
Medium-Wechselwirkungen mitgefiihrt.

Die Messung der Impedanzwerte erfolgte alle 15 min iiber den jeweiligen Versuchszeitraum.
Fiir den Mediumwechsel am Tag vier des Experimentes wurde die Messung kurzzeitig

ausgesetzt.

6.2.9 MTT-Assay

Um die metabolische Aktivitit der Zellen zu beurteilen, wurde ein MTT-Assay
durchgefiihrt. Vitale Zellen nehmen das gelbe MTT auf und reduzieren es zu blau-violettem
Formazan. Dies ist wasserunloslich und kann mithilfe von DMSO aus den Zellen geldst und
nachfolgend zur Konzentrationsbestimmung mittels Messung der optischen Dichte an einem
Photometer (CLARIOstar®) analysiert werden.

Fiir die Photometrie wird Licht im visuellen und ultravioletten Spektrum genutzt. Uber die
Lichtabsorption eines in diesem Fall gelosten Stoffes wird dessen Konzentration bestimmt.
Bei farblosen Stoffen kann eine chemische Hilfsreaktion zur Umsetzung in einen farbigen
Stoff genutzt werden.

Fiir den Versuchsaufbau wurden 24-Well-Platten verwendet. Pro Well wurden 15.500 Zellen
(500 pl) eingesit und im Kontrollmedium (DMEM), sowie in Medien mit den Substanzen
Gentamicin und Fusidinsdure kultiviert. Fiir jedes der drei getesteten Medien wurden vier
technische Replikate pro Auswertungstag angelegt. An den Auswertungstagen wurde das
Kulturmedium abgenommen und pro Well durch 350 pl der MTT-Gebrauchslosung (1:10
Verdiinnung der Stammldsung in DMEM) ersetzt. AnschlieBend wurden die Platten fiir eine
Stunde bei 37 °C, in Aluminiumfolie als Lichtschutz gewickelt, inkubiert. Danach wurde die
MTT-Losung abgenommen und die Zellen mit 300 ul PBS pro well gewaschen. Bei
Raumtemperatur wurden die Zellen fiir 10 min in DMSO unter Lichtschutz inkubiert, um
das Formazan zu 16sen. AnschlieBend wurde die Losung nach dreimaligem Spiilen iiber den
Zellrasen in einem 1,5 ml Reaktionsgefd3 zur spdteren Analyse lichtgeschiitzt bei —20 °C
eingelagert. Vor der Messung wurden die Proben aufgetaut und an einem Vortex-Gerit
(Vortex Genie 2) durchmischt. Jede Probe wurde anschlielend in dreifacher Bestimmung
(jeweils 100 pl/Well einer 96-Well-Platte) am CLARIOstar®-Multiplate-Reader analysiert.
Hierfiir wurde die Absorption der Losungen bei 570 nm und 690 nm (Referenz) gemessen.

Als Blindwert wurde eine DMSO-Kontrolle mitgefiihrt. Im Rahmen der Auswertung wurden
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von den ermittelten Werten bei 570 nm zunichst die jeweiligen Werte bei 690 nm
subtrahiert. AnschlieBend wurde der Mittelwert der drei Replikate ermittelt, von dem

schlieBlich der Blindwert des Losungsmittels DMSO abgezogen wurde.

Replikat x = well x5, — well x¢9

(Replikat 1 + Replikat 2 + Replikat 3)
X =
3

0D =m, —mpyso

6.2.10 Gewinnung und Kultivierung der Hautstanzen
Die Punch-in-a-Punch-Versuche wurden im Rahmen einer Kooperation mit dem Liibecker

Institut fiir Experimentelle Dermatologie (Model Systems — Visualisation) durchgefiihrt.

d0(d-2) di(d-1) d2(d0) bis d8(d6)
Inkultunahme der Setzen des Fillen des Kultivierung
Stanzen inneren Punches inneren Punches Aufnahmen
Inkultunahme der mittels Laser Probe flr LDH- MikroskopP
hSGSCs Probe fir LDH- Assay Proben fiir LDH-
Assay Assay o, .
''''' a4 Y z "‘.f'
1 2 3 4 s 6 1 3 4 5
0 000000 |
. 000000 =l |
000000 L
@ Q00000 8

DMEM DMEM DMEM - \—
!"S_GSC mit mit i L :
in: Gentamicifusidinsaure = =

Abbildung 4: Ablauf Punch-in-a-Punch-ex-vivo-Wundheilungsmodell

Nummerierung der Versuchstage: erste Angabe: Tag seit Entnahme des Punches (entspricht d0), zweite
Angabe in Klammern: Tage seit Fiillung des inneren Punches mit Zellen. Die gewonnenen Stanzen wurden in
WEM-Medium kultiviert. In umliegende leere Wells wurde 1 ml PBS beziehungsweise an d0(d-2) WEM
Medium fiir den Blindwert des LDH-Assays gegeben. An diesem Tag wurden aulerdem Zellen fiir die Fiillung
des inneren Punches in Kultur genommen. An d1(d-1) wurde der innere Punch als Wunde mittels Laser gesetzt.
Am néchsten Tag (d2(d0)) wurde die Behandlung des inneren Punches durchgefiihrt und WEM-Medium fiir
den LDH-Assay gewonnen. Anschliefend erfolgte die Kultivierung bis d8(d6) mit intermittierenden
Aufnahmen am Mikroskop sowie Medienwechseln und Gewinnung von Proben fiir den LDH-Assay. Zum
Abschluss des Experimentes erfolgten Aufnahmen am Mikroskop, die Stanzen wurden kryokonserviert und
der LDH-Assay wurde durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die kryokonservierten Stanzen am Microtom
aufbereitet, gefdrbt und ausgewertet (Abbildung erstellt mit BioRender.com).
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Alle Hautproben wurden gemél der Helsinki-Deklaration und nach Zustimmung der Ethik-
Kommission der Universitit zu Liibeck fiir Forschungszwecke genutzt (Aktenzeichen:
06-109, Abb. 21-23 im Anhang). Die Patient*innen wurden im Vorfeld iiber die
Verwendung der Gewebeprobe aufgekliart und haben sich sowohl miindlich als auch
schriftlich dazu bereiterklért eine Gewebeprobe fiir Forschungszwecke zur Verfiigung zu
stellen.

Die Gewinnung und Kultivierung humaner Hautstanzen fiir das Wundheilungsmodell
Punch-in-a-Punch erfolgte entsprechend des von Sturmheit et al. beschriebenen Protokolls
(Sturmbheit et al.). Die Vollhautstanzen wurden zunichst mit einer 4 mm Biopsie-Stanze aus
der Hautprobe des Spendenden entnommen. Alle Hautbiopsien wurden aus Vollhautspenden
aus dem Gesichtsbereich nach einer Facelift-Operation gewonnen. Das Alter der
Spendenden betrug 52 Jahre (P125), 60 Jahre (P134) und 76 Jahre (P127), das (biologische)
Geschlecht war nicht bekannt. Hierbei wurde auf die makroskopische Gewebequalitét
geachtet. Areale am unmittelbaren Resektionsrand sowie stark behaarte Bereiche wurden
gemieden. Ein weiteres Kriterium zur Entnahme war ein erhaltener Subkutisanteil.

Die Stanzen wurden in fiir diese Anwendung eigens produzierte Airlift-Stander (Abb. 4)
gesetzt und samt der Halterung in Wells einer 24-Well-Platte iiberfiihrt. Je Well wurden
anschlieBend 1,2 ml WEM-Medium zugefiigt. So konnte die Epidermis an der Luft-
Fliissigkeit-Interphase kultiviert werden. Die Kultivierung der Stanzen erfolgte in einem
Inkubator bei 37 °C und 5 % CO.. Die Hautstanzen wurden insgesamt iiber einen Zeitraum
von acht Tagen kultiviert. Mediumwechsel wurden nach dem Lasern des inneren Punches
an Tag eins nach Inkulturnahme, an Tag zwei vor Fiillen des inneren Punches und den Tagen
vier und sechs vorgenommen. An diesen Tagen erfolgte aulerdem eine optische Kontrolle
der Stanzen am Mikroskop (SteREO Discovery.V8) inklusive einer Aufnahme der Stanzen
in 25-facher VergroBerung. Die Helligkeit und der Kontrast der entstandenen Aufnahmen

wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm Affinity Photo angepasst.

6.2.11 Setzen der inneren Wunde mittels Laser

Das Setzen des inneren Punches erfolgte wie bei Sturmheit et al. beschrieben mittels ArF-
excimer Laser (ExciStar 500) am Medizinischen Laserzentrum Liibeck GmbH (Sturmheit et
al.). Die zugefiigten Wunden hatten einen Durchmesser von 2 mm und eine Tiefe von
600 um. Zum Setzen der inneren Wunden wurden die Hautstanzen im Air/ift-Stinder

zundchst aus der Zellkulturplatte gehoben und auf einer motorisierten Plattform unterhalb
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des Lasers platziert. Laserlicht mit einer Wellenldnge von 193 nm und einer Energiefluenz
von 0,4 J/Jem? wurde mit einer Schussdosis von insgesamt 600 auf die Hautoberfliche
gerichtet. Um ein ausreichend grof3es Hautareal verwunden zu konnen, wurde die Hautstanze
wihrend des Prozesses automatisch kreisformig unterhalb des Lasers bewegt. Nachfolgend
wurde die verwundete Hautstanze im Airlift-Stinder zuriick in die urspriingliche
Zellkulturplatte gesetzt. Am darauffolgenden Tag erfolgte ein Wechsel des WEM-Mediums.
AnschlieBend konnte die Wundheilung des inneren Punches verfolgt und mit Substanzen
oder Zellen gefiillt werden, deren wundheilungsfordernde Kapazititen zu untersuchen

waren.

6.2.12 Einsaat von Schweif3driisen-abgeleiteten Stammzellen in den inneren Punch

Fiir die Einsaat von hSGSCs in den inneren Punch humaner Hautbiopsien wurde jeweils
eine kleine, zu 50-60 % konfluente Zellkulturflasche genutzt. Fiir die Bestimmung der zur
Verfiigung stehenden Zellzahl wurde das Zellkulturmedium zunichst entnommen und der
Zellrasen mit PBS gespiilt. Im Anschluss erfolgte eine zweiminiitige Inkubation mit
Trypsin/EDTA bei 37 °C, welche mit DMEM abgestoppt wurde. Die Zellsuspension wurde
in ein 15 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt und fiir 5 min bei 180 x g zentrifugiert (Zentrifuge
Typ 5804R). Das gewonnene Zellpellet wurde resuspendiert und 50 pl dieser Zellsuspension
wurden wie in Abschnitt 5.2.4 beschrieben fiir die Zellzahlbestimmung mit dem
NucleoCounter® verwendet. Es wurde eine Zweifachbestimmung der Zellzahl durchgefiihrt

und dann der Mittelwert fiir die Berechnung der Zellaussaat genutzt.

6.2.13 Kryokonservierung der Hautstanzen und HE-Féarbung von Kryoschnitten

Das Einbetten der Hautbiopsien erfolgte am letzten Experimenttag. Hierzu wurden die
Stanzen aus den Airlift-Stdndern geldst und verbleibende Fliissigkeit an der Subkutis
vorsichtig abgetupft. Danach wurden die Stanzen aufrecht in Formen mit vorgekiihltem
Tissue-Tek ® gesetzt. Das Einfrieren in Tissue-Tek® erfolgte in der Gasphase von fliissigem
Stickstoff, wonach die eingefrorenen Blocke bei —80 °C aufbewahrt wurden. Geschnitten
wurden die Blocke am Microm HM 560 mit einer Schichtdicke von 12 pm. Ab Anschneiden
des inneren Punches wurde jeder dritte Schnitt auf einen Objekttréger liberfiihrt.

Fiir die sich anschlieBende Hématoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) der Kryoschnitte
wurden pro Hautstanze je drei Objekttrager mit Querschnitten von der breitesten Stelle des

inneren Punches ausgewéhlt. Die Auswahl der Objekttriager erfolgte am Mikroskop (Stemi
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2000) mithilfe eines Millimetermal3es. Die Kryoschnitte wurden bis zur Farbung bei —20 °C
eingelagert.

Héamatoxylin sorgt fiir eine blauviolette Farbung von Zellkernen und Zytoplasma, das reich
an rauem endoplasmatischem Reticulum ist. Restliches Zytoplasma und Fasern, wie
beispielsweise Kollagene und elastische Fasern, werden durch Eosin rosa bis rot geférbt.

In Vorbereitung fiir die HE-Farbung der Kryoschnitte wurden diese zunéchst fiir 30 min bei
Raumtemperatur aufgetaut und getrocknet. Anschlieend wurden sie fiir 2-3 min in Aqua
dest. gespiilt. Es folgte die Farbung in Himalaun nach Mayer fiir 5 min. Vor und nach dem
anschlieenden Blduen unter flieBendem Leitungswasser fiir mindestens 20 min wurden die
Objekttrager kurz in Aqua dest. gespiilt. Es folgte eine 5-s-Féarbung in einprozentigem Eosin
G, welches mit ein bis zwei Tropfen Essigsdure versehen war. Hiernach wurden die
Objekttrager ausgiebig mit Aqua dest. gespiilt und durchliefen anschlieBend eine
aufsteigende Alkoholreihe von 70 %, 80 %, 90 % und 100 % Ethanol. Im 70-prozentigen
Alkohol wurde das Eosin herausgespiilt, bis eine Zartrosa-Farbung der faserigen Strukturen
deutlich wurde. In die hoheren Alkoholkonzentrationen wurden die Objekttriger jeweils
etwa zwei- bis dreimal eingetaucht. Die Objekttriger wurden zuletzt getrocknet und mit
Euparal® eingedeckelt. Vor dem Mikroskopieren wurden sie erneut unter einem
Chemikalienabzug zum Trocknen ausgelegt. Dann wurden Bilder in 50-facher

VergroBerung am Mikroskop (SteREO Discovery.V8) aufgenommen.

6.2.14 Bildanalyse der inneren Wunde

Die HE-Aufnahmen der Hautschnitte im Querschnitt der inneren Wunden wurden mit Hilfe
der Bildverarbeitungssoftware ImageJ, wie bereits von Sturmheit et al. beschrieben,
ausgewertet (Sturmheit et al.). Auf Basis des MaBstabes der Bildaufnahmen wurde in ImagelJ
die Linge eines Pixels ermittelt und hierauf basierend in Millimeter umgerechnet.
AnschlieBend erfolgte das Vermessen unterschiedlicher Parameter wie in Abbildung 5
dargestellt.

Die Versuche und die Auswertungen, abgesehen von den genannten statistischen Analysen,

erfolgten durch die Doktorandin. Eine Verblindung konnte somit nicht erzielt werden.
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Abbildung 5: Parameter der Punch-in-a-Punch-Bildanalyse der HE-Schnitte

Mikroskopie-Aufnahmen einer 4 mm-Hautstanze mit behandelter innerer Wunde in 50-facher VergroBerung
(HE-Férbung). Die vier unterschiedlichen erhobenen Parameter sind Blau markiert. Parameter:
Wunddurchmesser des inneren Punches (a), Zungenldnge (b) und Zungenfldche (c) der abgrenzenden
Zellschicht des inneren Punches und die residuale Wundfldche (d) (MaBstab 0,5 mm).

6.2.15 Zytotoxizitits-Assay

Die Laktatdehydrogenase (LDH) kann als Marker flir den Zelluntergang dienen, da sie
nahezu ubiquitdr vorkommt und bei Verlust der Zellmembranintegritdt aus dem Zytosol in
die Umgebung der Zelle diffundiert. Somit erlaubt die messbare LDH-Konzentration im
Kulturmedium eines In-vitro-Versuches Riickschliisse auf Verdnderungen in der Vitalitit
einer Kultur.

Der Nachweis der LDH-Aktivitit erfolgt enzymatisch iiber eine Redox-Reaktion. Als
Coenzym wird Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) genutzt. Die LDH setzt Laktat zu
Pyruvat um. Im néchsten Schritt katalysiert die Diaphorase aus dem Reaktionsmix die
Reaktion vom farblosen 2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazoliumchlorid (INT) zu einem roétlichen
Formazan. Die Auswertung der Konzentration des rétlichen Formazans erfolgt mittels einer
photometrischen Messung.

Proben fiir den LDH-Assay wurden bei den Mediumwechseln (Tag eins, zwei, vier und sechs

nach Inkulturnahme der Hautstanzen) und am letzten Kultivierungstag (Tag acht) asserviert.
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Dafiir wurde das WEM-Medium aus den Wells der Punch-in-a-Punch-Kulturen zunichst in
2 ml ReaktionsgefdBe Uberfiihrt, die anschlieBend fiir 5 min bei 4 °C und 1600 min’!
zentrifugiert wurden (Zentrifuge Typ 5415R). Pro Reaktionsgefdl wurden 800 pl des
Uberstandes in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und fiir die spitere Auswertung bis
Versuchsende (maximal sieben Tage) bei 4 °C gelagert.

Am letzten Experimenttag wurde der LDH-Assay (Cytotoxicity Detection Kit Plus)
entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Jede im Experiment gewonnene
Medienprobe wurde in Triplikaten von je 100 pul in eine 96-Well-Platte pipettiert. Zusétzlich
wurde ein Triplikat frischen WEM-Mediums zur Bestimmung des Medium-spezifischen
Blindwertes mitgefiihrt. Es erfolgte die Zugabe des Reaktionsmixes aus Katalysator und
Férbelosung via Multipipette. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurde die Stopplosung
hinzugegeben und nach leichtem Bewegen der Platte sowie Entfernen von zuvor
entstandenen Luftblasen die Messung der optischen Dichte am Multiplate-Reader
(CLARIOstar®) bei einer Wellenldinge von 492 nm und 690 nm durchgefiihrt. Zur
Ermittlung der LDH-Werte wurde zundchst von jedem Messwert bei 492 nm der
Referenzwert bei 690 nm abgezogen. AnschlieBend wurde der Mittelwert der Triplikate

berechnet und von diesem wiederum der WEM-Medium Blindwert subtrahiert.

Replikat x = well x,9, — well x¢q,

(Replikat 1 + Replikat 2 + Replikat 3)
m, =
3

Ny =My, — Mygy

6.2.16 Statistische Auswertung
6.2.16.1 In-vitro-Versuche

Fiir die Auswertung der Hypothesen wurde am Institut fiir Medizinische Biometrie und
Statistik eine biometrische Beratung im Umfang von ca. 6,5 Stunden in Anspruch
genommen. Die statistische Auswertung der Hypothesen wurde in diesem Rahmen von
einem Biostatistiker durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau wurde o =0,05 gewéhlt.
Fiir die Uberpriifung der Hypothese 1a, dass die Prisenz von Gentamicin oder Fusidinsiure
das Proliferationsvermogen reduziert, wurde ein verallgemeinertes lineares gemischtes

Modell mit Zufallseffekten genutzt. Zunéchst erfolgte ein Logarithmieren der Zellzahlen,
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um eine Vergleichbarkeit der Zahlen zu ermdglichen. Die Zufallseffekte umfassten den
Messtag und das Replikat. Des Weiteren wurde die Zelllinie als geschachtelter Effekt
berticksichtigt (Abb. 25 & 26 im Anhang).

Um zu iiberpriifen, ob Gentamicin beziehungsweise Fusidinsdure die metabolische Aktivitit
von hSGSCs reduziert (Hypothese 1b), wurde ebenfalls ein verallgemeinertes lineares
gemischtes Modell mit Zufallseffekten als Berechnungsgrundlage herangezogen. Auch hier
wurden die Zufallseffekte Messtag, Replikat und die Zelllinie als geschachtelter Effekt
angenommen (Abb. 28 & 29 im Anhang).

Des Weiteren wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine positive Korrelation zwischen
hSGSC Proliferation und den gemessenen Impedanzwerten existiert (Hypothese 2a). Hierfiir
wurden die Werte der Replikate der Zellzahlbestimmungen mit denen der
Impedanzmessungen, die zum gleichen Zeitpunkt wie die Zellzahlbestimmungen erhoben
worden waren, genutzt. Fiir die beiden Stimulationen Gentamicin und Fusidinsdure wurden
jeweils  Repeated-Measurement-Korrelationen  zwischen den  Zellzahlen  und
Impedanzwerten berechnet (Abb. 31 im Anhang).

AuBlerdem galt es, die Hypothese zu priifen, ob eine positive Korrelation zwischen der
metabolischen Aktivitdit der hSGSCs und den gemessenen Impedanzwerten besteht
(Hypothese 2b). Hier wurden ebenfalls Impedanzmessungen vom Tag der MTT-Assays
genutzt (Abb. 31 im Anhang). Auch in diesem Fall wurde fiir die Stimulationen eine
Repeated-Measurement-Korrelation zwischen den MTT-Werten und den zugehorigen
Impedanzwerten berechnet.

Eine mogliche negative Korrelation zwischen der Proliferation der hSGSCs und der
Konzentration von Gentamicin oder Fusidinsdure im Medium wurde in der dritten
Hypothese betrachtet. Fiir die Auswertungen beider Substanzen wurde ebenfalls eine
Repeated-Measurement-Korrelation berechnet (Abb. 32 im Anhang).

Schlussendlich wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Reduktion des
Proliferationsvermdgens durch die Antibiotika Gentamicin und Fusidinsdure abhéngig von
der Konzentration des jeweiligen Antibiotikums ist und dass hohere Konzentrationen die
Proliferation in hoherem Mafle negativ beeinflussen. Hier wurden sowohl die Zahlen der
Zellzahlbestimmungen als auch die zu diesem Zeitpunkt erhobenen Impedanzmessungen
beriicksichtigt. Um diese Hypothese zu priifen, wurde ein linear gemischtes Modell mit

Zufallseffekten genutzt. Feste Effekte waren der Messtag und die Konzentration sowie die
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Interaktion zwischen der Konzentration und dem Messtag. Die Replikate stellten

Zufallseffekte dar (Abb. 33 im Anhang).

6.2.16.2 Ex-vivo-Versuche

Fiir die Auswertung der Punch-in-a-Punch-Versuche wurde GraphPad Prism 9 verwendet.
Als Signifikanzniveau wurde oo = 0,05 gewéhlt.

Fiir die Ergebnisse des LDH-Assays wurden die Mittelwerte der drei technischen Replikate
jeweils einer Stanze berechnet. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der drei Stanzen einer
Zell- und Mediumskombination als Mittelwert mit Standardfehler aufgetragen und die
Flachen unterhalb der Kurven (4rea under the Curve — AUC) berechnet und ausgewertet.
Fiir die Auswertung der Wunddurchmesser wurden die drei technischen Replikate jeder Zell-
und Mediumskombination herangezogen.

Fir einen Vergleich der Stimulationen mit Gentamicin und Fusidinsdure mit der
Kontrollgruppe im Punch-in-a-Punch-Wundheilungsmodell wurde zundchst eine
Normalisierung auf den Mittelwert der Kontrollgruppe (hSGSC 14 DMEM-Gruppe)
innerhalb eines jeden Versuches durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde der Einfluss der
Hautspendenden durch die interne Kontrolle herausgerechnet. AnschlieBend erfolgte eine
Betrachtung der drei Gruppen (Kontroll-, Gentamicin- und Fusidinsduregruppe) als
biologische Replikate iiber alle Zelllinien hinweg.

Fiir alle Auswertungen im Punch-in-a-Punch-Wundheilungsversuch wurde jeweils eine

Brown-Forsythe ANOVA mit Dunnet’s-T3-Post-hoc-Test durchgefiihrt.
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7 Ergebnisse

7.1 Antibiotika in klinischer Dosierung

7.1.1 Allgemein

Zunichst wurde die in der Einleitung bereits erlduterte klinische Dosierung der Antibiotika
Gentamicin und Fusidinsdure genutzt, um den Einfluss auf die Proliferation, die
metabolische Aktivitit und die Vitalitdit der hSGSCs zu untersuchen. Vor den Versuchen
wurde eine pH-Messung durchgefiihrt. DMEM wies einen pH von 7,62 auf, Gentamicin-
haltiges DMEM von 7,56 und bei Fusidinsdure-haltigem DMEM wurde ein pH von 7,6

gemessen.

7.1.2  Morphologie

Von jedem untersuchten Well wurde eine mikroskopische Aufnahme vor Aussaat der Zellen,
vor dem Mediumwechsel an Tag null des Versuches sowie vor den jeweiligen
Zellzahlbestimmungen angefertigt. So konnten die Morphologie und die Konfluenz der
Zellen iiber den Experimentverlauf beobachtet werden.

Abbildung 6 zeigt mikroskopische Aufnahmen der Linie hSGSC 36 von der Kontroll-, der
Gentamicin- und der Fusidinsduregruppe in 50-facher VergroBerung zu unterschiedlichen
Experimentzeitpunkten. Auf den Fotos kann man im Verlauf sowohl bei den Kontroll-
Gruppen (DMEM) als auch bei den Gentamicingruppen eine Zunahme der Zellen im
Bildausschnitt erkennen. Morphologisch stellten sich die Zellen in beiden Gruppen sehr
dhnlich dar: Die adhérenten Zellen waren spindelférmig und waren am Tag null noch von
einigen abgerundeten, abgestorbenen Zellen begleitet. Im Verlauf nahm die Anzahl der
runden Zellen ab, besonders deutlich nach dem Mediumwechsel am Tag vier. Die
vereinzelten Zellaggregate nach der Aussaat konnte man auch teils noch zum Ende des
Experimentes als dichter besiedelte Areale erkennen. In den letzten Tagen des Experimentes
lagen die Zellen generell sehr eng beieinander. Das Ablosen der Zellen gestaltete sich im

Verlauf des Experimentes bei beiden Gruppen zunehmend schwieriger.
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Tag DMEM Gentamicin Fusidinséure

Abbildung 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen der hRSGSC 36 (klinische Dosierungen)
Den Zellen der Linie hSGSC 36 wurden mit DMEM (Kontrollgruppe), DMEM mit Gentamicin (1,4 mg/ml)
oder DMEM mit Fusidinséure (1 mg/ml) inkubiert. Direkt nach Zugabe (Tag null) und nach eins, drei, fiinf
und sieben Tagen wurden mikroskopische Aufnahmen gemacht. In der ersten Spalte sind die Experimenttage
nach Substanzzugabe verzeichnet. In den drei folgenden Spalten sind die Aufnahmen der entsprechenden Tage
abgebildet. Bei den Aufnahmen der Kontrollgruppe und der Gentamicingruppe ist eine Zunahme der Zellen
im Bildausschnitt zu beobachten. In der Fusidinsduregruppe sind nach Substanzzugabe iiber den
Versuchszeitraum nur noch Zellreste zu sehen. Die Letalitit dieser Substanz wurde mikroskopisch bereits
deutlich (Aufnahmen in 50-facher Vergroferung, Malistab entspricht 200 pm).
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Die Fusidinsduregruppen unterschieden sich deutlich von den anderen beiden Gruppen. Bei
allen drei Zelllinien war bereits nach 24 Stunden Inkubation mit Fusidinsédure ein deutlicher
Unterschied zur Kontrollgruppe ersichtlich. Die Anzahl der adhdrenten Zellen nahm ab,
wobei gleichzeitig weniger adhirente, wesentlich kleinere und nicht eindeutig

identifizierbare Zellstrukturen auftauchten.

7.1.3  Wachstumskinetiken

Die optische Einschitzung der mikroskopischen Bilder wurde durch die
Zellzahlbestimmungen der einzelnen Wells gestiitzt. Bereits bei den Vorbereitungen fiir die
Versuche konnten interindividuelle Unterschiede beim Wachstum der Zellen beobachtet
werden. Bei der Zelllinie 31 konnte beispielsweise, trotz gleicher Anzuchtdauer und gleichen
Voraussetzungen nach Kryo-Konservierung, nicht die gleiche Ausgangszellzahl erzielt
werden wie bei den Zelllinien 33 und 36. Daher wurden die technischen Replikate der
Zellzahlbestimmungen der hSGSC 31 auf fiinf gekiirzt.

Durch regelmifBige Zellzahlbestimmungen sollte untersucht werden, ob die Proliferation
durch die Zugabe von Gentamicin oder Fusidinsdure beeinflusst wird. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 7 grafisch dargestellt.

Die Behandlung mit Fusidinsdure fiihrte bei allen drei Zelllinien innerhalb der ersten
24 Stunden nach Zugabe der Substanz zu einer Depletion der Zellzahl. Es wurden alle
genutzten Zelllinien im gleichen Maf3e negativ in ihrer Proliferation beeinflusst.

Im Hinblick auf die Untersuchung der Frage, ob die Prdsenz von Gentamicin oder
Fusidinsdure einen Einfluss auf das Proliferationsvermdgen der hSGSCs hat, wurde im
Rahmen der statistischen Auswertung jeweils ein verallgemeinertes linear gemischtes
Modell zur Berechnung herangezogen (Hypothese 1a). Die genutzten Modelle beschrieben
die Daten gut (Abb. 25 & 26 im Anhang, R? Gentamicin 0,939, R? Fusidinsdure 0,688). Fiir
die Berechnungen wurden die Replikate der Zellzahlbestimmungen als Zielgrofe genutzt
(Abb. 25 & 26 im Anhang). Der Unterschied zwischen den Zellzahlen der Kontrollgruppe
und der Gentamicingruppe ist signifikant (der Koeffizient der logarithmierten Werte betrug
—0,238, zuriicktransformiert ca. 0,788; p <0,001). Auch der Zusatz von Fusidinsdure hatte
einen signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation im Vergleich zur Kontrollgruppe

(Koeftizient = —63216,40; p < 0,001).

50



Ergebnisse

Wachstumskinetik hSGSC 31 Wachstumskinetik hSGSC 33
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Abbildung 7: Wachstumskinetiken der hSGSCs (klinische Dosierungen)

Abgebildet sind die Mittelwerte von fiinf technischen Replikaten (hSGSC 31) bezichungsweise sechs
technischen Replikaten (hSGSC 33 und 36) sowie die Standardfehler. Nach Aussaat der Zellen am Tag null
wurde die Zellzahl an den Tagen eins, drei, fiinf und sieben bestimmt. Am Tag vier wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Beim Vergleich der Kontroll- und Gentamicingruppen bot sich ein dhnliches Bild bis etwa Tag
finf. Wéhrend die Zellzahlen der DMEM-Gruppen von Tag fiinf auf Tag sieben sprunghaft anstiegen,
stagnierten die Gentamicingruppen in diesem Versuchsabschnitt in ihrer Proliferation nahezu komplett. Die
Zellzahl der Fusidinsduregruppen sank nach Zugabe der Substanz auf nicht mehr messbare Werte.

7.1.4 Metabolische Aktivitit

Die metabolische Aktivitit der Zellen wurde mittels MTT-Assay bestimmt, um die Vitalitit
und Entwicklung der Zellpopulation unter Exposition von Gentamicin und Fusidinsdure im
Vergleich zur Kontrollgruppe (DMEM) iiber den Zeitraum des Versuches zu verfolgen.
Bei der Kontrollgruppe aller Zelllinien war ein Anstieg der optischen Dichte iiber die Zeit
zu sehen, was einen Anstieg der metabolischen Aktivitét der Zellpopulation bedeutete. Der
Anstieg war allerdings unterschiedlich stark (Abb. 8).

Die Gentamicingruppen wiesen eine Zunahme der optischen Dichte iiber den
Experimentzeitraum auf. Im Zeitraum vom fiinften bis zum siebten Versuchstag zeigte sich
im Gegensatz zu den Kontrollgruppen jedoch eine Stagnation oder sogar Abnahme der
optischen Dichte.

Nach Zugabe von Fusidinsdure-haltigem Medium konnte bei keiner Zelllinie eine messbare

metabolische Aktivitdt im gewéhlten Versuchszeitraum (ein bis sieben Tage) nachgewiesen

werden (Abb. 8).
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Abbildung 8: Metabolische Aktivitdt der hRSGSCs (klinische Dosierungen)

Abgebildet sind die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung von vier technischen Replikaten der Zelllinien
hSGSC 31, 33 und 36 mit Standardfehler. Wahrend des Experimentzeitraumes kam es zu einer Zunahme der
metabolischen Aktivitit der Kontroll- und Gentamicingruppen, wobei letztere eine Stagnation oder Abnahme
nach dem erneuten Mediumwechsel am Tag vier zeigte. Wéhrend des gesamten Experimentverlaufes war keine
metabolische Aktivitdt der Fusidinsduregruppen bestimmbar.

Die Daten, die zur Berechnung des verallgemeinerten linear gemischten Modells mit
Zufallseffekten fiir die Hypothese 1b herangezogen wurden, zeigten eine reduzierte
metabolische Aktivitdt der Zellen, die mit Gentamicin im Medium kultiviert worden waren
(Abb. 27 im Anhang).

Das genutzte Modell wurde auf Grundlage der standardisierten MTT-Messungen als
ZielgroBe erstellt und beschreibt die Daten sehr gut (Abb. 28 & 29 im Anhang, R? 0,919
(Gentamicin), R? 0,738 (Fusidinsdure)). In dem genutzten Modell wurde ein signifikant
niedrigerer metabolischer Umsatz der Gentamicingruppen im Vergleich zu den
Kontrollgruppen deutlich (Koeffizient —0,385, zuriicktransformiert ca. —1,082; p < 0,001).
Auch die metabolische Aktivitit der Zellen zwischen der Fusidinsdure- und Kontrollgruppe
war signifikant unterschiedlich (Koeffizient 0,192, zuriicktransformiert ca. —0.957;
p <0,001). Das Zusetzen von Fusidinsdure fiihrte zu keiner messbaren metabolischen
Aktivitit der Zellen. Die metabolische Aktivitdt wurde nach Zugabe der Antibiotika also
signifikant beeinflusst, wobei in den Gentamicingruppen im Gegensatz zu den

Fusidinsduregruppen iiberhaupt noch Aktivitdt vorhanden war.
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7.1.5 Impedanzmessungen

Die Impedanzmessungen wurden durchgefiihrt, um eine Korrelation dieser Messungen zu
den Zellzahlbestimmungen beziehungsweise der metabolischen Aktivitidt der Zellen zu
priiffen und somit eine zusétzliche Bestitigung fiir die anderen Messwerte zu erreichen
(Hypothesen 2a/b). AuBBerdem konnte mit dieser Methode eine kontinuierliche Beobachtung
der Zellentwicklung erfolgen.

In Abbildung 9 sind die Verldufe der dimensionslosen Zellindizes von den elektrischen
Impedanzmessungen aufgetragen. Es werden spezielle mit Elektroden versehene 96-Well-
e-Platten genutzt, iiber die eine Anderung der Impedanz durch Isolationseigenschaften der
Membranen adhérenter Zellen registriert werden kann.

Bei den Fusidinsduregruppen sanken die Zellindizes bereits innerhalb von 24 Stunden nach
der initialen Exposition mit dem Antibiotikum auf Nullwerte. Die Zellindizes der Kontroll-
und Gentamicingruppen zeigten zunichst eine Zunahme dieser im Experimentverlauf. Nach
dem Mediumwechsel an Tag vier kam es zu einem Abfall beziehungsweise zu einer
Stagnation in den Gentamicingruppen, wihrend die DMEM-Gruppen weiter anstiegen.

Im Verlauf der Impedanzmessungen war zu sehen, dass vor dem Mediumwechsel am Tag
null alle Gruppen dhnliche Zellindizes hatten und die Verédnderungen erst nach Zugabe der
verschiedenen Medien auftraten. Um die Korrelation von Impedanzmessung und
Zellzahlbestimmung zu priifen, wurden die Impedanzwerte genutzt, die zum Zeitpunkt der
Zellzahlbestimmung gemessen wurden (Hypothese 2a). Die zugrunde liegenden Daten
finden sich in Abbildungen 24, 27 und 30 im Anhang. Die Berechnungen durch eine
Repeated-Measurement-Korrelation ergaben eine hohe positive Korrelation zwischen den
Zellzahlbestimmungen und dem Zellindex bei der Kontrollgruppe (r = 0,84; p = 0,002) und
Gentamicin (r=0,68; p <0,001). Fiir Fusidinsdure hingegen konnte keine signifikante

Korrelation festgestellt werden (r =—0,13; p = 0,596; Abb. 31 im Anhang).

53



Cell Index

Cell Index

Cell Index

-0,5

Ergebnisse

Impedanzmessung hSGSC 31

Experimenttage

Impedanzmessung hSGSC 33

4,0

Experimenttage

Impedanzmessung hSGSC 36

Experimenttage

e DMEM| e Gentamicin e Fysidinsaure

Abbildung 9: Impedanzmessungen der hSGSCs (klinischen Dosierungen)

Aufgetragen sind die Mittelwerte des dimensionslosen Zellindexes von sechs technischen Replikaten mit
Standardfehlern iiber sieben Tage. Die mitgefiihrten Mediumkontrollen zum Ausschluss von
Wechselwirkungen zwischen Elektroden und den unterschiedlichen Medien wurden zugunsten der
Ubersichtlichkeit weggelassen, da sie um Nullwerte schwankten.
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Um eine mdgliche Korrelation zwischen den Impedanzmessungen und der metabolischen
Aktivitdt zu iiberpriifen (Hypothese 2b, Abb. 31 im Anhang), wurde ebenfalls eine Repeated-
Measurement-Korrelation berechnet. Hierbei lieB sich nachweisen, dass eine hohe positive
Korrelation zwischen der metabolischen Aktivitit und dem Zellindex bei der Kontroll-
(r=0,98; p<0,001) und bei der Gentamicingruppe (r=0,69; p=0,026) vorlag. Fiir
Fusidinsdure hingegen konnte keine statistisch signifikante Korrelation berechnet werden
(r=-0,37; p=0,299).

Fir die Kontroll- und Gentamicingruppen kann also die Zellproliferation und die
metabolische Aktivitit der Zellen mit dieser Methode verfolgt werden. Bei den Gruppen mit

Fusidinsidure-Behandlung ist dies nicht der Fall.

7.1.6  Durchflusszytometrische Analysen

7.1.6.1 Proliferationsassay

Um den Unterschied beziiglich der Proliferation zwischen der Gentamicin- und der
Kontrollgruppe etwas genauer zu betrachten, wurde ein Proliferationsassay unter
Antibiotikaeinfluss mittels Durchflusszytometrie iiber neun Tage durchgefiihrt. Uber den
Experimentverlauf fand durch die Zellproliferation eine Verdiinnung des in den Zellen
befindlichen Farbstoffes statt, welche durch die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) der in
der Durchflusszytometrie analysierten Zellen anschlieBend ausgewertet werden konnte.
Fusidinsdure wurde in diesem Versuchsaufbau nicht beriicksichtigt, da die vorhergehenden
Versuche mit der klinischen Dosierung bereits die Letalitit des Wirkstoffes gezeigt hatten.
Es wurde des Weiteren ein langerer Zeitrahmen gewdhlt, da sich die Unterschiede zwischen
den Gentamicin- und Kontrollgruppen in den Wachstumskinetiken verstirkt zu spéteren
Zeitpunkten darstellten.

Die MFI im prozentualen Verhéltnis zum Ausgangswert ist in Abbildung 10 dargestellt.
Nach drei Tagen Kultivierung sank die MFI sowohl bei den Kontroll- als auch den
Gentamicingruppen bereits auf einen Bruchteil des Ausgangswertes ab. Den hochsten
prozentualen Anteil und damit die geringste Proliferation wies die Zelllinie 31 auf. Bei dieser
Zelllinie war bereits am dritten Experimenttag ein groferer Unterschied zwischen Kontroll-
und Gentamicingruppe als bei den anderen Zelllinien zu erkennen. Bei den hSGSC 33 und
hSGSC 36 war dies erst ab dem sechsten Tag der Fall. Eine ausgeprégte Proliferation einer

Gentamicingruppe konnte nur bei der Zelllinie 36 am Tag drei beobachtet werden.
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An den Tagen sechs und neun vereinheitlichte sich das Bild bei allen Zelllinien dahingehend,
dass die Kontrollgruppen eine niedrigere MFI und damit eine hohere Proliferation als die
Gentamicingruppen in diesem Zeitraum zeigten. Somit konnte gezeigt werden, dass Zellen
unter Gentamicin-Einfluss mit zunehmender Kultivierungsdauer immer weniger
proliferierten. Gestiitzt wurde diese Beobachtung durch eine parallel durchgefiihrte
Zellzahlbestimmung (Tabelle 4 im Anhang).

MFI - prozentualer Anteil von Tag 0

25
20
) B hSGSC 31 - DMEM
o 15 N
c B hSGSC 31 - Gentamicin
o
- m hSGSC 33 - DMEM
> 10
S hSGSC 33 - Gentamicin
® hSGSC 36 - DMEM
5 2
% = ] hSGSC 36 - Gentamicin
\
: I\ NS
3 6 9

Experimenttage

Abbildung 10: Mittlere Fluoreszenzintensitét Proliferationsassay iiber neun Tage

Aufgetragen ist die mittlere Fluoreszenzintensitiat (MFI) im prozentualen Verhéltnis zum Ausgangswert an Tag
null nach drei, sechs und neun Tagen (hSGSC 33 und hSGSC 36) nach Medium-Zugabe bezichungsweise nach
drei und neun Tagen bei der Zelllinie hSGSC 31. Die MFI nahm ab, wobei dies bei den Kontrollgruppen
ausgepragter zu sehen war. Dies bedeutet, dass die Kontrollgruppen in einem hdéheren Mafe als die
Gentamicingruppen proliferierten.

7.1.6.2 Vitalitit

Die Untersuchung mit Annexin und PI mittels Durchflusszytometrie sollte dazu dienen, das
Verhiltnis zwischen lebenden, toten und sich in Apoptose befindlichen Zellen zu ermitteln.
Um eine ausreichende Anzahl an Zellen fiir die Auswertung zu generieren, wurden die

Replikate zusammengefiigt. Die Daten eignen sich daher nicht fiir eine statistische Analyse.
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Abbildung 11: Vitalitdtsassay Annexin V und PI (klinische Dosierung)

Die Zellen hSGSC 33 wurden nach Behandlung mit Gentamicin, Fusidinsdure oder DMEM (Kontrolle) mit
Annexin-V-FITC und PI markiert und per Durchflusszytometrie untersucht. In Abb. 11a ist das Gating der
vereinzelten Zellen zu sehen. In Abb. 11b ist eine Darstellung des dot blots von Forwardscatter (FSC) gegen
den Sidescatter (SSC) gezeigt. Die Punktwolken der PI-positiven Zellen am oberen dufleren Rand und die
Annexin-positiven Zellen rechts auflen sind in Abb. 11c zu sehen. Unten: Bei der Berechnung der prozentualen
Anteile von Annexin- und Pl-positiver Zellen in der Durchflusszytometrie ergab sich kein eindeutiger
Unterschied zwischen den Kontroll- und Gentamicingruppen. Bei den Fusidinsduregruppen konnten bereits
am ersten Tag nur geringe Gesamtzahlen an Ereignissen detektiert werden, von denen bereits ein hoher Anteil
Annexin- beziehungsweise Pl-positiv war. Aufgrund der wenigen Ereignisse wurden die Ergebnisse der
restlichen drei Tage nicht im Diagramm beriicksichtigt.
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In Abbildung 11 sind beispielhaft die dot-plot-Grafiken und das Gating fiir die Analyse der
Zelllinie 33, sowie die Quantifizierung der prozentualen Anteile der PI- bezichungsweise
Annexin-positiven Fraktionen aller drei Zelllinien abgebildet.

Bei den DMEM- und Gentamicingruppen ergaben sich bei den unterschiedlichen Zelllinien
kaum Unterschiede zwischen den Versuchstagen. Prozentual waren generell meistens mehr
Pl-positive als Annexin-positive Zellen an einem Versuchstag zu sehen.

Bei den mit Fusidinsdure behandelten Zellen konnten am ersten Versuchstag lediglich
vereinzelte Fluoreszenzsignale detektiert werden. Diese geringe Anzahl an Ereignissen
wiesen, wie in Abbildung 11 zu sehen, einen erheblichen Anteil Annexin- beziehungsweise
Pl-positiver Signale auf. Die Ergebnisse der weiteren Versuchstage wurden bei
abnehmender Anzahl von Fluoreszenzsignalen und somit geringer Aussagekraft nicht

aufgetragen.

7.2 Dosisanpassungen der Antibiotika

Um eine mdgliche Nutzung der Antibiotika genauer zu untersuchen, wurden Versuche mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Gentamicin beziehungsweise Fusidinsdure
durchgefiihrt. Gentamicin wurde im Hinblick auf eine topische Hochdosistherapie
weitergehend untersucht, weil bei den vorhergehenden Experimenten eine Proliferation der
Zellen in Gentamicin-haltigem Medium in topischer Dosierung moglich gewesen ist. Da bei
der genutzten Konzentration von 1 mg/ml Fusidinsdure in den vorhergehenden Versuchen
die Zellen abgestorben sind, wurde der Fokus bei dieser Substanz auf eine Einschétzung

niedrigerer Dosen fiir die Letalitit der Zellen gelegt.

7.2.1 Gentamicin

7.2.1.1 Wachstumskinetik

Die Zugabe von Gentamicinsulfat in den Konzentrationen 0,14 mg/ml, 0,7 mg/ml und
1,4 mg/ml (klinische Dosierung) fiihrten iiber den gesamten Experimentzeitraum zu einer
Proliferation der Zellen (Abb. 12, Abb. 32 & 33 im Anhang). Der Mediumwechsel an Tag
vier hatte zunichst eine Stagnation der Proliferation bei allen Gentamicinkonzentrationen
zur Folge, die bei den geringeren Dosen aber nur voriibergehend war. Die Versuchsgruppe
der Konzentration 2,1 mg/ml erholte sich von dieser Stagnation nicht mehr und blieb bis Tag
sieben anndhernd gleich. Lediglich die Versuchsgruppe der hochsten Konzentration von

2,8 mg/ml zeigte nach einer ansteigenden Zellzahl bis Tag fiinf eine folgende Abnahme der
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Zellzahl bis Tag sieben. Generell proliferierten die Zellen demnach trotz Zugabe von
Gentamicin. Nur mit einer hoheren Dosierung des Antibiotikums ab der topischen Dosis ist
also im untersuchten Zeitraum eine geringere Proliferation verkniipft.

Die Berechnung einer Repeated-Measurement-Korrelation der Datensédtze hinsichtlich
Hypothese 3 erbrachte eine signifikante negative Korrelation zwischen der
Zellzahlbestimmung und der Konzentration von Gentamicin (r = —0,449; p < 0,001; Abb. 32
im Anhang). Das Ergebnis des linear gemischten Modells zur Uberpriifung von Hypothese 4
ergab, dass die Konzentration allein keinen signifikanten Unterschied verursachte
(Koeffizient 1644,7; p=0,597). Signifikante Einflussfaktoren waren der Tag der
Zellzahlbestimmung (Koeffizient 14720,1; p <0,001) und die Interaktion zwischen den
Konzentrationen und dem Tag der Erhebung der Wachstumskinetik (Koeffizient —3931,6;
p <0,001; Abb. 33 im Anhang). Dies bedeutet, dass die Tage sich unterschieden, also die
Dauer der Exposition und in diesem Zusammenhang auch die Konzentration einen Einfluss

auf die Proliferation der Zellen hatte.

Wachstumskinetik Dosisanpassung Gentamicin hSGSC 14
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Abbildung 12: Wachstumskinetiken hSGSC 14 (Dosisanpassung Gentamicin)

Die Proliferation der hSGSC 14 wurde unter Einfluss von flinf unterschiedlichen Konzentrationen von
Gentamicin im Medium sowie der Kontrollgruppe, nur mit DMEM, untersucht. Es wird der Mittelwert und die
Standardfehler von jeweils sechs technischen Replikaten dargestellt. Eine Proliferation war bei allen
Versuchsgruppen zu beobachten. Nach dem erneuten Mediumwechsel an Tag vier war eine weitere
Proliferation bei den drei niedrigsten Dosierungen (0,14 mg/ml, 0,7 mg/ml, 1,4 mg/ml) zu verzeichnen. Die
beiden hochsten Dosierungen stagnierten in ihrem Wachstum (2,1 mg/ml) oder zeigten eine niedrigere Zellzahl
als an Tag drei (2,8 mg/ml).
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7.2.1.2 Impedanzmessung

Beziiglich der Impedanzmessung wird in Abbildung 13 ersichtlich, dass bis zur Zugabe von
Gentamicin an Tag null ein dhnlicher Zellindex {iber alle Gruppen erreicht wurde. Ab der
Zugabe von Gentamicin an Tag null unterschieden sich die Werte der Gruppen, wobei sich
bis Tag vier grofitenteils nur ein Trend abzeichnete. Lediglich die hochste Konzentration
von 2,8 mg/ml wies frithzeitig Zellindizes unterhalb derer der anderen Gruppen auf.

Die geringsten Konzentrationen (0,14 mg/ml und 0,7 mg/ml) verliefen nahezu identisch mit
der Kontrollgruppe (DMEM) bis zum Mediumwechsel am Tag vier. Die mittleren
Konzentrationen (1,4 mg/ml und 2,1 mg/ml) wiesen ebenfalls einen dhnlichen Verlauf auf,
jedoch mit niedrigeren Zellindizes. Nach der erneuten Zugabe von Gentamicin am Tag vier
erholte sich die Versuchsgruppe mit der Konzentration 0,14 mg/ml zunichst dhnlich gut wie
die Kontrollgruppe vom Mediumwechsel. Sie erreichte jedoch nicht wieder das Niveau des
durchschnittlichen Zellindexes der Kontrollgruppe. Bei den Konzentrationen 0,7 mg/ml und
1,4 mg/ml fiihrte der Mediumwechsel zu einer Stagnation der Zellindizes. Bei den beiden
hochsten Konzentrationen (2,1 mg/ml und 2,8 mg/ml) kam es zu einem Absinken der
Zellindizes iiber die restliche Versuchszeit.

Daraus ergibt sich, dass bei einer repetitiven Gabe auch geringe Dosierungen die
Proliferation der Zellen beeintridchtigen konnen. Die statistische Berechnung eines linear
gemischten Modells der Ergebnisse der Impedanzmessungen war &hnlich wie die der
Wachstumskinetik unter Gentamicin-Einfluss. Abhédngig von der Konzentration ergab sich
kein Unterschied in den Zellindizes (Koeffizient —0,0747; p=0,345). Signifikante
Einflussfaktoren waren jedoch auch hier der Tag der Messung der Zellindizes
(Koeffizient 0,363; p < 0,001) und die Interaktion zwischen den Konzentrationen und dem
Tag der Messung der Zellindizes (Koeffizient —0,108; p < 0,001; Abb. 33 im Anhang). Dies
bedeutet, dass auch hier die zeitliche Dauer der Stoffexposition und dann in diesem

Zusammenhang auch die Konzentration entscheidend war.
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Impedanzmessung Dosisanpassung Gentamicin hSGSC 14
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Abbildung 13: Impedanzmessung hSGSC 14 (Dosisanpassung Gentamicin)

Mit den hSGSC 14 wurde unter Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen von Gentamicin im Medium
im Vergleich zur Kontrollgruppe (DMEM) die Impedanz gemessen. Es werden der Mittelwert und die
Standardfehler von jeweils sechs technischen Replikaten dargestellt. Es erfolgte zunéchst eine Zunahme der
Zellindizes bei allen Gruppen. Die niedrigste Dosierung (0,14 mg/ml) wies dhnliche Ergebnisse wie die
Kontrollgruppe auf. Nach dem Mediumwechsel am Tag vier stagnierten die restlichen Gruppen (0,7 mg/ml
und 1,4 mg/ml), oder zeigten eine Abnahme des Zellindexes (2,1 mg/ml und 2,8 mg/ml). Die Zellindizes der
hochsten Dosierung (2,8 mg/ml) waren deutlich niedriger als die der anderen Gruppen.

7.2.2 Fusidinsiure

7.2.2.1 Wachstumskinetik

Mittels Zellzahlbestimmung wurde die Wachstumskinetik der Kontrollgruppe und
Fusidinsduregruppen iiber den Experimentzeitraum von sieben Tagen bestimmt (Abb. 14).
Bei der Kontrollgruppe sowie den beiden niedrigsten Konzentrationen von Fusidinsdure
(0,05 mg/ml und 0,1 mg/ml) kam es zu einer Proliferation iiber den Experimentzeitraum.
Die Kontroll- und 0,05-mg/ml-Fusidinsduregruppe wiesen eine dhnliche Wachstumskinetik
auf. Die Proliferation der Versuchsgruppe mit 0,1 mg/ml Fusidinsédure war nicht so
ausgeprigt wie bei den beiden vorhergenannten Gruppen.

Die Zugabe von 0,25 mg/ml Fusidinséure fiihrte bis Tag drei zundchst zu einer stetigen
Abnahme der Zellzahl. Nach dem Mediumwechsel an Tag vier erholte sich die Zellzahl
dieser Gruppe nicht mehr und nahm erheblich ab. Die beiden hdchsten Konzentrationen
wiesen Uber den Versuchsverlauf keine Proliferation auf, die Zellen starben demnach ab.
Die repetitive Gabe von Fusidinséure fiihrte folglich ab einer Konzentration von 0,25 mg/ml
zu einem Absterben der hSGSCs. In diesem Versuchsaufbau war die Proliferation der Zellen

bis zu einer Konzentration von 0,1 mg/ml Fusidinsdure moglich.
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Die Berechnung einer Repeated-Measurement-Korrelation der Datensétze hinsichtlich
Hypothese 3 ergab eine signifikante negative Korrelation zwischen den
Zellzahlbestimmungen und der Konzentration von Fusidinsidure (r=-0,667; p <0,001;
Abb. 32 im Anhang).

Die Berechnung eines linear gemischten Modells zur Uberpriifung von Hypothese 4
hinsichtlich Fusidinsdure ergab, dass die Konzentration (Koeffizient —32580, p = 0,033), der
Tag der Zellzahlbestimmung (Koeffizient 7923; p < 0,001) und die Interaktion zwischen der
Konzentration und dem Tag der Zellzahlbestimmung (Koeffizient —11224; p <0,001)
signifikante Einflussfaktoren darstellten (Abb. 33 im Anhang).
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Abbildung 14: Wachstumskinetiken hSGSC 14 (Dosisanpassung Fusidinséure)

Die Zellzahl der hSGSC 14 wurde nach Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von Fusidinséure im
Medium oder DMEM ohne Fusidinsdure (Kontrollgruppe) bestimmt. Es werden der Mittelwert und die
Standardfehler von jeweils sechs technischen Replikaten dargestellt. Eine Proliferation der Zellen konnte fiir
die Dosierung 0,05 mg/ml und 0,1 mg/ml nachgewiesen werden, wobei das Wachstum der Gruppe mit der
geringsten Dosis dhnlich wie das der Kontrollgruppe war. Eine Dosierung von 0,25 mg/ml fiihrte nach dem
Mediumwechsel am Tag vier zu einem Absterben der Zellen. Die beiden hochsten Konzentrationen
(0,5 mg/ml, 1 mg/ml) fiihrten innerhalb von 24 Stunden zu einer Depletion der Zellzahl.

7.2.2.2 Impedanzmessung

Abbildung 15 zeigt die Impedanzmessungen des Dosisanpassungsversuches mit
Fusidinsdure. Bis Tag eins des Experimentes waren etwa dhnliche Zellindizes tiber alle
Gruppen hinweg zu beobachten. Die Medienwechsel an Tag eins und an Tag vier des
Experimentes fiihrten zu einem Einschnitt der Zellindizes.

Die Kontrollgruppe sowie die Gruppe mit der niedrigsten Fusidinsdurekonzentration
(0,05 mg/ml) erholten sich hiervon schnell und es kam zu einer weiteren Zunahme der

Zellindizes.
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Eine Konzentration von 0,1 mg/ml Fusidinsdure fiihrte im Gegensatz zu der 0,05-mg/ml-
Gruppe bereits zu Beginn des Experimentes zu einer erheblich niedrigeren Entwicklung des
Zellindexes. Es war jedoch insgesamt eine Zunahme iiber den Experimentzeitraum — auch
nach dem erneuten Mediumwechsel — zu beobachten. Die Zugabe von 0,25 mg/ml
Fusidinsdure bewirkte einen bestdndigen Abfall des Zellindexes bis zum erneuten
Mediumwechsel. Hiernach ndherte er sich Nullwerten. Bei den beiden hochsten
Konzentrationen (0,5 mg/ml und 1 mg/ml) sanken die Zellindizes innerhalb von 24 Stunden
und pendelten schlielich um Nullwerte. Die Konzentration von 0,5 mg/ml zeigte hier ein
etwas langsameres Absinken des Indexes. Im Verlauf des Experimentes stellte sich keine
Erholung der Zellindizes der beiden Gruppen mit den hochsten Fusidinsdure-
Konzentrationen ein.

Lediglich bei den beiden niedrigsten Konzentrationen (0,05 mg/ml und 0,1 mg/ml) konnte
eine positive Entwicklung der Zellindizes beobachtet werden. Eine erneute Zugabe des
Antibiotikums hatte jedoch auch bei diesen Konzentrationen sichtbar negative
Auswirkungen auf die Zellindizes.

Die statistische Auswertung eines linear gemischten Modells auf der Grundlage der
Zellindizes ergab, dass die Konzentration keinen signifikanten Einflussfaktor darstellte
(Koeffizient —0,222; p = 0,502). Als signifikante Einflussfaktoren ergaben sich jedoch der
Tag der Messung der Zellindizes (Koeffizient 0,199; p <0,001) und die Interaktion
zwischen den Konzentrationen und dem Tag der Messung der Zellindizes
(Koeffizient —0,278; p < 0,001, Abb. 33 im Anhang). Somit ist der Zeitraum der Exposition
sowohl allein als auch im Zusammenspiel mit den verschiedenen Konzentrationen von

Bedeutung.
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Impedanzmessung Dosisanpassung Fusidinsdaure hSGSC 14

4,0

3,5

Fusidinsaure 0,05 mg/ml
Fusidinsdure 0,1 mg/ml

Fusidinsaure 0,25 mg/ml

Cell Index

Fusidinsdure 0,5 mg/ml

Fusidinsdure 1 mg/ml

——— DMEM

Experimenttage

Abbildung 15: Impedanzmessungen hSGSC 14 (Dosisanpassung Fusidinséure)

Die Zellen hSGSC 14 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen Fusidinsdure wihrend einer
Impedanzmessung behandelt. Es wird jeweils der Mittelwert des Zellindexes mit Standardfehler von sechs
technischen Replikaten dargestellt. Die Kontrollgruppe (DMEM) sowie die 0,05 mg/ml-Fusidinsduregruppe
wiesen eine dhnliche Kinetik auf. Auch die Zugabe von 0,1 mg/ml Fusidinsdure fithrte zu einer Zunahme des
Zellindexes, der nach dem Mediumwechsel an Tag vier jedoch einen voriibergehenden Einschnitt erfuhr. Die
drei hochsten Konzentrationen (0,25—1 mg/ml) fiihrten zu einer Abnahme des Zellindexes. Eine hdhere
Konzentration hatte eine ausgeprégtere und schnellere negative Entwicklung zur Folge. Die 0,25 mg/ml-
Gruppe zeigte erst nach dem erneuten Mediumwechsel am Tag vier ein Absinken auf Nullwerte.

7.3 Ex-vivo-Wundheilungsmodell

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte ein Ausblick auf die Einfliisse von Gentamicin und
Fusidinsdure auf die wundheilungsfordernden Kapazititen der hSGSCs. Hierfiir wurden
Hautbiopsien aus dem Gesichtsbereich in einem sogenannten Punch-in-a-Punch-ex-vivo-
Wundheilungsmodell genutzt. Dafiir wurden in einen inneren Punch als kiinstliche Wunde
hSGSCs zur Unterstiitzung der Wundheilung eingesét, die entweder nur mit DMEM als
Kontrollmedium oder mit Gentamicin- beziehungsweise Fusidinsdure-haltigem Medium
appliziert wurden. Das Augenmerk lag bei diesen Versuchen auf den klinischen Dosierungen
von Gentamicin (1,4 mg/ml) und Fusidinsdure (1 mg/ml). Im ersten Experiment wurde
zundchst nur die Zelllinie hSGSC 14 verwendet. Im zweiten und dritten Experiment wurden
die proliferativ starken Zelllinien hSGSC 33 und hSGSC 36 sowie die hSGSC 14 als interne

Kontrolle genutzt.
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7.3.1 Vitalitét der Stanzen wihrend der Kultivierung

Anhand des Kulturmediums der Stanzen wurden im Verlauf der Ex-vivo-Kulturen an flinf
Zeitpunkten LDH-Messungen durchgefiihrt, um die Vitalitit der Stanzen zu analysieren.
Wie in Abbildung 16 zu sehen, blieb die LDH-Konzentration der kultivierten Hautstanzen
ab Tag zwei (Zeitpunkt nach Fiillen des inneren Punches) auf einem niedrigeren Niveau. Bei
den folgenden Medienwechseln mit LDH-Analysen an den Tagen vier, sechs und acht nach
Inkulturnahme der Stanzen zeigte sich ein stetiger Anstieg der optischen Dichte und
dementsprechend der LDH-Konzentration im Zellkulturmedium der Stanzen (Abb. 16). Dies
bedeutete einen sukzessiven Gewebeuntergang wéhrend der Kultivierung. Die sehr hohen
Ausgangskonzentrationen vom ersten Messzeitpunkt wurden iiber den Versuch hinweg
jedoch nicht wieder erreicht. Bei einer Analyse der AUCs via Brown-Forsythe ANOVA
konnten weder signifikante Unterschiede bei dem Hautspendenden P125 (F* (2,
24,33)=2,063; p=0,15) noch P134 (F* (4, 41,5)=2,156; p=0,091) nachgewiesen
werden. Bei den Stanzen des Hautspendenden P127 waren signifikante Unterschiede bei den
AUCs zu beobachten (F* (3, 33,72) = 6,58; p = 0,001). Im Dunnett-T3-Post-hoc-Test wurde
ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe mit hSGSC 14 und der
Gentamicingruppe mit hSGSC 36 nachgewiesen (korrigierter p-Wert: p = 0,002). Bei der
Analyse dieses Hautspendenden waren insgesamt hohere LDH-Konzentrationen als bei den
anderen beiden Spendenden zu verzeichnen (Abb. 16, Tabelle 5 im Anhang).

Diese Versuchsreihe deutete darauf hin, dass die LDH-Ausschiittung eher spender*innen-

als substanzabhéngig ist.
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Abbildung 16: Ergebnisse der LDH-Assays (Punch-in-a-Punch)

LDH-Konzentrationen wéhrend der Punch-in-a-Punch-Versuche sind aufgetragen als Mittelwerte mit
Standardfehler der drei Replikate jeweils dreier Stanzen als technische Replikate eines Spendenden. Nach der
Inkulturnahme wurden jeweils die hochsten LDH-Konzentrationen gemessen. Dies war vor der
Wundbehandlung des inneren Punches. Im Verlauf der Kultivierung kam es zu einem Anstieg der LDH-
Konzentrationen. In einer Brown-Forsythe ANOVA der AUCs konnte lediglich bei dem Spendenden P127 ein
signifikanter Unterschied der Gruppen festgestellt werden (F* (3, 33,72) = 6,58; p =0,001). Im Dunnett-T3-
Post-hoc-Test wurde ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe mit hSGSC 14 und der
Gentamicingruppe mit hRSGSC 36 nachgewiesen (korrigierter p-Wert: p = 0,002).
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7.3.2  Mikroskopie-Aufnahmen zur Verlaufskontrolle der Wundheilung

Im Verlauf der Ex-vivo-Kultivierung wurden die Hautstanzen unter dem Auflichtmikroskop
begutachtet und fotografiert. So lieB sich der Fortschritt der Wundheilung bereits durch eine
erste nichtinvasive optische Beurteilung der Hautstanzen verfolgen.

Abbildung 17 gibt einen Uberblick iiber die Aufnahmen wihrend der Kultivierung der
Stanzen und zeigt zugleich ein HE-Bild aus dem mittigen Punch nach Abschluss der Kultur.
Die Aufnahme an Tag zwei zeigen den Zustand der Hautstanze direkt nach Behandlung der
kiinstlich gesetzten inneren Wunden. Am Wundgrund wird das Unterhautgewebe ersichtlich
(beispielhaft markiert durch ein Kreuz in Bild a). Am vierten Tag nach der Wundbehandlung
mit hSGSCs (Tag sechs der Ex-vivo-Kultur) wurden die Stanzen erneut fotografiert. Bei
genauer Betrachtung der Bilder ist bereits eine Verdnderung der Oberfliche der inneren
Wunde zu erkennen. Es zeigt sich eine matte Beschaffenheit (besonders gut in den Bildern j
und n zu erkennen). Des Weiteren kommt es am Wundrand zu einer etwas dunkleren
Verfarbung, die auf eine Demarkierung der Verletzung durch den Laser hindeuten konnte
(Pfeilspitzen in den Bildern c und f). Am achten Tag nach Inkulturnahme wurden die letzten
Aufnahmen angefertigt. Auf diesen Bildern ist iiber den Wunden der gefiillten Stanzen
deutlich ein Hiutchen zu erkennen (am deutlichsten in Bild g als Mattierung zu erkennen,
Markierung mit einem Stern). Die Stanze in den Bildern a bis d wurde ausschlieBlich mit
DMEM-Zellkulturmedium ohne Zugabe von hSGSCs behandelt. Bei dieser Stanze ist bei
der letzten Aufnahme makroskopisch kein durchgehendes Héutchen iiber der inneren Wunde
ersichtlich, was im HE-Bild mikroskopisch bestétigt wird (Abb. 17d). Links und rechts des
inneren Punches ist die intakte Epidermis mit einer Hornschicht zu erkennen. An den
Réndern des inneren Punches sind kurze, einwachsende Zungen einer abgrenzenden
Zellschicht zu sehen (markiert mit zwei Pfeilen), welche den Wundgrund des inneren
Punches nicht erreichen. Auf den anderen HE-Bildern (Bilder h, I, p) kann man am Boden
des inneren Punches violett eingefarbte Zellen erkennen (beispielhafte Markierung durch
ein x in Bild 1). Uber diesen Zellen hatte sich eine abgrenzbare Zellschicht gebildet (sehr
deutlich in Bild h zu erkennen, Markierung mit einem Pfeil). Wihrend der Kultivierung
setzte offensichtlich die Wundheilung ein, die mit einer Behandlung durch hSGSCs
umfassender ausfiel. Dies war unabhingig davon, ob die Zellen mit Kontrollmedium oder
Gentamicin- beziehungsweise Fusidinsdure-haltigem Medium in den inneren Punch

eingebracht worden waren.
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d2(do) d6(d4) ds(de) d8g(de)

hSGSC 14/Fusidinsaure

Abbildung 17: Aufnahmen am Auflichtmikroskop (Punch-in-a-Punch)

Beispielhaft werden die Mikroskopie-Aufnahmen vom Punch-in-a-Punch-Versuch von dem Hautspendendem
P125 gezeigt. Insgesamt werden vier verschiedene Wundbehandlungen des inneren Punches gezeigt:
Kontrollstanze (Behandlung lediglich mit Medium, ohne Zellen), sowie Wundbehandlungen mit hSGSCs in
drei verschiedenen Medien (DMEM und DMEM mit Gentamicin bezichungsweise Fusidinsdure). Links sind
die Mikroskopie-Auflichtbilder an verschiedenen Zeitpunkten nach Setzen der inneren Wunde (Befiillung mit
Zellen in Klammern) zu sehen. Rechts folgt das HE-Bild der Stanze am Versuchsende. Das schwarze Kreuz in
Bild a markiert beispielhaft die durchscheinende Subkutis. Die schwarzen Pfeilspitzen in den Bildern ¢ und f
weisen auf eine dunkle Verfarbung am Rand des inneren Punches. Die Doppelpfeile in Bild d markieren die
rudimentér ausgebildete einwachsende Zunge am Wundrand. Der Stern in Bild g weist auf die Ausbildung
eines Héutchens hin (zu erkennen durch matte Oberfldche). Der Pfeil in Bild h weist beispielhaft auf die
abgrenzende Zellschicht, die in diesem Fall den inneren Punch auskleidet. Das x in Bild | deutet exemplarisch
auf die bldulich eingeférbten Zellen, die unterhalb der abgrenzenden Zellschicht liegen.
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7.3.3 Auswertung der HE-Schnitte

7.3.3.1 Wunddurchmesser

Durch die Nutzung eines Lasers wurde eine Standardisierung der Wunde erreicht. Die
durchschnittlichen Wunddurchmesser der ausgewerteten HE-Schnitte betrugen 1,77 bis
2,0 mm. In Abbildung 18 sind die Wunddurchmesser grafisch aufgetragen (Daten Tabelle 6

im Anhang).
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Abbildung 18: Wunddurchmesser (Punch-in-a-Punch)

a) Wunddurchmesser der unterschiedlichen Gruppen in mm sind als Mittelwert von jeweils 3 Stanzen mit
Standardfehler dargestellt. Innerhalb der drei Hautspendenden wiesen die Wunddurchmesser dhnliche Werte
auf. Es konnte kein signifikanter Unterschied mittels einer Brown-Forsythe ANOVA festgestellt werden
(F* (10, 12,39) = 1,287, p = 0,333). Die Standardisierung der Wunde durch den Laser war erfolgreich und es
konnte in jeder Experimentgruppe ein dhnlicher Abschnitt der Stanze analysiert werden. b/c) HE-Beispielbilder
mit erfasstem Parameter (Zustand nach Behandlung mit b: Zelltherapie als Wundbehandlung, c: lediglich
Medium als Wundbehandlung, Aufnahmen in 50-facher Vergroerung, Maf3stab 0,5 mm).

Es ist zu erkennen, dass die Wunddurchmesser innerhalb der drei Spender*innengruppen
dicht beieinander liegen. Dies bedeutet, dass der Laser die Wunde gleichméBig gesetzt hat
und es in den jeweiligen Gruppen somit mdglich war, durch die GroBenmessung jeweils
einen vergleichbaren Abschnitt der Stanze zu analysieren. Fiir jeden Hautspendenden wurde
eine statistische Analyse durchgefiihrt. Da bei einem HE-Schnitt einer Stanze der
Fusidinsduregruppe der hSGSC 14 bei dem Spendenden P125 die Schichtdicke nicht korrekt
war, musste diese Gruppe aufgrund geringer Wiederholung (n=2) von der Auswertung
ausgeschlossen werden. Die Wunddurchmesser aller Stanzen wurden mittels einer Brown-
Forsythe ANOVA analysiert. Hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Wunddurchmessern aller Stanzen (F* (10, 12,39)=1,287, p=0,333). Die mit

hSGSC 14 und Kontrollmedium behandelten Stanzen wurden zur weiteren Auswertung als
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interne  Kontrolle genutzt und die Abhéingigkeit der Hautspendenden {iber eine
Normalisierung auf diese Ergebnisse herausgerechnet. Die weiteren Angaben wurden

dementsprechend relativ zu dieser Gruppe gemacht (Tabelle 7 im Anhang).

7.3.3.2 Zungenldnge

Abbildung 19a zeigt die Zungenlénge von drei Stanzen einer Medium-Zell-Kombination im
prozentualen Anteil zu der internen Kontrolle mit hSGSC 14. Es ist zu erkennen, dass die
Zungenléngen bei P127 etwas kiirzer ausfallen als die von P125 oder P134, wobei bei der
Fusidinsduregruppe von hSGSC 33 von P134 ein geringer Mittelwert mit einem hohen
Standardfehler auffillig war. In Abbildung 19b findet sich der Durchschnitt der
normalisierten Zungenlédnge der drei verschiedenen Behandlungen iiber alle Versuche
hinweg. Eine Analyse via Brown-Forsythe ANOVA mit Dunnett-T3-Post-hoc-Test wies
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den drei Behandlungsgruppen auf
(F* (2, 15,24) = 1,418; p=0,273; Abb. 19b). Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass
sich unabhéngig vom Hautspendenden, Zelllinie oder der Behandlung mit Antibiotika das

Wachstum einer abgrenzenden Zellschicht stattfand.
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Abbildung 19: Zungenldnge (Punch-in-a-Punch)

a) Die Zungenldnge wurde normalisiert auf die interne Kontrolle der jeweiligen hSGSC-14-Kontrollgruppe
(DMEM). Es wurden jeweils drei Replikate zu einem Mittelwert zusammengefasst und mit Standardfehler
dargestellt. Die meisten Versuchsgruppen liegen bei nahezu 100 %, auBer vier Gruppen, die 10-20 % unterhalb
der hNSGSC-14-Kontrollgruppe liegen. b) Es wurden die Mittelwerte der normalisierten Zungenlénge der drei
Medium-Konditionen von allen Hautspendenden zusammen berechnet und mit Standardabweichungen
abgebildet. In einer Brown-Forsythe ANOVA mit Dunnett-T3-Post-hoc-Test konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen festgestellt werden (F* (2, 15,24) = 1,418; p = 0,273).
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7.3.3.3  Fldchenmafe

Die Zungenflache (Abb. 20a) zeigte eine sehr heterogene Verteilung innerhalb der Gruppen,
was zu teils hohen Standardfehlern fiihrte. In Abbildung 20a deutet sich unabhédngig von der
Behandlung mit Antibiotika ein Trend zu geringeren Zungenflachen bei Stanzen an, die mit
hSGSC 33 behandelt worden waren.

Mit dem Fokus auf die drei Behandlungsgruppen ergab eine Brown-Forsythe ANOVA
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen bei Vergleich der
Zungenfliche, bezogen auf die interne Kontrolle der drei genutzten Medium-Konditionen
(F* (2, 23,24) = 0,6332, p = 0,54; Abb. 20b).

Die Werte der residualen Wundfliche zeigten sich komplementér zur Zungenflache, da sich
die GroBe der standardisierten Wunde nicht &ndert. Die auf die interne Kontrolle der
jeweiligen hSGSC-14-Kontrollgruppe bezogenen Werte sind in Abbildung 20c zu sehen. Im
Teil d der Abbildung 20 sind die Mittelwerte der normalisierten nicht zugeheilten
Wundfldache der drei Konditionen aufgetragen. Mittels Brown-Forsythe ANOVA konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Konditionen nachgewiesen werden
(F*(2,22,73) = 0,603; p = 0,556).

Es ergibt sich die Annahme, dass Gentamicin und Fusidinsdure in diesem Ex-vivo-
Experiment keinen negativen Einfluss auf die wundheilungsfordernden Kapazititen von

hSGSCs hatten.
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Abbildung 20: Zungenfliche & Residuale Wundfldche (Punch-in-a-Punch)

Die FlachenmaBle der Stanzen wurden normalisiert auf die Kontrolle der hSGSC 14. a) Zungenfldche; es
wurden jeweils drei Stanzen normalisiert auf die interne Kontrolle hSGSC 14 (Mittelwert mit Standardfehler).
b) Es wurde der Durchschnitt der normalisierten Zungenfldche der drei Konditionen aller drei Hautspendenden
zusammen abgebildet (Mittelwert mit Standardabweichung). Es konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied der Zungenflichen in einer Brown-Forsythe ANOVA nachgewiesen werden
(F*(2,23,24) = 10,6332, p = 0,54). ¢) Die residuale Wundfldche der drei Replikate wurde normalisiert auf die
interne Kontrolle der hSGSC 14 (Mittelwert mit Standardfehler). d) Es wird die residuale Wundflache der drei
Konditionen aller drei Hautspendenden zusammen gezeigt (Mittelwert mit Standardabweichung). In der
Brown-Forsythe ANOVA ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der residualen Wundflache bei
Betrachtung der Mittelwerte der drei Hautspendenden (F* (2, 22,73 = 0,603); p = 0,556).
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8.1 Einfluss der Antibiotika Gentamicin und Fusidinsaure in vitro

Eine der Herausforderungen bei der Hauttransplantation sind Infektionen, die zu einem
Transplantatuntergang fithren. Auch bei der Anwendung von Zelltherapien fiir die Therapie
von Hautwunden wurde in der Vergangenheit hiufig von diesem Problem berichtet
(O’Connor et al. 1981, Matsumura et al. 1998, Unal et al. 2005). Humane Schwei3driisen-
abgeleitete Stammzellen haben bei Versuchen in vitro, in vivo und ex vivo
wundheilungsférdernde Kapazititen gezeigt und kommen so in der Zukunft fiir eine
potenzielle Anwendung bei Wundheilungsstdrungen in Betracht (Sturmheit et al. , Danner
et al. 2012, Nagel et al. 2013, Liao et al. 2019). Deswegen sollte in dieser Arbeit betrachtet
werden, inwiefern Antibiotika einen Einfluss auf die Proliferation, metabolische Aktivitit
und Viabilitdt der hSGSCs haben. Zundchst wurde die Wirkung von Gentamicin in einer
handelsiiblichen topischen Konzentration von 1 mg/ml (Gentamicinsulfat 1,4 mg/ml)
untersucht. Diese Konzentration stellte bereits die Grundlagen fiir andere /n-vitro-Studien
dar (Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Teepe et al. 1993, Junker et al. 2015).
Fusidinsdure wurde bei den Versuchen in der intravendsen Verdiinnung des Medikamentes
(1 mg/ml) angewendet, die ebenfalls bereits als klinische Ausgangskonzentration in Studien
getestet worden ist (Teepe et al. 1993). So sollte zunéchst in vitro die Auswirkung einer in
der Klinik eingesetzten Dosierung beobachtet werden, um zu ergriinden, ob eine
Kombination von hSGSCs und Antibiotika mdglich ist. AnschlieBend wurden verschiedene
Antibiotikakonzentrationen untersucht, um die Mdglichkeit einer Dosisoptimierung zu

betrachten.

8.2 Gentamicin

8.2.1 Klinische Dosierung

Die Auswirkung von Gentamicin auf die Proliferation von Keratinozyten und Fibroblasten
wurde in vitro bereits im Hinblick auf eine topische Antibiotika-Therapie bei transplantierten
Verbrennungswunden betrachtet (Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Teepe et al. 1993,
Junker et al. 2015). Die untersuchten Zeitraume umfassten in diesen Studien einen bis vier

Tage und ein Mediumwechsel wurde einmalig zu Beginn der Versuche durchgefiihrt. Nach
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einer Inkubation mit Gentamicin-versetztem Medium {iber 24 Stunden wurde mittels
Neutralrot-Aufnahme-Assay ermittelt, dass Gentamicin in der klinischen Dosierung
(1 mg/ml) eine geringe Toxizitdt zeigte (Teepe et al. 1993). Ebenso wurde eine verminderte
Proliferation von Keratinozyten iiber einen Zeitraum von zwei bis vier Tagen in Medium
mit Gentamicin durch die Bestimmung der Zellzahl oder kolorimetrische Assays beobachtet
(Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Junker et al. 2015). Fibroblasten zeigten wéihrend
einer Inkubation mit Gentamicin-haltigem Medium (1 mg/ml) tiber zwei Tage ebenfalls eine
verminderte Aufnahme von Neutralrot und dementsprechend auch eine verringerte
Proliferation (Cooper et al. 1991). Um die Wirkung von Gentamicin auf die Zellen
eindeutiger zu bestimmen, wurde ein radioaktiv markiertes Thymidin-Einbau-Assay
genutzt. Bei Fibroblasten wurde so eine herabgesetzte Nachweisbarkeit von Thymidin und
somit eine verringerte DNS-Synthese nachgewiesen (Cooper et al. 1991). Dies konnte iiber
alle untersuchten Konzentrationen hinweg beobachtet werden, auch bei einer Konzentration
von 100 pg/ml, die keinen Unterschied im Neutralrot-Assay zwischen Gentamicin- und
Standardkulturmedium ergeben hatte (Cooper et al. 1991). Es wurde die Schlussfolgerung
gezogen, dass die im Neutralrot-Assay nachgewiesenen lebenden Zellen sich nicht weiter
aktiv vermehrt hatten (Cooper et al. 1991). Somit wurde gefolgert, dass die Auswirkungen
von Gentamicin eher auf einer verminderten biologischen Aktivitét statt einer zytotoxischen
Wirkung beruhten (Cooper et al. 1991).

Der Versuchszeitraum im Rahmen dieser Arbeit umfasste mit sieben Tagen einen lingeren
Zeitraum als die zuvor beschriebenen Studien. Fiir die Versorgung der Zellen musste
demnach eine Repetitionsdosis von Gentamicin im Rahmen eines Mediumwechsels am
vierten Tag appliziert werden. Im Gegensatz zu den vorhergehenden Studien proliferierten
die Zellen mit der klinischen Dosierung von Gentamicin bis zu Tag fiinf in einem dhnlichen
Rahmen wie die der Kontrollgruppen. Jedoch konnte eine Stagnation der Proliferation
zwischen dem fiinften und siebten Tag, nach erneuter Zugabe von Gentamicin, beobachtet
werden (Abb. 7). Ahnliches galt fiir die erhobene metabolische Aktivitit, die sich aus der
Proliferation der Population, der intrinsischen Aktivitidt der einzelnen Zellen und der
Sterberate der Zellen zusammensetzt. Somit deuteten die Ergebnisse auf eine verdnderte
Zellzahl und nicht auf eine Verdnderung des Zellumsatzes bei gleichbleibender Zellzahl hin.
Bei der Impedanzmessung wird ein Zusammenspiel aus Adhérenz, verdnderter Proliferation
und Viabilitdt von Zellen gemessen (Kho et al. 2015) In den Versuchen mit den hSGSCs

wurde dementsprechend auch eine Korrelation der Impedanz-Ergebnisse zu den Ergebnissen
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der Zellzahlbestimmungen und der metabolischen Aktivitit nachgewiesen, was die Eignung
der Methode unterstiitzt. Im Unterschied zu den anderen Methoden war ein negativer Effekt
von Gentamicin bereits eher ersichtlich (Abb. 9). Da eine Wechselwirkung der Substanz
Gentamicin an den Elektroden durch die sehr geringen Mediumblindwerte unwahrscheinlich
war, konnte der friiher als bei anderen Methoden detektierte negative Effekt von Gentamicin
auf eine frithzeitige Beeinflussung der Zelladhdrenz hindeuten. AuBlerdem konnte die
kontinuierliche Messung einen schwachen Trend deutlicher hervorheben.

Durch den durchflusszytometrischen Proliferationsversuch konnte beobachtet werden, dass
sich bei der Verlingerung der Inkubation auf neun Tage mit insgesamt zwei weiteren
Gentamicin-Gaben die Proliferation der Gentamicingruppen nochmals deutlich verringerte.
Das bestitigt die Beobachtung der vorhergehenden Versuche, dass eine wiederholte
Dosisgabe den Stress auf die Zellen erheblich erhohte.

Zusammenfassend zeigten die hSGSCs also durch die Behandlung mit Gentamicin zwar eine
anhaltende biologische Aktivitit, jedoch waren sie in ihrem Proliferationsvermogen
eingeschrinkt. Die Reaktion der hSGSCs auf die Behandlung mit Gentamicin war dhnlich
zu den Reaktionen von Fibroblasten und im Hinblick auf die Proliferation auch der der
Keratinozyten (Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Teepe et al. 1993, Junker et al. 2015).
Als Ursache fiir die geddmpfte Zellvermehrung konnten verschiedene Effekte, die in vitro
bei Versuchen mit Gentamicin beobachtet worden sind, in Betracht kommen. Es wurde
berichtet, dass Antibiotika Mitochondrien schidigen, zum Beispiel durch eine Anderung des
Membranpotenzials, eine Beeinflussung der Atmungskette oder Punktmutationen der
mitochondrialen DNS (Elliott und Jiang 2019, O'Reilly et al. 2019). Als mdglicher Grund
wurde die Endosymbiontentheorie angefiihrt, die besagt, dass Mitochondrien das Produkt
einer Symbiose aus einem Bakterium und einer eukaryoten Vorlduferzelle darstellen (Elliott
und Jiang 2019). Also konnte der bakterielle Ursprung die Sensitivitit der Mitochondrien
gegeniiber Antibiotika erkldren. Des Weiteren wurde unter Antibiotikaeinfluss eine
vermehrte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies beschrieben (Elliott und Jiang 2019,
O'Reilly et al. 2019). Diese fithren zu DNS-Schiden, wie bei der Kultivierung von
Brustdriisenepithelzellen und der Untersuchung von Ratten-Mitochondrien unter dem
Einfluss von Gentamicin gezeigt werden konnte (Elliott und Jiang 2019, O'Reilly et al.
2019). Es wurde vermutet, dass die Schidigung der Mitochondrien letztendlich zu einem
apoptotischen Zelltod fiihrte (O'Reilly et al. 2019). In dieser Arbeit wurde jedoch kein

eindeutiger Trend zu einem verstirkten Auftreten von Apoptose der Gentamicingruppen im
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Gegensatz zu den Kontrollgruppen ersichtlich. Zudem schien eine akute Zellschidigung
beziehungsweise ein Verlust der Membranintegritét in einem hoheren Umfang aufzutreten
als ein programmierter Zelltod durch Apoptose (Abb. 11). Da die Reduktion der Zellzahl
vor allem erst in spéteren Zeitrdumen auftrat, ist ein frithes und damit in den Versuchen nicht
detektiertes Absterben der Zellen durch Apoptose unwahrscheinlich.

Fiir die geddmpfte Zellvermehrung konnten auflerdem Hypoxie-induzierte Faktoren eine
Rolle spielen. Im Rahmen von Versuchen mit epithelialen Brustdriisenzellen wurden
verschiedene Auswirkungen von Gentamicin auf die Zellen untersucht. Dabei wurden
geringe Gentamicin-Konzentrationen (0,05 mg/ml) appliziert und sowohl zwei maligne
entartete Zelllinien (MCF-7, MDA-MB-231) als auch eine ,,gesunde* Zelllinie (MCF-12A)
betrachtet (Elliott und Jiang 2019). Die Genexpression von Hypoxie-induziertem Faktor
lalpha (HIF1a), Enzymen der Glykolyse und Glukosetransportern waren im Vergleich zur
Kontrollgruppe hochreguliert (Elliott und Jiang 2019). HIF1a ist an Signalwegen beteiligt,
die fiir eine Anpassung der Zelle an eine hypoxische Umgebung sorgen. Zu den
Anpassungsmechanismen gehort unter anderem auch die Glykolyse, wihrend
mitochondriale Prozesse gechemmt werden (Greer et al. 2012). Die Brustdriisenepithelzellen,
die mit Gentamicin behandelt wurden, wiesen konsekutiv eine erhohte Laktatproduktion auf
(Elliott und Jiang 2019). AuBlerdem wurden vermehrt oxidative DNS-Schéden beobachtet.
Zusammenfassend werden durch Gentamicin in der Zelle Mechanismen zur Abwehr von
negativen hypoxischen Effekten verstirkt. Das konnte ebenfalls im Zusammenhang mit der
Schéadigung der Mitochondrien stehen, die fiir den oxidativen Stoffwechsel verantwortlich
sind, und somit die Bedeutung dieses vorgeschlagenen Wirkmechanismus unterstiitzen. In
dem Fall der stoffwechselbedingten Anderungen in der Zelle als Reaktion auf die
Schédigungen konnte ein erhohtes Stresslevel durch die ineffektiveren alternativen
Stoffwechselwege ein Grund fiir die beeintridchtigte Proliferation oder metabolische
Aktivitdt der Zellen sein.

Es wurde berichtet, dass die Auswirkungen von Gentamicin auf die Tumorzellen in einem
geringeren Male auftreten als bei der ,,gesunden* Zelllinie (Elliott und Jiang 2019). Bei
diesen Ergebnissen sollte beriicksichtigt werden, dass Tumorzellen in ihren Nischen
Hypoxien ausgesetzt sind, ebenso wie Stammzellen. Bei Stammzellen werden unter anderem
iiber Hypoxie-induzierte Faktoren die folgenden Mechanismen beeinflusst: der Verbleib in
der Ruhephase des Zellzyklus, die Proliferation und die Zellerneuerung (Singh et al. 2012).
In Anbetracht der Ergebnisse der hSGSCs ist auch eine Riickkehr in die Ruhephase des
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Zellzyklus durch beispielsweise eine erhohte Expression von HFla und somit das
Signalisieren einer nicht idealen Proliferationsumgebung moglich.

Die Morphologie der hSGSC unterschied sich nicht augenfallig zwischen Gentamicin- und
Kontrollgruppen (Abb. 6), wie es bei den Versuchen mit Brustdriisenepithelzellen berichtet
worden war (Elliott und Jiang 2019). Die Zellen in Antibiotika-freiem Medium bildeten
duktale Strukturen aus, wéhrend die in Gentamicin kultivierten Zellen kein geordnetes
Wachstumsmuster zeigten (Elliott und Jiang 2019). Das spricht eher fiir das Eintreten der
hSGSCs in eine Ruhephase als direkte zytotoxische Effekte durch Gentamicin.

Da in den Versuchen die Repetitionsdosis am Tag vier einen negativen Effekt auf die
hSGSCs hinsichtlich Proliferation und metabolischer Aktivitdt hatte, konnte die Stabilitét
der Antibiotika bis zur repetitiven Gabe eine Rolle spielen. In einer Studie wurden die
Konzentrationen von Gentamicin im menschlichen Serum nach Lagerung iiber 24 oder
48 Stunden im Vergleich zum direkt gemessenen Ausgangswert bestimmt. Die Lagerung
erfolgte entweder bei —20 °C, 4 °C oder 25 °C. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Messungen an den verschiedenen Tagen, der jeweiligen Temperatur und dem Ausgangswert
konnte nicht festgestellt werden (Jones et al. 1976). In Losungen, die fiir die Blockung von
Kathetern genutzt werden, konnte ebenfalls eine Stabilitdt des Stoffes tiber 72-96 Stunden
beobachtet werden (Battistella et al. 2010, Bookstaver et al. 2013). Da die Zellen allerdings
bei 37°C inkubiert wurden, konnte trotzdem ein Abbau beziehungsweise eine Inaktivierung
der Substanzen stattgefunden haben. Der Mediumwechsel an Tag vier des Experimentes
schien jedoch zunéchst hinsichtlich der Stoffstabilitit unter /n-vitro-Bedingungen vertretbar
Zu sein.

Weitere Ursachen fiir eine verminderte Proliferation unter der Einwirkung von Gentamicin,
die in anderen Studien diskutiert wurden, waren die Osmolaritdt und der pH-Wert von
Gentamicin-haltigem Medium. Bei Versuchen mit Keratinozyten wurde eine leicht
verringerte Osmolaritit im Gegensatz zum Standardmedium sowie ein leicht saurer pH-Wert
detektiert (Cooper et al. 1990). Eine Testung von Fibroblasten in DMEM substituiert mit
EGF, Insulin, Hydrocortison, Streptomycin, Penicillin und Amphotericin B ergab eine
niedrigere Osmolaritit und einen niedrigeren pH-Wert nach Hinzufiigen von Gentamicin in
das Medium. Allerdings waren diese Verdnderungen so gering, dass sie im Rahmen der
Abweichungen des Mediums gelegen haben (Cooper et al. 1991). Ein Einfluss dieser beiden

Faktoren wurde gerade im Hinblick auf andere in diesen Studien getesteten Substanzen als
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unwahrscheinlich bewertet (Cooper et al. 1990). Die Osmolaritidt und der pH-Wert sind in
dieser Arbeit nicht ausfiihrlich betrachtet worden. Allerdings wurde vor den Versuchen der
pH im Gentamicin-haltigem Medium mit 7,56 beziehungsweise im Medium der
Kontrollgruppe mit 7,62 bestimmt, was beides sehr dhnlich ist. Zudem lag das Gentamicin-
haltige Medium sogar noch etwas ndher am physiologischen pH von 7,4. Die in den
Publikationen gemessenen pH-Werte mit Gentamicin waren geringer bis dhnlich (7,32 bis
7,55), wobei unterschiedliche Medien fiir verschiedene Zelllinien genutzt worden waren
(Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991). Daher ist ein Einfluss des pH-Wertes auf die
Ergebnisse eher unwahrscheinlich.

Kritisch betrachtet werden muss im Zusammenhang der Einflussfaktoren des Mediums, dass
in den vorliegenden Versuchen das Standardzellkulturmedium mit Penicillin und
Streptomycin beibehalten wurde. Penicillin als Beta-Lactam Antibiotika fiihrt in vitro zu
einer Inaktivierung von Aminoglykosiden, zu denen Gentamicin und Streptomycin gehoren
(Flournoy 1978, Henderson et al. 1981, Glew und Pavuk 1983). Allerdings hétte das
Weglassen von zusitzlichen Antibiotika im Medium eine weitere mdgliche Beeinflussung
der Zellen darstellen konnen, da im Vorfeld eine lingere Kultivierung der Zellen in diesem
Medium erfolgte, um eine ausreichende Anzahl an Zellen zu generieren. Es wurde berichtet,
dass in einigen Studien die Standardmedien mit den prophylaktischen
Antibiotikakonzentrationen fiir Gentamicin-Versuche verwendet wurden (Elliott und Jiang
2019). Die Autoren fordern eine Antibiotika-freie Kultivierung filir derartige
Untersuchungen und empfehlen vor den eigentlichen Versuchen eine Kultivierung in
Antibiotika-freiem Medium {iber mindestens zwei Wochen (Elliott und Jiang 2019).
Zugrunde liegende Daten fiir diese Empfehlung wurden jedoch nicht angefiihrt (Elliott und
Jiang 2019). Es ist bekannt, dass die Penicillin-Konzentration, die zeitliche Dauer der
Interaktion, die Temperatur und die Art des Aminoglykosids die Inaktivierung beeinflussen
(Flournoy 1978, Henderson et al. 1981, Glew und Pavuk 1983). Eine Konzentration von
50 pg/ml Penicillin fiihrte zu einem geringen Aktivitdtsverlust, wobei dieser bei 37 °C
wiederum hoher als bei Raumtemperatur ist (Henderson et al. 1981). Die Konzentration von
Penicillin im Standardkulturmedium betrdgt 500 internationale Einheiten (IE) pro 500 ml
Medium. Eine Umrechnung von 500 IE in Mikrogramm ergibt etwa 300 pg Penicillin auf
500 ml Medium, was deutlich unter dem Schwellenwert von 50 pg/ml liegt. Daher kann eine

nennenswerte Interaktion als unwahrscheinlich angenommen werden.
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Im Hinblick auf eine Wundbehandlung mit hSGSCs und Gentamicin deuten die In-vitro-
Ergebnisse auf eine mdgliche gemeinsame Nutzung hin. Die Zellen starben unter der
Behandlung mit Gentamicin nicht ab und zeigten sich metabolisch aktiv. Eine Ausschiittung
parakriner wundheilungsfordernder Faktoren sollte so mdglich sein. Eine Untersuchung
dieser Faktoren wiirde einen nichsten Schritt in der Evaluierung der Anwendung darstellen.
Zu dem gleichen Schluss kam auch eine Studie mit Keratinozyten, die eine lokale
Anwendung von Gentamicin in der vulnerablen Phase direkt nach einer Hauttransplantation

als eine Moglichkeit sah (Cooper et al. 1990).

In dieser Arbeit wurden verschiedene Zelllinien genutzt, die in ihren Wachstumskapazitdten
Unterschiede aufwiesen. Bei den Kontroll- und Gentamicingruppen schien ein
interindividueller Unterschied zwischen den Zelllinien stérker als ein Unterschied zwischen

den beiden Medien.

8.2.2 Dosisanpassung von Gentamicin

In der modernen Antibiotikatherapie stehen eine addquate Dosierung sowie eine kritische
Medikamentenauswahl im Vordergrund. Eine dosisangepasste Therapie ldsst sich
beispielsweise unter Spiegelbestimmungen, durch eine verlédngerte Applikationsdauer oder
iiber die Dosierungsintervalle durchfiihren.

Da die klinische Dosierung von Gentamicin nach den In-vitro-Experimenten generell fiir
eine Anwendung geeignet war, sollte eine Evaluation der Zellentwicklung unter
verschiedenen Antibiotikakonzentrationen erfolgen.

In der Literatur konnte eine Dosisreduktion von Gentamicin von 1 mg/ml auf 100 pg/ml bei
Keratinozyten eine Proliferation in einem gleichen Umfang wie die der Kontrollgruppe
zeigen (Cooper et al. 1990, Cooper et al. 1991, Junker et al. 2015). Ein dhnliches Ergebnis
konnte bei Fibroblasten in einem Neutralrot-Aufnahme-Assay nachgewiesen werden
(Cooper et al. 1991). Auch MSCs proliferierten bei dieser Konzentration, wéihrend sie bei
Konzentrationen von 200 pg/ml oder 500 pg/ml eine geringere Proliferation im Gegensatz
zu einer Kontrollgruppe zeigten (Kagiwada et al. 2008). Die minimale Hemmkonzentration
einiger Bakterien fiir Gentamicin wurde ebenfalls in einigen Studien getestet. Die hochste
Konzentration von Gentamicin, die bendtigt wurde, um das bakterielle Wachstum zu
hemmen, betrug 18,5 ng/ml fiir Serratia marcescens (Kagiwada et al. 2008). Unterhalb

dieser Konzentration lagen unter anderem S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli und
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Klebsiella pneumoniae, die in den bereits beschriebenen Keimspektren von chronischen
Wunden beziehungsweise Brandwunden vorkommen (Kagiwada et al. 2008). Zur
Kontaminationsprophylaxe in der Zellkultur von MSCs wurde daher die Nutzung von
20 pg/ml Gentamicin in einer Studie vorgeschlagen (Kagiwada et al. 2008). Bei dieser
Konzentration war des Weiteren eine Induktion zur Zelldifferenzierung von MSCs moglich
(Kagiwada et al. 2008). In diesem Zusammenhang sollte bedacht werden, dass die minimale
Hemmkonzentration je nach Bakterienstamm unterschiedlich sein kann und hier
Abweichungen der Literaturwerte auftreten konnen.

Eine topische Hochdosistherapie mit Gentamicin gegen Wundinfektionen wurde auch in
experimentellen Arbeiten bereits untersucht. Bei diesen Versuchen wurden Schweinen
Verbrennungswunden zugefiigt und diese mit Pseudomonas aeruginosa oder S. aureus
inokuliert. AnschlieBend erfolgte eine lokale Antibiotikatherapie mit Gentamicin (2 g/ml)
oder Minocyclin (1 g/ml), die zu einer Keimreduktion fiihrte (Junker et al. 2015, Tsai et al.
2016). Der Spiegel von Interleukin-18 als Infektparameter war in der Gentamicingruppe
signifikant niedriger als in einer Kontrollgruppe, die lediglich mit PBS behandelt worden
war (Junker et al. 2015). Um die Gentamicin-Spiegel im Blut zu beobachten, wurden
parallele Blutentnahmen durchgefiihrt. Die systemische Konzentration lag mit 1 pg/ml Blut
unterhalb des therapeutischen Maximums (12 pg/ml). Systemische Nebenwirkungen
wurden daher als unwahrscheinlich bewertet (Junker et al. 2015).

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Konzentrationen von Gentamicin zu beobachten
und eine parallele Applikation von Gentamicin und hSGSCs fiir eine Hochdosistherapie zu
eruieren, wurden unterschiedliche Konzentrationen von Gentamicin getestet.
Zusammenfassend ergibt sich, dass bei 100 pg/ml die negativen Auswirkungen auf die
Zellen am geringsten beschrieben wurden. Eine Hochdosistherapie mit 2 g/ml konnte ohne
groBBere systemische Nebenwirkungen genutzt werden [Cooper, Cooper, Junker, Junker
2015]. Eine Hemmung des bakteriellen Wachstums trat bereits bei Konzentrationen von
18,5 pg/ml ein. Deswegen wurden Konzentrationen sowohl oberhalb als auch unterhalb der
Dosierung von 1,4 mg/ml betrachtet.

Bei geringeren Konzentrationen gab es eine Anndherung an die Werte der Kontrollgruppe.

Der Versuch der Dosisanpassung hat ebenfalls ergeben, dass hSGSCs auch noch unter
hoheren Konzentrationen von Gentamicin proliferieren. Eine Konzentration von 2,1 mg/ml
scheint im zeitlichen Verlauf zu einer Stagnation der Proliferation zu fiihren, wihrend die

hochste Konzentration von 2,8 mg/ml am siebten Tag eine niedrigere Zellzahl aufwies als
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zwei Tage zuvor. Es konnte jedoch eine signifikant negative Korrelation zwischen den
Zellzahlbestimmungen und den Gentamicin-Konzentrationen beobachtet werden. Bei der
statistischen Analyse der Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der Versuche der
Dosisanpassung ergab sich, dass entweder der Experimenttag allein oder die Interaktion
zwischen Experimenttag und Gentamicin-Konzentration bedeutend waren. Die
Konzentration allein stellte keinen signifikanten Einflussfaktor dar. Dies bedeutet, dass die
zeitliche Komponente und in diesem Zusammenhang auch die repetitive Gabe von
Gentamicin einen entscheidenden Einfluss — zumindest auf die Wachstumskinetik und den
Zellindex — hatten (Abb. 12 & 13). Bei einer Erhohung der Applikationsfrequenz von
Gentamicin konnte dementsprechend ein hoherer negativer Einfluss auf die Zellen
ersichtlich werden.

Die Konzentration der Antibiotika intra- beziechungsweise extrazelluldr hdngt in vivo von
unterschiedlichen Faktoren ab. Hierzu gehdren die Darreichung der Antibiotika, sowie die
Liberation, die Absorption, die Distribution, der Metabolismus und die Exkretion. Somit
wird eine potenzielle Zellschdadigung durch die Antibiotikakonzentration am Wirkort
ebenfalls beeinflusst. Die Betrachtung eines FEx-vivo-Modells ist von entscheidender

Wichtigkeit, da diese Vorgénge realititsndher nachvollzogen werden konnen.

8.3 Fusidinsdure

8.3.1 Klinische Dosierung

In dieser Arbeit wurde deutlich, dass Fusidinsiure in einer Dosierung von Img/ml innerhalb
von 24 Stunden nach Applikation letal fiir die Zellen war. Dieser Effekt liel unabhéngig von
den Spendenden und der Methodenwahl beobachten (Abb. 12 & 13).

Es gibt nur wenige Studien, die den Einfluss von Fusidinséure auf Zellen untersuchen, die
an der kutanen Wundheilung oder der Konstruktion von in vitro geziichteten
Hautersatzprodukten beteiligt sind. Es wurde aber in vitro beobachtet, dass die Migration
von Leukozyten durch Fusidinsdure gehemmt wird, was vor allem in der
Inflammationsphase einen negativen Effekt auf die Wundheilung darstellen konnte
(Forsgren und Schmeling 1977, Naess et al. 1990). Die Toxizitdt von Fusidinsdure auf
Keratinozyten in vitro wurde mittels Neutralrot-Aufnahme-Assay iiber 24 Stunden nach
Zugabe der Substanz untersucht (Teepe et al. 1993). Dabei wurden verschiedene

Konzentrationen getestet, wobei die hochste Dosierung von 0,05 % Fusidinsdure
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(0,5 mg/ml) weit unterhalb der topischen klinischen Dosierung (20 mg/ml) lag. Bereits bei
Dosierungen unter 0,001 % (0,1 mg/ml) Fusidinsdure war eine Schidigung der Zellen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zu beobachten (Teepe et al. 1993).

In Versuchen mit embryonalen Fibroblasten wurde beobachtet, dass Fusidinsdure die
Zellmembran schédigte (Thelestam und Mollby 1980). Nach der Inkubation mit
Fusidinsdure in den Konzentrationen von 120 pg/ml bis 1200 pg/ml konnten bereits nach
30 min zytoplasmatische Marker als Zeichen einer Membranschédigung im Zelliiberstand
nachgewiesen werden (Thelestam und Mollby 1980). Die Membranschidigung war in den
Konzentrationen 120 pg/ml und 400 pg/ml noch nicht sehr ausgeprégt, nahm aber mit einer
hoheren Konzentration zu (Thelestam und Mollby 1980). Bei der in dieser Arbeit genutzten
Dosierung von 1 mg/ml wurden die Membranschédigungen als ausgeprigt beschrieben, was
mit den Beobachtungen der untersuchten hSGSCs iibereinstimmt (Thelestam und Mollby
1980).

Die drastischen Effekte der Fusidinsdure fiihrten schon nach kurzer Zeit zu so geringen
Zellzahlen, dass oft die Nachweisbarkeitsgrenze der genutzten Methodik erreicht wurde.
Aufgrund der Ergebnisse, Nullwerte beziehungsweise schwankende Ergebnisse bei den
Zellzahlbestimmungen zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation.

Auch die Untersuchung der Wirkmechanismen per Durchflusszytometrie wurde durch die
nur wenigen detektierten Zellen erschwert. Da der Grofteil dieser wenigen Treffer bereits
einen Tag nach Fusidinsdure-Zugabe Annexin- oder Pl-positiv waren, werden die
Erkenntnisse der anderen Methoden unterstiitzt, dass Fusidinsdure sehr schnell zu einer
irreversiblen Schiadigung und damit einem Absterben der Zellen fiihrte. In der Literatur
wurde berichtet, dass Fusidinsdure die Proteinbiosynthese durch einen Einfluss auf
ribosomale Prozesse eukaryontischer Zellen negativ beeinflusst (Tanaka et al. 1969,
Mazumder 1975a, Mazumder 1975b). Ob dies die letale Wirkung innerhalb des doch kurzen
Zeitraumes erklaren konnte, ist eher unwahrscheinlich. Da Fusidinsdure aber in den Zellen
akkumuliert, sind weitere intrazelluldre Interaktionen moglich (Lemaire et al. 2011). Ein
Einfluss des pH-Wertes durch die Fusidinsdure war sehr unwahrscheinlich, weil eine pH-
Messung der Medien vor den Versuchen einen pH von 7,6 mit 1 mg/ml und einen pH von

7,64 ohne Fusidinsdure gezeigt hatte.
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8.3.2 Dosisanpassung von Fusidinsdure

Da Fusidinsdure in der Konzentration von 1 mg/ml letal war, wurde eine dosisabhéngige
Anderung der Proliferation mit geringeren Konzentrationen untersucht.

Bei 0,05 mg/ml und 0,1 mg/ml Fusidinsdure konnte eine Proliferation von hSGSCs
stattfinden. Die Impedanzmessungen ergaben ein &hnliches Bild. Zudem konnte durch die
hohe Dichte an Messzeitpunkten die Auswirkung der Repetitionsdosis nach dem
Mediumwechsel gut erkannt werden. Die langsame Erholung der Zellindizes konnten hier
bei den beiden geringsten Dosierungen auf einen Zerfall der Substanz oder einen nur
geringen Stressimpuls durch das Antibiotikum zuriickzufiihren sein. Bei Chromatographie-
Versuchen konnte die Stabilitét der Fusidinsdure mit Dosierungen von 0,125-0,25 mg/ml
iiber 24 Stunden nachgewiesen werden (Lemaire et al. 2011). Also spielt der Zerfall der
Substanz eher keine Rolle. Wahrscheinlich konnten Dosierungen unterhalb von 0,25 mg/ml
Fusidinsdure keine endgiiltige Schédigung der Zellen durch die repetitive Applikation
bewirken. Die erhobenen Daten passen zu den Beobachtungen in der Studie zur
Membranschddigung, wobei niedrigen Konzentrationen Fusidinsdure nur geringe
Schéadigungen nachgewiesen wurden, die jedoch mit einer Dosiserhohung stark zunahmen
(Thelestam und Mollby 1980).

Im Gegensatz zu den Gentamicingruppen konnte in Versuchen der Zellzahlbestimmung bei
den Fusidinsduregruppen die Konzentration allein als signifikanter Einflussfaktor eruiert
werden. Dies spiegelte sich bei den Impedanzmessungen jedoch nicht wider. Hier waren nur
der Experimenttag und die Interaktion zwischen dem Experimenttag und den
Konzentrationen von Bedeutung. Moglicherweise spielt hier die punktuelle Betrachtung der
Impedanzmessung zu den Zeitpunkten der Zellzahlbestimmung fiir die statistische
Berechnung eine Rolle.

Zusammenfassend konnen die hSGSCs bei sehr geringen Fusidinsdurekonzentrationen noch
proliferieren. Dies miisste in Kopplung mit mikrobiologischen Untersuchungen

weitergehend differenziert betrachtet werden.

8.4 Antibiotika und Stammzellen in einem Ex-vivo-Hautmodell

Beim Ex-vivo-Wundheilungsmodell Punch-in-a-Punch wird eine Hautstanze aus
Spender*innenhaut gewonnen und kultiviert. Das Setzen einer (definierten) Wunde in diese
Stanze ermdglicht es, die Wundheilung zu verfolgen und die Wirkungen verschiedener

Substanzen zur Wundbehandlung zu beobachten.
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Dieses Ex-vivo-Modell wurde genutzt, um einen ersten Ausblick auf den Einfluss von
Gentamicin und Fusidinsdure zusammen mit hSGSCs in einem komplexeren System
beurteilen zu konnen. Die Proliferationshemmung von Gentamicin und die Letalitidt von
Fusidinsdure in vitro fithrten zunédchst zu der Schlussfolgerung, dass eine simultane
Anwendung mit Gentamicin mdglich sein sollte, widhrend Fusidinsdure nicht geeignet
schien. Der Entschluss auch im Ex-vivo-Modell auf die Dosierung von 1mg/ml Fusidinséure
zurlickzugreifen wurde aufgrund der Berichte von protektiven Faktoren, wie zum Beispiel
Proteinbindung oder das physiologische Zusammenspiel von Epidermis und Dermis, gefasst
(Carsin et al. 2000, Junker et al. 2015).

Wie bei Liao et al. und Sturmheit et al. konnte eine abgrenzende Zellschicht nach
Kultivierung mit hSGSCs im inneren Punch nachgewiesen werden (Sturmheit et al. , Liao
etal. 2019). Die Heilung der kiinstlichen Wunde war ebenfalls nach Zugabe von Gentamicin
oder Fusidinsdure in klinischer Dosierung zu beobachten. Letzteres ist unter der
Beriicksichtigung der letalen [In-vitro-Ergebnisse nach Kultivierung in Fusidinsdure-
haltigem Medium bedeutsam. Als mogliche Erklarung fiir den im Gegensatz zu den In-Vitro-
Versuchen nicht letalen Effekt der Fusidinsdure kommt zunéchst das geringe Volumen des
Mediums in Betracht. Der innere Punch wurde lediglich mit ~80.000 Zellen in 2 pl Medium
befiillt. Um eine gleichméBige Verteilung des Antibiotika-haltigen Mediums bei diesen
geringen Volumina zu gewihrleisten, wurde ein Spiilschritt durchgefiihrt. Das Zellpellet
wurde einmal im entsprechenden Medium (DMEM, Gentamicin-haltiges DMEM
beziehungsweise Fusidinsdure-haltiges DMEM) gewaschen. Danach erfolgte das
Resuspendieren im entsprechenden Medium zum Ausbringen der Zellsuspension in den
inneren Punch. Dennoch konnte dieses geringe Volumen, vor allem in Verbindung mit und
in Relation zu den physiologischen Puffersystemen der Stanze, der Grund sein, warum keine
erhohten LDH-Ausschiittungen der Antibiotikagruppen im Vergleich zur DMEM-
Kontrollgruppe beobachtet werden konnten. Die Proteinbindung — und in einer /n-vivo-
Umgebung auch der Blutfluss beziehungsweise die physiologische Wechselwirkung
zwischen Keratinozyten und der Dermis — wurden als mogliche protektive Faktoren bei
Anwendung topischer Antibiotika, auch in hohen Dosierungen, diskutiert (Carsin et al. 2000,
Junker et al. 2015). Nach der Transplantation von CEAs bei Verbrennungswunden wurden
mit Polymixin, Neomycin und Kortikosteroiden getrinkte Verbdande angewendet (Carsin et
al. 2000). Unter dieser Behandlung wurden weniger Infektionen bei gleichzeitig nur

geringen negativen Effekten auf die transplantierten Keratinozyten beobachtet (Carsin et al.
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2000). Da auch die Antibiotika Gentamicin und Fusidinsdure in der Regel in einer
Kombinationstherapie angewendet werden, miisste auch eine solche Therapie in Betracht
gezogen und weitergehend untersucht werden (The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) 2010, The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) 2020).

In einem Vollhautwundmodell an Ratten wurde die topische Applikation von Fusidinsiure
(0,25 g), Rifampicin (0,1 ml) und PBS als Kontrollgruppe und deren Auswirkung auf die
Wundheilung {iber 21 Tage betrachtet (Gurel et al. 2015). Die Dosierung wurde in der Studie
nicht genau angegeben. Bei Verwendung einer Creme mit 20 mg/g Fusidinsdure konnte es
sich etwa um 5 mg/0,25 g auf einer Wundfliche von 0,79 cm? handeln. Beziiglich der
Vergleichsgruppen konnte im Hinblick auf die Ausbildung des Wundschorfes, die
Fibrinproduktion und die Odembildung kein Unterschied beobachtet werden. Das
Autkommen von Makrophagen und Lymphozyten war ebenfalls in allen Gruppen &hnlich.
Die epitheliale Proliferation war erst nach 21 Tagen in den Kontrollgruppen ausgepréigter
als in den beiden Antibiotikagruppen. Zu diesem Zeitpunkt konnten in den Fusidinsdure-
und Kontrollgruppen eine erhohte Anzahl an Fibroblasten sowie Kollagenfasern
nachgewiesen werden. Dies werteten die Autoren als eine verlidngerte Proliferationsphase
und somit als eine mogliche verlangerte Wundheilung durch die Antibiotikaeinwirkung
(Gurel et al. 2015). In dieser Arbeit konnte ebenfalls kein Unterschied bei der
Epithelialisierung der Wunde beobachtet werden. Dabei ist zu beachten, dass eine
tiefergreifende histologische Analyse, um den Phasenverlauf der Wundheilung genauer zu
betrachten, in diesem Rahmen nicht durchgefiihrt worden ist.

In den Versuchen fiir diese Arbeit wuchsen bei den Stanzen aller Zelltherapie-Gruppen
abgrenzende Zellschichten ein. Dies spricht fiir eine positive Beeinflussung der
Wundheilung durch hSGSCs, auch bei gleichzeitiger Applikation von Gentamicin oder
Fusidinsdure in den hier getesteten Dosierungen. Eine feuchte Wundbehandlung lediglich
mit DMEM im inneren Punch fiihrte zu keinem vollstindigen Einwachsen einer
abgrenzenden Zellschicht (Abb. 17). Dies war bereits in vorherigen Versuchsreihen
nachgewiesen worden (Sturmheit et al. , Liao et al. 2019). Nach der Normalisierung auf die
interne Kontrollgruppe (Wundbehandlung mit hSGSC 14 im jeweiligen Experiment) konnte
iiber die Gruppen hinweg kein signifikanter Unterschied in der Zungenlinge, -fliche oder

residualen Wundfliche zwischen der Kontroll-, Gentamicin-, oder Fusidinsduregruppe
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beobachtet werden. Einer gleichzeitigen Anwendung von hSGSCs und Antibiotika scheint
demnach nichts im Wege zu stehen.

In einem Tiermodell konnte bereits wihrend der dermalen Regeneration eine verbesserte
Vaskularisierung nachgewiesen werden und auch in einem humanen Punch-in-a-Punch-
Wundheilungsmodell bestand der Verdacht auf eine Stimulation der Angiogenese (Danner
et al. 2012, Liao et al. 2019). Diese konnte die protektiven Faktoren, wie beispielsweise
Proteinbindung und Blutfluss, in vivo weiter verstirken und toxische Einfliisse durch die
Behandlung mit Antibiotika abmildern. Des Weiteren kdnnte eine bessere Versorgung des
Wundareals, vor allem im Hinblick auf chronische Wunden mit einer schlechten

Durchblutung, die Wundheilung additiv férdern.

Als weiterer Schritt, um eine Anwendung in vivo zu ermoglichen, wird eine passende
Applikationsform der hSGSCs benétigt. In diesem Ex-vivo-Modell wurde eine
Zellsuspension in den inneren Punch eingebracht. Ein Ausbringen in wissriger Losung ist
aufgrund der physikalischen Eigenschaften nicht geeignet, da eine Lagerung der Patientin
oder des Patienten moglich sein muss. Dies ist insbesondere bei der Versorgung von
Ulzerationen, die sich hidufig an den Beinen, also abhdngende Korperpartien befinden, und
gerade bei mobilen Patient*innen von Bedeutung. AuBerdem wiirde sich bei einer
notwendigen  Bettruhe ~ mit  eingeschrinkten = Lagerungsmdglichkeiten  das
Komplikationsrisiko erhdhen, beispielsweise durch Thrombosen oder Dekubiti. Bei
intensivmedizinisch betreuten Verbrennungspatient*innen, vor allem wenn ein
ausgedehntes Verletzungsmuster besteht, ist eine Lagerung unter jeglichen Umstédnden
bereits erschwert. Unter diesen Aspekten und in Anbetracht dessen, dass eventuell bereits
empfindliche Transplantationen oder Deckungen im Behandlungsverlauf erfolgten, ist eine
unempfindlichere Applikationstechnik notwendig.

In einigen Versuchen konnten hSGSCs erfolgreich in beziehungsweise mit Matrices,
beispielsweise Matrigel® oder Hydrogel, kultiviert werden (Danner et al. 2012, Mehnert et
al. 2014). Dies konnte sowohl die Moglichkeit eines robusteren Applikationsweges als auch
die Grundlage von Zellkombinationen darstellen, dhnlich wie bei bereits eingesetzten
Produkten (Tabelle 3 im Anhang) (Ronfard et al. 2000). Gegebenenfalls ist das Einbinden
eines Antibiotikums auf diesem Wege auch moglich. Bei Eingriffen am Knochen wird
Gentamicin ebenfalls lokal angewendet. Es ist in Knochenzement oder auch in Antibiotika-

Ketten oder Kollagen-Schwidmmen zu finden. Im Gegensatz zu den ersten beiden
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Moglichkeiten sind diese Schwdmme resorbierbar und miissen dementsprechend nicht
entfernt werden (Schimmer et al. 2017). Es erfolgt eine retardierte Freisetzung, die
insbesondere im Hinblick auf die vulnerable Phase nach der Transplantation von Vorteil sein
konnte, da sich keine zusitzliche Manipulation als notwendig erweisen wiirde. Die
vulnerable Phase nach der Transplantation von Keratinozyten wird mit zwei bis sechs
Wochen wihrend der Ausbildung der physiologischen kutanen Verankerung angegeben
(Meuli und Raghunath 1997).

Da die Stagnation der Zellproliferation und der metabolischen Aktivitit im zeitlichen
Verlauf nach der Repetitionsdosis deutlich wurde, wére die Applikationsfrequenz des
Stoffes in vivo moglicherweise von Bedeutung. In diesem Zusammenhang wére zu erortern,
ob eine Applikation von Antibiotika repetitiv oder — dhnlich wie bei einer Single-Shot-
Antibiose — einmalig vor beziehungsweise wihrend einer Intervention erfolgen sollte. Eine
systemische prophylaktische Antibiotikatherapie, wie sie in Studien mit CEAs durchgefiihrt
wurde, kann auf diese Weise gegebenenfalls reduziert werden (Carsin et al. 2000).

Das Alter der Hautspendenden in den Versuchen fiir diese Arbeit lag {iber dem der hSGSC-
Spendenden. Wihrend die hSGSC Spendenden zwischen 17 und 38 Jahren alt waren, lag
das Alter der Hautspendenden zwischen 52 und 76 Jahren. Die Tatsache, dass sich
unabhdngig vom Alter eine abgrenzende Zellschicht bei allen drei Spendenden entwickele,
deutet auf die bestehende Regenerationskapazitit der Haut ex vivo und auf eine
vielversprechende Anwendung in vivo hin. Bisher erfolgten bereits zahlreiche
Transplantationen von autologen und allogenen Keratinozyten in Form von CEAs
beziechungsweise Kombinationsprodukten mit Kollagen oder Fibroblasten. Die
Vergleichbarkeit der Studien ist bei inkonstanten Beurteilungsparametern und den teils
kurzen Beobachtungszeitrdumen und unterschiedlichen Produkten erschwert (Meuli und
Raghunath 1997). Bei der Versorgung von einem dlteren Patientenklientel wurden bei
unterschiedlichen Indikationen sowohl erfolgreiche als auch erniichternde Ergebnisse
allogener und autologer Transplantationen beschrieben (Leigh und Purkis 1986, Leigh et al.
1987, Harris et al. 1993, Meuli und Raghunath 1997, Tausche et al. 2004).

Es bedarf ndherer Kldrung, ob eine autologe hSGSC-Transplantation die Wundheilung
positiver beeinflusst oder gegebenenfalls eine allogene hSGSC-Transplantation mit
gegebenenfalls jiingeren und fraglich aktiveren Zellen vielversprechender sein konnte.

Allerdings ergab sich bei den hSGSC 36 als in vitro proliferationsstarke Zelllinie kein Trend
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zu einer erhohten Zungenlidnge oder Zungenfldche wéhrend der Ex-vivo-Versuche. Die
Betrachtung der parakrinen Kapazititen kdnnte hier neue Erkenntnisse bringen.

Bei der Nutzung allogener Zellen stellt sich die Frage, ob diese auch weiterhin im
transplantierten Areal nachweisbar sein wiirden und ob sich hieraus Komplikationen, wie
beispielsweise  AbstoBungsreaktionen ergeben konnten. Bei autologen CEA-
Transplantationen nach Verbrennungen wurde ein jiingeres Alter als signifikanter Faktor fiir
ein besseres initiales Anwachsen des Transplantates beobachtet (Carsin et al. 2000). Die
Altersspanne der Patient*innen betrug in dieser Studie 2,5 bis 70 Jahre (Carsin et al. 2000).
Vier Wochen nach der Transplantation eines Kombinationsproduktes von Keratinozyten und
Fibroblasten auf eine chronische Wunde konnte teilweise allogene DNS im transplantierten
Areal nachgewiesen werden. Dies war nach acht Wochen nicht mehr der Fall (Phillips et al.
2002). Bei akuten Wunden wurde ebenfalls berichtet, dass nach vier Wochen teils eine
Persistenz allogener DNS nachgewiesen werden konnte, wobei spétere Zeitpunkte nicht
betrachtet wurden (Phillips et al. 2002).

Der Nachweis von Spender*innenzellen im Punch-in-a-Punch-Modell oder auch nach einer
In-vivo-Anwendung konnte beispielsweise durch die Paarung eines genetisch ménnlichen
Zellspenders bei einer genetisch weiblichen Empfangerin durch den Nachweis des Y-
Chromosomes via Fluorescence-in-situ-Hybridization gelingen. Eine Beobachtung iiber
einen dhnlichen Zeitraum von vier bis acht Wochen wie bei der oben genannten Studie ist
im Punch-in-a-Punch-ex-vivo-Modell, aufgrund der eingeschriankten Kultivierungsdauer
nicht moglich

In den Ex-vivo-Versuchen konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt
werden. Hier besteht der Bedarf, groBBer angelegte Studien durchzufiihren, um dies mit einer
groBeren Stichprobe und weiteren Auswertungsparametern zu Uberpriifen. Die ist
insbesondere aufgrund der in dieser Arbeit geringen Anzahl an Datenpunkten, die fiir die
statistische Auswertung zur Verfligung standen, relevant. In dieser Arbeit wurde als
Ausblick zunéchst der Fokus auf die drei Medium-Stimulationen gelegt und die Zelllinien
zundchst nicht ndher betrachtet, um einen Vergleich der Substanzen zu ermdglichen. In
zukiinftigen Experimenten wire daher eine differenziertere Betrachtung notwendig.

Als weitere Auswertungsparameter wiirden sich beispielsweise intensivere histologische
Auswertungen oder die Nutzung der optischen Kohidrenz-Tomographie, wie sie bei
Sturmheit et al. durchgefiihrt wurde, dafiir anbieten (Sturmheit et al.). Des Weiteren bedarf

der Schiadigungsmechanismus der beiden Substanzen weiterer Untersuchungen. Hier sind
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zum Beispiel DNS-Verdnderungen durch reaktive Sauerstoffspezies und die Analyse von
Hypoxie-induzierten Faktoren, wie sie bei Gentamicin beschrieben worden sind, von
Bedeutung (Elliott und Jiang 2019). Die Kontrolle von Membranschddigungen von hSGSCs
unter dem Einfluss von Fusidinséure ist bei dhnlichen Berichten fiir andere Zelllinien von
Interesse (Thelestam und Mollby 1980). Des Weiteren stehen die Evaluationen einer
Dosisanpassung in mikrobiologischen Untersuchungen sowie einer geeigneten
Applikationsart fiir die Zellen in einem Verbund mit den Substanzen aus.

Die unterschiedlichen Ergebnisse des Ex-vivo-Modells im Vergleich zu den verschiedenen
Methoden der In-vitro-Versuche zeigen, dass eine Betrachtung des Zusammenspiels von
Zellen und Medikamenten in einem komplexeren System von Bedeutung ist. Auch wenn das
Ex-vivo-Wundheilungsmodell aufwendiger ist, so ist es doch realititsndher und hat das

Potenzial den Bedarf an Tierversuchen zu reduzieren.

&9



Zusammenfassung

9 Zusammenfassung

Vor allem Verbrennungspatient*innen profitierten schon seit den 1980er Jahren von
Hauttransplantaten aus in vitro kultivierten Zellen. Die Indikationen wurden im Laufe der
Zeit umfassender, genau wie die genutzten Zelllinien sowie Kombinationen von Zelllinien
oder Zellen mit Materialien. Als unerwiinschte Wirkung gelten Transplantatversagen
aufgrund von Infektionen, die durch Anwendungen von Antibiotika verhindert werden
konnten.

Fiir humane Schweilldriisen-abgeleitete Stammzellen (hSGSCs) konnten bisher in
Wundheilungsversuchen bei einem Maus- sowie einem humanen Ex-vivo-Modell
wundheilungsférdernde Kapazititen nachgewiesen werden.

Hinsichtlich einer potenziellen simultanen Anwendung von hSGSCs und antimikrobiellen
Substanzen wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen der Antibiotika Gentamicin und
Fusidinsdure auf die Proliferation, Viabilitit und metabolische Aktivitdit von hSGSCs
untersucht. Bei einer der klinischen Dosierung angelehnten Konzentration von 1,4 mg/ml
Gentamicin und 1 mg/ml Fusidinsdure konnten eine signifikante Abnahme der Proliferation
und der metabolischen Aktivitit der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt
werden. Fusidinséure wirkte sogar letal fiir die Zellen, was bei der Erhebung der Vitalitét
via durchflusszytometrischer Bestimmung Annexin- und PI-positiver Fraktionen nochmals
deutlich wurde. Bei den Gentamicingruppen wurde kein Trend zu hdéheren Annexin-
beziehungsweise Pl-positiven Fraktionsanteilen beobachtet. Eine genauere Untersuchung
unterschiedlicher Dosierungen von Gentamicin (0,14-2,8 mg/ml) und Fusidinsdure
(0,05-1 mg/ml) zeigte eine mogliche Erhéhung der Dosis fiir Gentamicin, wihrend nur bei
den geringsten Konzentrationen von Fusidinsdure die Zellen in vitro weiter proliferieren
konnten. In einem Ex-vivo-Modell wurde bei Hautstanzen mit einem Laser eine kiinstliche
Wunde gesetzt, die anschlieBend mit hSGSCs und Antibiotika in klinischer Dosierung
behandelt wurde. Dabei ergaben sich bei Vitalitdtstestungen und mikroskopischen
Auswertungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen. Durch die
Unterschiede zwischen den vielfdltigen [n-vitro-Methoden und dem Ex-vivo-
Wundheilungsmodell wird die Bedeutung der aufwindigeren, aber realititsnédheren
Untersuchungsmodelle deutlich. Die gleichzeitige Nutzung von Zellen und Antibiotika
scheint nach den ersten Erkenntnissen moglich zu sein, auch wenn weitere Versuche, zum
Beispiel mit einer Kombination verschiedener Medikamente oder mikrobiologische

Betrachtungen, notwendig sind.
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11 Anhang

Tabelle 2: Verbrennungsgrade und ihre Charakteristika

Anhang

Verbrennungsgrad Symptome Betroffene Hautschicht
1 Rotung Epidermis
Schmerz
Schwellung
2a Rotung Oberflachliche Dermis
Schmerz Hautanhangsgebilde intakt
Blasen Rekapillarisierung
2b Kaum Schmerzen Tiefe Dermis
Rotung Hautanhangsgebilde betroffen
Blasen Rekapillarisierung schwach
3 Keine Schmerzen Komplette Dermis
Nekrose
Schwarzer/weier oder
lederartiger Wundgrund
4 Verkohlung Unterhautfettgewebe
Faszien/Muskeln
Knochen

Tabelle erstellt nach (Spanholtz et al. 2009, Deutsche Gesellschaft fiir Verbrennungsmedizin (DGV) 2021)




Tabelle 3: Ubersicht natiirlich vorkommender Zellen zur Zelltherapie

Anhang

Zellen Ursprung Vorteile Nachteile Referenzen
Epidermale
Stammzellen
Epidermal stem cells Interfollikulare ~ Exzision (ca. 3 - 9 cm?) ausreichend Kosten
(Epi-SCs) Epidermis Adulte Spendende / Je nach Art ggf. (Gravante et
Autotransplantation mogl. empfindliche Transplantate  al. 2007,
Verschiedene Applikationsarten (Tragerstoffe wie Gaze, Brockmann et
(z.B. CEAs, Sprays) Fibrin, Hyaluronsdure) al. 2018, Kaur
Langjahrige Erfahrung Keine Anhangsgebilde etal. 2019,
Kombinationen mit Autolog: Kultivierungszeit Sierra-
Tragermaterialien/Fibroblasten (3-4 Wochen) Sanchez et al.
erprobt Transplantatversagen 2021)
Studien / Fallberichte Ulzerationen & maligne
Kommerzielle Nutzung Transformationen
Allogen: schnelle Verfiigbarkeit Allogen: Abstoung mogl.
Hair Follicle Stem Haarfollikel Haarfollikel ausreichend s.0. (Brockmann et
Cells (40-350 anagene Haarfollikel) al. 2018)
(Hf-SCs) Kommerzielle Nutzung
Keratinozyten aus Schweilldriisen ~ Hautexzision Bisher keine humane (Biedermann
Schweilldriisengewebe Bildung einer stratifizierten Anwendung etal. 2010,
Epidermis auf Fibroblasten & Bottcher-
Kollagenhydrogel (Transplantation Haberzeth et
auf Ratten) al. 2013)
Kombination mit Melanozyten fithrt
zu physiolog. Verteilung der
Melanozyten & Pigmentierung
Fibroblasten Exzision (ca. 3 - 9 cm?) ausreichend Unterschiedliche Nischen = (Ichim et al.
Proliferation unterschiedliche Subtypen?  2018)
In vitro Induktion Differenzierung Allogen: AbstoBung mogl.
(u.a. adipogen, osteogen)
Immunsuppressive Faktoren
Unterschiedlichste Nischen
Keratinozyten autolog Spray Erfolg altersabhingig (Kaur et al.
+ Fibroblasten Autolog Melanozyten schwierig zu 2019, Sierra-
+ Melanozyten Vitiligo-Therapie kultivieren Sanchez et al.
Kanzerogenitit d. 2021)
Melanozyten mogl.
Keratinozyten + Parakrine Faktoren Teils bovines Kollagen (Phillips et al.
Fibroblasten Studien Studiengrofen 2002, Ichim et
Abdeckung der Wunde al. 2018)
(Bilayered-Skin- Extrazelluldre Matrix
Substitute) Bisher keine Immunogenitét der
transplantieren Zellen
Zulassung (z.B. FDA)
Kein Nachweis allogener DNS
Ausbildung reifer Epidermis und
Dermis im Verlauf
Gute dsthetische Resultate
Sweat Gland stroma Schweilidriisen  Probe-Exzisionen ausreichend Bisher keine in vivo (Sturmheit et
derived Stem cells -Stroma Adulte Spendende / Erfahrung al. , Danner et
(hSGSCs) Autotransplantation al. 2012,
Parakrine Faktoren Nagel et al.
Vielversprechend im Ex-vivo-Modell 2013, Liao et
al. 2019)
Mesenchymale Immunsuppression bzw. (Spanholtz et
Stammzellen Immunmodulation iiber parakrine al. 2009,
(MSC) Faktoren (Reduktion AbstoBBung) Ichim et al.
Studien 2018, Lopes et
Nutzen von Zellen oder al. 2021,
konditioniertem Medium Sierra-

Unterschiedlichste Nischen

Sanchez et al.
2021)

il



Anhang

Zellen Ursprung Vorteile Nachteile Referenzen
Mesenchymale Knochenmark Charakterisierung Knochenmarkpunktion (Ichim et al.
Knochenmarksstamm Geringe Immunogenitét schmerzhaft & invasiv 2018, Lopes et
-zellen Vielversprechende Unterstiitzung der ~ Geringer Stammzellanteil al. 2021)
(bone marrow derived Wundheilung In vitro geringes Wachstum
mesenchymal stem
cells — BM-MSCs)
Mesenchymale Nabelschnur Nicht-invasive Gewinnung i.d.R. keine (Mazini et al.
Nabelschnurstamm- Hohes Proliferationsvermogen Autotransplantation 2020, Lopes et
zellen Unterstiitzen Gewebe-Regeneration al. 2021)
(umbilical cord- und Wundheilung
derived stem cells — Differenzierung in epidermale
UC-MSCs) Gewebe moglich
Proliferation von dermalen
Fibroblasten
Stammzellen aus Fettgewebe Exzision oder Fettabsaugung Heterogene Zellpopulation (Chan et al.
Fettgewebe Direkte Nutzung moglich (kein Lokalanisthetika konnten 2012, Mazini
(adipose tissue-derived Zeitverzug durch Kultivierung) negative Auswirkung auf et al. 2020,
stem cells— ASCs) Autologe / allogene Nutzung Zellen haben Lopes et al.
Parakrine Faktoren (Proliferation, 2021)
Differenzierung, Migration
Unterstiitzen Wundheilung)
Makrophagen Beeinflussung
(Balance pro-/anti-inflammatorische
Botenstoffe)
Fibroblasten Beeinflussung (Zell-
Zell-Kontakte, parakrin)
Differenzierung (in Fibroblasten,
Angioblasten, Keratinozyten)
Synthese Proteine der
Extrazellularmatrix
Kombinationen Skin-Substitute
(Verfestigung Transplantat)
Bilayered-Skin- Keratinozyten Morphologisch Aufbau dhnlich Experimentell (Trottier et al.
Substitue + ASCs normaler Haut Bisher Maus-Modell 2008)
Gute dermal-epidermale Verbindung
Kein Tragermaterial
Autolog moglich
Trilyered-Skin- Keratinozyten 3D-Transplantat mit allen Experimentell (bisher in (Trottier et al.
Substitutes + Fibroblasten Defektschichten Vitro) 2008, Monfort
+ ASCs Morphologisch Aufbau dhnlich Keine Vaskularisierung etal. 2013,
(Fibrin) normaler Haut Umsetzung Kober et al.
0. Positiver Effekt auf Differenzierung unterschiedlicher 2015)
+ BM-MSCs Keratinozyten extrazelluldr Matrix-Zonen
(Plasma (Induktion zur
Hydrogel) Differenzierung?)

il
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Die Kommission hat keinc Bedenken.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag emeut vorgelegt werden. Uber alle schwerwiegenden oder
unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wihrend der Studie auftreten, muf die Kommission umgehend

benachrichtigt werden.

Nach AbschluB des Projektes bitte ich um Ubersendung eines knappen Schlussberichtes (unter Angabe unseres
Aktenzeichens), aus dem der Erfolg/Misserfolg der Studie sowie Angaben dariiber, ob dic Studie abgebrochen oder
gedndert bzw. ob Regressanspriiche geltend gemacht wurden, ersichtlich sind.

Die arztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Priifung teilnehmenden
Arzte bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unscre Stellungnahme unberihrt.

Mit freundlichem GruB und den besten Wiinschen fiir den

weiteren Verlauf Threr Forschung bin ich

Ibr

e

Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender

anwesende Komimissionsmitglieder: 6
& Prof. Dr. Dr. H.-H. Raspe
(Sozialmedizin, Vorsitzender der EK)
@ Prof, Dr. F. Hohagen

(Psychiatrie)

Prof. Dr. Dendorfer

{Pharmakologic)

© Frau H. Miiller

(Pflege)

B Prof. Wessel

(Kinderchirurgic, Stellv. Vorsitzender der EK)
Herr Dr. Fieber

(Richter am Landgericht Libeck)

Prof. Schwinger

Abbildung 21: Genehmigung Ethikantrag — Aktenzeichen 06-109
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Herr Prof. Dr. Schunkert
(Medizinische Klinik )

® Frau Prof. Dr. M. Schrader
(Plastische Chirurgie)

Herr Dr. Schultz

(Padiatrie)

(@ Herr D. Stojan
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Universitgi Al Lubeck

Medizinische Fakultéat - Der Vorsitzende der Ethikkommission

Dekanat der Medizinischen Universitét zu Libeck
Ratzeburger Allee 160, D-23538 Libeck

Klinik fur Dermatologie, Allergologie Prof. Dr. Dr. Heiner Raspe
und Venerologie Telefon: (0451) 7 99 25 20
Herrn Prof. Dr. med. Ralf Paus Fax: (0451) 7 99 25 22
- Experimentelle Dermatologie — email: Heiner.Raspe @uk-sh.de
Ratzeburger Allee 160
23538 Lubeck Aktenzeichen:
{ immer angeben !) 11.12.08
Ra-gr
AZ 06-109

Amendment fiir Ethikantrag

Hochverehrter Herr Kollege Paus,

als Vorsitzender der von lhnen mit Schreiben vom 08.12.2008 adressierten ,Hohen* Ethik-
kommission gebe ich mir die Ehre, Inr Amendment zu lhrem Ethikantrag 06-109 ohne An-
rufung der Gesamtkommission positiv zu bescheiden.

Hochachtungsvoll und mit allen guten Winschen fur einen positiven Verlauf Ihrer For-
schung bleibe ich

lhr sehr ergebener
™

L)
L~

S
Prof. Dr. med. Dr. phil. Hans-Heinrich Raspe

P. S.: Ich danke der Pathologie, Sie auf die aus Sicht der Kommission gegebenen Notwen-
digkeit des Amendments aufmerksam gemacht zu haben.

Nachrichtlich: Frau J. Erdmann, Dekanat
Frau Dr. A. Huppe, IfS

Abbildung 22: Genehmigung erstes Amendment Ethikantrag — Aktenzeichen 06-109



2 %
2 -
H 7 & UNIVERSITAT ZU LOBECK
% J’. Ethik-Kommission
s.g18® ;
Vorsitzender:
o S = . Herr Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
2 . q . A
Universitat zu Liibeck - Ratzeburger Allee 160 - 23538 Liibeck Stellv. Vorsitzender:
Herr Prof. Dr. med. F. Gieseler
Herrn Universitat zu Liibeck
PD Dr. med. Tobias Fischer Ratzeburger Allee 160
23538 Libeck

Klinik fir Dermatologie und Venerologie

Sachbearbeitung: Frau Janine Erdmann
im Hause Tel.: +49 451 500 4639

Fax: +49 451 500 3026

janine.erdmann@medizin.uni-

luebeck.de

Aktenzeichen: 06-109
Datum: 15. Mérz 2012

In-vitro-Untersuchung der Biologie des humanen Haarfollikels in bezug auf
Wachstumseigenschaften, Apoptose, Wachstumsregulation, Pigmentierung und Immunprivileg
im Haarorgankulturmodell

Hier: Amendment 2 -lhr Schreiben vom 13. Médrz 2012

Sehr geehrter Herr Dr. Fischer,

das Amendment beziiglich der Nutzung von Haut aus anderen behaarten Arealen mit den folgenden
Unterlagen habe ich zustimmend zur Kenntnis genommen:

- Aufklarung und Einwilligung sowie
- Studienprotokoll.

Es bedarf keiner weiteren Begutachtung durch die Kommission.

Bitte beachten Sie folgenden Hinweis: Die Haarproben kénnen nur vernichtet werden, wenn diese in
pseudonymisierter Form vorliegen.

Die drztliche und juristische Verantwortung des Leiters der klinischen Priifung und der an der Priifung teilnehmenden Arzte
bleibt entsprechend der Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem Gruf und besten Wiinschen
fiir den weiteren Verlauf Ihrer Forschung bin ich
lhr

Q_Muy
Prof. Dr. med. Dr. phil. H. Raspe
Vorsitzender

Abbildung 23: Genehmigung zweites Amendment Ethikantrag — Aktenzeichen 06-109
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Linie Tag Stimulation 1stQu median 3rdQu mean sd
31 dl DMEM 984000 1064000 1068000 963200 2270.75
31 dl  Fusidinsiure 0.00 84.00 254.00 118.80 12898
31 dl  Gentamicin 6880,00 704000 7280.00 699440  2067.79
33 dl  DMEM 29300,00 3390000 4570000 37500.00 1349889
33 dl  Fusidinséure 84.50 86.00 152.00 115.00 89.86
33 dl  Gentamicin 29000,00 2980000 3345000 32800.00 635862
36 dl  DMEM 28360,00 28760.00 2901000 3032667 4491.73
36 dl  Fusidinséure 84,50 128.00 171.50 118.67 6134
36 dl  Gentamicin 3072000 3150000 35550.00 3218667 414672
31 d3 DMEM 12560,00  13240.00  16360.00 14096.00 2444.68
31 d3  Fusidinsiure 84.00 86.00 86.00 102.40 9348
31 d3  Gentamicin 10160,00  11040.00  12240.00 10640.00 202524
33 d3 DMEM 66200,00 7260000 7510000 7133333 5805.74
33 d3  Fusidinsiure 0.00 43.00 149.00 71.00 8361
33 d3  Gentamicin 54600,00 5860000 6170000 5833333 581538
36 d3 DMEM B0850,00 8940000 95700.00  88800.00 10011.19
36 d3  Fusidinsiiure 105,50 214.00 321.00 214.00 161.00
36 d3  Gemtamicin 7110000 8400000 85650.00 80000.00 10930.32
31 d5 DMEM 13760.00 15840.00 18160.00 1582400 376198
31 d5  Fusidinsdure 86.00 86.00 172.00 120.80 98.76
31 d5  Gentamicin 11880.00 13240.00 1340000 12904.00 2449.75
33 d5 DMEM 66900.00  72900.00  78900.00  75700.00 11468.74
33 d5  Fusidinsdure 214.00 637.00 868.00 679.33 603.11
33 d5 Gentamicin 56565.00 61500.00 6225000 59180.00 5604.74
36 d5 DMEM 100200.00 102000.00 111600.00 105066.67 8596.43
36 d5  Fusidinsdure 106.25 256.50 407.50 34283 37234
36 d5 Gentamicin  95800.00  98000.00 105600.00 99200.00 11291.06
31 d7 DMEM 28160.00 28520.00 29560.00 28304.00 962125
31 d7  Fusidinsiure 0.00 0.00 0.00 17.20 3846
31 d7  Gentamicin 9600.00 15280.00 16120.00 1367200 3908.80
33 d7 DMEM 95600.00 108800.00 112400.00 10933333 2744206
33 d7  Fusidinsdure 191.00 255.00 31750 32500 27041
33 d7  Gentamicin 6188000 7320000 75760.00 69920.00 959146
36 d7 DMEM 125000.00 127500.00 143500.00 144166.67 36983.33
36 d7  Fusidinsdure 105,50 170.00 233.00 155.67 9951
36 d7  Gentamicin 9245000 9450000  98875.00  99966.67 1912482
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Zelllinie
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Abbildung 24: Datengrundlage Zellzahlbestimmungen (klinische Dosierung)

a) Datentabelle fiir die Ergebnisse der Wachstumskinetik wihrend der klinischen Dosierung
b) Ergebnisse als Boxplot aufgetragen

(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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a  Zusammenfassung der logarithmierten

Zellzahlbestimmungen fur Hypothese 1a (Gentamicin)

Linie Tag Stimulation 1stQu median 3rdQu mean  sd
31 dl  DMEM 399 4.03 4.03 397 012
31 dl  Gentamicin  3.84 385 386 383 0.4
33 dl  DMEM 447 453 4.66 455 016
33 dl  Gentamicin  4.46 447 452 451 008
36 dl  DMEM 4.45 4.46 446 448 006
36 dl  Gentamicin  4.49 4.50 455 450 006
31 d3 DMEM 4.10 412 421 414 008
31 d3  Gentamicin  4.01 4.04 409 402 009
33 d3 DMEM 482 4.86 488 485 004
33 d3 Gentamicin  4.74 4 479 476 0.04
36 d3 DMEM 491 495 498 495 005
36 d3  Gentamicin 4.85 4.92 493 490 0.06
31 d5 DMEM 4.14 4.20 4.26 419 o1
31 d5 Gentamicin 4.07 4.12 4.13 4.10 0.08
33 ds DMEM 483 4.86 4.90 488 0.06
33 d5 Gentamicin 4.75 4.79 4.79 477 0.04
36 d5 DMEM 5.00 5.01 5.05 502 0.04
a6 d5 Gentamicin 4.98 4.99 5.02 499 0.05
31 d7 DMEM 4.45 4.46 447 443 017
31 d7 Gentamicin 3.98 4.18 421 412 013
33 d7  DMEM 4.98 504 5.05 503 o011
33 d7 Gentamicin 479 4.86 4.88 484 0.06
6 d7 DMEM 5.10 5.11 5.16 515 0.10
36 d7  Gentamicin 4.97 4.98 5.00 499 0.08

Residuen versus vorhergesagte Werte des
Modells zur Auswertung von Hypothese 1a
(Gentamicin)

w0 "
Vorhergesagte Werle des Models

Anhang

Boxplots der logarithmierten
Zellzahlen an den unterschiedlichen
Tagen fur die Gentamicin- und
Kontrollgruppe.

o

a@ - o5 ar
Tag

Stmulation

B3 omem
‘m

log of Zeltzah!

Q-Q Plot des Modells zur Auswertung von
d Hypothese 1a (Gentamicin)

o4

2

Resicuen des angepassten Models

Abbildung 25: Statistische Grundlagen Gentamicin Hypothese 1a (Proliferation)
a) Zusammenfassung der logarithmierten Zellzahlen fiir Hypothese 1a (Gentamicin)
b) Boxplots der logarithmierten Zellzahlen an den unterschiedlichen Tagen fiir die Gentamicin- und

Kontrollgruppe

c¢) Residuen versus vorhergesagte Werte des Modells zur Auswertung von Hypothese 1a (Gentamicin)
d) Q-Q-Plot des Modells zur Auswertung von Hypothese 1a (Gentamicin)
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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a b
Zusammenfassung der Zellzahlen fur Hypothese 1a (Fusidinsaure)
Linie Tag Stmulation 1stQu median 3rdQu mean sd
31 di DMEM 9840.00  10640.00  10680.00  9632.00 227075
31 di Fusidinsiure 0.00 84.00 254.00 118.80 12898
33 dI DMEM 29300.00  33900.00  45700.00  37500.00 13498.89
33 dl  Fusidinsiure 84.50 86.00 152.00 115.00 89.86
3 dl DMEM 28360.00  28760.00 29010.00 30326.67 4491.73
36  dl  Fusidinsiure 84.50 128.00 171.50 118.67 6134
31 d3  DMEM 12560.00  13240.00  16360.00  14096.00 244468
31  d3 Fusidinsiure 84.00 86.00 86.00 102.40 93.48
33 d3 DMEM 66200.00  72600.00 7510000 7133333  5805.74
33 d3  Fusidinsiure 0.00 43.00 149.00 71.00 83.61
36 d3 DMEM 80850.00  89400.00 95700.00  88800.00 10011.19
36  d3  Fusidinsdure 105.50 214.00 321.00 21400 16100
31 d5 DMEM 13760.00  15840.00  18160.00  15824.00 3761.98
31 d5 Fusidinsdure 86.00 86.00 172.00 120.80 98.76
33 d5 DMEM 66900.00 72900.00 78900.00  75700.00 11468.74
33 d5  Fusidinsaure 214.00 637.00 868.00 679.33 603.11
36 d5 DMEM 100200.00 102000.00 111600.00 105066.67 8596.43
36  d5 Fusidinsdure 106.25 256.50 407.50 34283 37234
31 d7  DMEM 28160.00 28520.00 29560.00 28304.00 962125
31 d7 Fusidinsdure 0.00 0.00 0.00 17.20 38.46
33 d7 DMEM 95600.00 108800.00 112400.00 109333.33 27442.06
33 d7 Fusidinsdure 191.00 255.00 317.50 32500 27041
36  d7 DMEM 125000.00 127500.00 143500.00 144166.67 3698333
36  d7  Fusidinsiure 105.50 170.00 233.00 155.67 99.51
Q-Q Plot des Modells zur Auswertung von
Hypothese 1a (Fusidinsaure)
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Boxplots der Zellzahlen an den unterschiedlichen
Tagen fur die Fusidinsaure- und Kontrollgruppe.
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Abbildung 26: Statistische Grundlagen Fusidinsdure Hypothese 1a (Proliferation)

a) Zusammenfassung der logarithmierten Zellzahlen fiir Hypothese 1a (Fusidinséure)

oS

ar

Stimulation

. Fusidnsaure

b) Boxplots der logarithmierten Zellzahlen an den unterschiedlichen Tagen fiir die Fusidinséure- und
Kontrollgruppe
¢) Residuen versus vorhergesagte Werte des Modells zur Auswertung von Hypothese 1a (Fusidinsdure)

d) Q-Q-Plot des Modells zur Auswertung von Hypothese 1a (Fusidinsiure)

(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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d Linie Tag Stimulation 1stQu median 3rdQu  mean sd

N dl DMEM 0.10 0.1 013 011 0.03
31 dl  Fusidins&ure 0.00 0.02 005 003 003
31 dl  Gentamicin 0.12 0.13 013 012 0.02

33 dl DMEM 0.58 0.59 0.63 0.63  0.09
33 dl  Fusidinsdure 0.00 0.00 0.1 0.01 0.01
33 dl  Gentamicin 0.61 0.63 0.65 0.63 0.03
36 dl  DMEM 0.54 0.60 0.67 0.61 0.08

36 dl  Tusidinsiwe  0.00 0.00 0.00 000 001
36 dl  Gentamicin 0.62 0.70 078 070 0.2

31 d3  DMEM 0.36 0.39 041 039 0.03
3 d3  Fusidinsdure  0.02 0.03 0.4 003 0.02
3 d3  CGentamicin 0.23 0.26 027 024 0.05
33 d3  DMEM 0.85 0.90 094 089 0.06
33 d3  Fusidinsdure  0.00 0.00 0.01 001 001
3 d3  Gentamicin 0.77 0.80 0.84 08l 0.07
36 d3 DMEM 1.26 129 132 129 0.05
36 d3  Fusidinsdure  0.00 0.0 002 001 001
36 d3  Gentamicin 1.14 1.17 119 1.16 0.06

31 d5 DMEM 0.51 0.54 058 055 0.05
31 d5 Tusidinsiwe  0.02 0.02 003 003 0.1
31 d5  Gentamicin 0.34 0.35 037 036 0.4

33 d5  DMEM 1.06 113 1.20 113 0.08
33 d5  Fusidinsiure 0.01 0.02 0.03 0.02 0.01
33 d5  Gentamicin 1.09 1.10 112 110 0.02
36 d5  DMEM 2.02 2.09 2.26 2.18 033

36 d5  Fusidinséure  0.06 0.07 008 0.06 0.02
36 d5  Gentamicin 141 1.46 149 144 010

31 d7 DMEM 0.75 0.77 0.80 0.78 0.03
31 d7  Fusidinsdure 0.02 0.02 0.03 0.02 0.01
31 d7  Gentamicin 0.36 0.38 0.41 039 0.4
33 d7  DMEM 1.24 1.27 1.29 1.26 0.08

33 d7  Fusidinsiure 0.01 0.02 003 002 0.01
33 d7  Gentamicin 091 0.94 097 094 0.08
36 d7  DMEM 1.91 1.95 1.97 1.91 0.06
36 d7  Fusidinsdure 0.03 0.06 0.08 0.05 0.4
36 d7  Gentamicin 137 1.43 1.47 1.41 0.0
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Abbildung 27: Datengrundlage MTT (klinische Dosierung)

a) Zusammenfassung der erhobenen Daten wéhrend des MTT-Assays

b) Boxplot der optischen Dichte wihrend des MTT-Assays

(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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Residuen versus vorhergesagte Werte des

Modells zur Auswertung von Hypothese 1b

(Gentamicin)

Residuals ces angepassten Modells

a

Zusammenfassung der logarithmierten Werte der optischen
Dichte fur Hypothese 1b (Gentamicin)

Linie Tag Stimulation 1stQu median 3rdQu mean  sd
31 dl DMEM 0.10 0.11 n13 011 0.03
31 dl Gentamicin 0.12 0.13 013 012 002
33 dl  DMEM 0.58 0.59 0.63 063 009
33 dl Gentamicin 0.61 0.63 0.65 0.63 0.03
36 dl DMEM 0.54 0.60 0.67 061 0.08
36 dl Gentamicin 0.62 0.70 0n.78 070 012
31 d3 DMEM 0.36 0.39 0.41 039 003
31 d3  Gentamicin 0.23 0.26 027 024 005
33 d3 DMEM 0.85 0.90 094 089 006
33 d3  Gentamicin 0.77 0.80 084 081 007
36 d3 DMEM L.26 1.29 1.32 129 005
36 d3  Gentamicin 1.14 117 1.19 116 0.06
31 ds  DMEM 0.51 054 058 055 005
3 d5  Gentamicin 0.34 0.35 0.37 036 0.04
33 d5 DMEM 1.06 1.13 1.20 1.13  0.08
33 d5 Gentamicin 1.09 1.10 1.12 1.10 0.02
36 d5  DMEM 2.02 2.09 2.26 218 033
36 d5  Gentamicin 141 146 149 144 010
3 d7  DMEM 0.75 0.77 0.80 0.78 003
31 d7  Gentamicin 0.36 0.38 041 039 004
33 d7 DMEM 1.24 1.27 1.29 1.26 0.08
33 d7?  Gentamicin 0.91 0.94 0.97 094 008
36 d7 DMEM L91 1.95 197 194 0.06
36 d7 Gentamicin 1.37 143 147 141 0.10

C

24

Optische Dichte

0+

d

Anhang

Boxplots der logarithmierten Werte der
optischen Dichte an den unterschiedlichen
Tagen fur die Gentamicin- und

Kontrollgruppe.
Stimutation
B8 omen
I I B8 Centamicn

a o« as ar
Tag

Q-Q Plot des Modells zur Auswertung von
Hypothese 1b (Gentamicin)

Abbildung 28: Statistische Grundlagen Gentamicin Hypothese 1b (MTT)

a) Zusammenfassung der logarithmierten Werte der optischen Dichte fiir Hypothese 1b (Gentamicin)

b) Boxplots der logarithmierten Werte der optischen Dichte an den unterschiedlichen Tagen fiir die
Gentamicin- und Kontrollgruppe
c) Residuen versus vorhergesagte Werte des Modells zur Auswertung von Hypothese 1b (Gentamicin)
d) Q-Q-Plot des Modells zur Auswertung von Hypothese 1b (Gentamicin)

(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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a

Zusammenfassung der Werte der optischen Dichte fir
Hypothese 1b (Fusidinsaure)

Optische Dichte

Linie ‘Tag Stimulation  1stQu  median 3rdQu  mean sd
31 dl DMEM 0.10 0.11 0.13 0.11 0.03
31 dl  Fusidinsdure  0.00 0.02 0.05 0.03 0.03
33 dl  DMEM 0.58 0.59 063 063 0.09
33 dl Fusidinsiure 0.00 0.00 om 0.01 0.0
36 dl  DMEM 0.54 0.60 067 061 0.08
36 dl  Fusidinsdure  0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
31 d3 DMCM 0.36 0.39 041 039 0.03
31 d3  Fusidinsiure 0.02 0.03 0.04 0.03 0.02
33 d3  DMEM 0.85 0.90 0.94 0.89 0.06
33 d3  Fusidinsiure 0.00 0.00 om 0.01 0.0
36 d3  DMEM 1.26 1.29 1.32 1.29 0.05
36 d3  Fusidinsdure  0.00 0.01 0.02 0.01 0.01
31 d5 DMEM 0.51 0.54 058 055 0.05
31 d5 TFusidinsiure  0.02 0.02 003 003 0.01
33 d5 DMEM 1.06 1.13 1.20 1.13  0.08
33 d5  Fusidinsiure 0.01 0.02 0.03 0.02 0.01
36 d5 DMCM 2,02 2.09 226 218 033
36 d5 Fusidinsiiure  0.06 0.07 008 006 0.02
31 d7  DMEM 0.75 0.77 0.80 0.78 0.03
3 d7  Fusidinsiure 0.02 0.02 0.03 0.02 0.0
33 d7  DMEM 1.24 1.27 1.29  1.26 0.08
33 d7 Fusidinsdure  0.01 0.02 0.03 0.02 0.01
36 d7 DMEM 191 195 197 194 0.06
36 d7 Tusidinsiure 0.03 0.06 0.08 0.05 0.04

Residuen versus vorhergesagte Werte des
Modells zur Auswertung von Hypothese 1b
(Fusidinsaure)

Boxplots der Werte der optischen Dichte an

den unterschiedlichen Tagen fur die
Fusidinsaure- und Kontrollgruppe.
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Abbildung 29: Statistische Grundlagen Fusidinsdure Hypothese 1b (MTT)
a) Zusammenfassung der Werte der optischen Dichte fiir Hypothese 1b (Fusidinséure)
b) Boxplots der Werte der optischen Dichte an den unterschiedlichen Tagen fiir die Fusidinsdure- und
Kontrollgruppe
c) Residuen versus vorhergesagte Werte des Modells zur Auswertung von Hypothese 1b (Fusidinsdure)
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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Linie Tag Stimulation 1stQu median 3rdQu mean  sd
31 dl  DMEM 0.24 0.24 026 025 0.07
31 dl  Fusidinséure 0.01 0.03 0.05 0.03 0.03
31 dl  Gentamicin 0.17 0.22 026 022 0.07
33 dl  DMEM 0.57 0.73 082 071 0.20
33 dl  Fusidinsfiure  0.00 0.01 002 0.01 001
33 dl  Gentamicin 0.46 0.63 0.7 0.59 0.8
36 dl  DMEM 0.78 0.99 109 094 019
36 dl  Fusidinsiure 0.01 0.02 0.04 0.02 0.02
36 dl  Gentamicin 0.88 0,99 112 099 024
31 d3 DMEM 0.46 0.51 0.54 052 0.19
31 d3  Fusidinsgure 0,00 0.01 002 0.01 0M
31 d3  Gentamicin 0.16 0.21 033 024 011
33 d3  DMEM 1.67 1.98 232 1.96 044
33 d3  Fusidinsdure  0.00 0.00 000 0.00 0.00
33 d3  Gentamicin 0.66 110 128 102 042
36 d3  DMEM 253 287 3.19 281 050
36 d3  Fusidinsiure 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01
36 d3  Gentamicin 2.39 2.53 284 256 054
31 d5 DMEM 0.81 091 0.98 0.88 020
31 d5  Fusidinsgure 0,00 0.01 001 0.01 001
31 d5 Gentamicin 0.21 0.27 042 031 0.5
33 d5  DMEM 247 295 312 281 042
33 d5 Fusidinsiure  0.00 0.00 000 0.00 0.00
33 d5 Gentamicin 0.57 0.85 L18 093 057
36 d5  DMEM 4.19 447 4.7 4.50  0.61
36 d5 Fusidinsiwe  0.00 0.00 000 0.00 0.0
36 d5  Gentamicin 296 3.11 3.65 326 046
31 d7 DMEM 1.19 1.33 154 136 039
31 d7  Fusidinséiure  0.00 0.00 0.00  0.00 0.00
31 d7  Gentamicin 0.16 0.20 0.34 0.24 012
33 d7 DMEM 3.00 3.15 333 3.0 029
33 d7  Fusidinsiure  0.00 0.00 000 0.00 0.00
33 d7  Gentamicin 0.45 0.66 097 073 048
36 d7  DMEM 4,74 4,92 5.05 4.91 039
36 d7 TCusidinsiwe  0.00 0.00 000 0.00 0.0
36 d7  Gentamicin 2.59 2.81 2.88 277 023
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Abbildung 30: Datengrundlage Impedanzmessungen (klinische Dosierung)

a) Zusammenfassung der Daten der Impedanzmessungen wéhrend der klinischen Dosierungsversuche
b) Boxplot der Zellindizes der Impedanzmessungen wiahrend der klinischen Dosierungsversuche
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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Anhang

Hypothese 2a
Ergebnisse der repeated measurement Korrelation fir jede
Stimulation
Stimulation r p Kl _lower KI_upper
DMEM 0.84 2.3298E-03 0.33 0.97
Fusidinsdure -0.13 5.9564E-01 -0.59 0.39
Gentamicin 0.68 5.6767E-04 0.33 0.86

Aus dem gesamten Datensatz wurden nur die Replikate an den
Tagen betrachtet, fur die sowohl Zellzahlen als auch
Impedanzmessungen vorlagen. Fir jede Stimulation wurden die
Repeated-Measurement-Korrelation berechnet. Die Ergebnisse sind
in der obigen Abbildung zu sehen.

b Hypothese 2b

Ergebnisse der repeated measurement Korrelation fur jede

Stimulation

Stimulation r p Kl lower KI_upper
DMEM 0.98 1.2959E-06 0.87 1.00
Fusidinsdure -0.37 2.9872E-01 -0.85 0.46
Gentamicin 0.69 2.5933E-02 -0.02 0.94

Aus dem gesamten Datensatz wurden nur die Replikate an den
Tagen betrachtet, fur die sowohl Zellzahlen als auch Werte der
optischen Dichte des MTT-Assays vorlagen. Fur jede Stimulation
wurden die Repeated-Measurement-Korrelationen berechnet. Die
Ergebnisse sind in der obigen Abbildung zu sehen.

Abbildung 31: Repeated-Measurement-Korrelationen fiir Hypothese 2a & 2b
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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Zusammenfassung der Zellzahlen unterschiedlicher Konzentrationen

von Gentamicin (Hypothese 3)

Tag Konzentration 151Qu median 3rdQu mean sd
d1 0.10 4440000  49200.00 5490000 4926667 6476.62
d1 070 4090000 46000.00 5110000 4653333  6438.22
dl 140 43100.00 4640000 4760000 4663333 10108.54
d1 210 4370000 4620000 5110000 4753333  5653.55
dl 280 3629000 3832000 4110000 3957333  6574.99
d3 0.10 96300.00 98100.00 10035000 9600000 7674.37
d3 070  97200.00 101100.00 10230000 9980000  8302.29
d3 140 9225000  99000.00 10485000 9880000 8708.62
d3 210 7815000 7950000 8085000 7940000  8799.09
d3 280 5781000 6240000 6510000 6193000 4905.41
ds 0.10  92800.00 100400.00 11820000 10493333 16890.55
ds 0.70 10340000 10560000 11020000 105466,67 13776.89
d5 140 8700000 9360000 9660000 9090667  7670.27
d5 210 7674000 8032000 8300000 8074667  5900.00
ds 280 6892000 7128000 7616000 8122667 25976.76
a7 0.10 12025000 130500.00 135500.00 130000.00 11296.02
d7 070 13025000 141000.00 14425000 13433333 17603.03
d7 140 11225000 123500.00 13025000 12183333 11822.30
d7 210 80BOD.OD 8195000 8790000 8373333 561593
a7 280 4847500 5365000 5980000 5510000 9007.55
Zusammenfassung der Zellzahlen unterschiedlicher
Konzentrationen von Fusidinsaure (Hypothese 3)
Tag Konzentration 1stQu median 3rdQu mean sd
di 0,05 38190.00 4220000  43900.00 4036667  4896.65
di 01 288680.00  31380.00  34930.00 3201333  6495.32
d1 0,25 21900.00 23600.00 26350.00 2446667  3261.08
dl 05 2765.00 3140.00 4430.00 351000 1336.91
dl 1 107.00 172.00 237.00 21467 208.16
d3 0,05 79800.00  87000.00 91500.00  85800.00 11652.98
d3 01 5128500 53700.00 5638500 53280.00 6458.74
d3 0,25 16440.00  17720.00 19120.00 1708667  2797.76
d3 05 8.50 60.00 147.50 163.67  267.47
d3 1 0.00 0.00 126.00 57.00 88.32
ds 0,05 104200.00 112400.00 120600.00 112400.00 12276.81
ds 01 54200.00 58760.00 66860.00 5977333 8588.80
ds 0,25 4280.00  4640.00 542000  4650.00 1663.53
ds 0,5 0.00 0.00 0.00 14.33 35.11
ds 1 21.50 86.00 86.00 14233 22621
d7 0,05 136250.00 142500.00 145000.00 14166667 10500.79
d7 0,1 78350.00 80550.00 8372500 7901667 8926.46
a7 0,25 172600 219300 291500 229167  664.29
a7 05 0.00 0.00 63.00 43.00 72.44
a7 1 84.50 86.00 86.00 8533 53.76

Anhang

Boxplots der Zellzahlen an den unterschiedlichen
Tagen flr unterschiedlich starke Konzentrationen
von Gentamicin.
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Abbildung 32: Statistische Grundlagen der Zellzahlbestimmung Gentamicin & Fusidinsdure Hypothese 3
(Dosisanpassungen)
a) Datentabelle fiir die Ergebnisse der Wachstumskinetik wéhrend der Dosisanpassung (Gentamicin)
b) Boxplot der Zellzahlbestimmungen wihrend der Dosisanpassung (Gentamicin)
c¢) Datentabelle fiir die Ergebnisse der Wachstumskinetik wiahrend der Dosisanpassung (Fusidinséure)
d) Boxplot der Zellzahlbestimmungen wéhrend der Dosisanpassung (Fusidinsiure)
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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A Boxplots der Zellzahlen der Gentamicingruppen mit
unterschiedlichen Konzentrationen
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Berechnung eines linear gemischten Modells.
Die Konzentration (p= 0,597) allein hatte keinen
signfikanten Einfluss. Der Tag der Messung

(p< 0,01) und die Interaktion zwischen der
Konzentration und dem Tag der Messung

(p= 5,48*10°%) haben einen signifikanten
Einfluss.

C Boxplots der Zellzahlen der Fusidinsauregruppen mit
unterschiedlichen Konzentrationen
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Berechnung eines linear gemischten Modells.
Die Konzentration (p= 0,033), der Tag der
Messung (p= 7,01*10%) und die Interaktion
zwischen der Konzentration und dem Tag der
Messung (p= 0,001) haben einen signifikanten
Einfluss.
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d
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Boxplots der Impedanzwerte der Gentamicingruppen
mit unterschiedlichen Konzentrationen
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Berechnung eines linear gemischten Modells.
Die Konzentration (p= 0,345) allein hatte keinen
signfikanten Einfluss. Der Tag der Messung
(p< 0,01) und die Interaktion zwischen der
Konzentration und dem Tag der Messung
(p= 2,89*10°) haben einen signifikanten
Einfluss.

Boxplots der Impedanzwerte der Fusidinsauregruppen
mit unterschiedlichen Konzentrationen
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Berechnung eines linear gemischten Modells.
Die Konzentration (p= 0,502) allein hatte keinen
signfikanten Einfluss. Der Tag der Messung
(p=1,73*10"") und die Interaktion zwischen der
Konzentration und dem Tag der Messung

(p= 4.22*107) haben einen signifikanten
Einfluss.

Abbildung 33: Boxplots Gentamicin & Fusidinsdure Hypothese 4 (Dosisanpassungen)

a) Boxplots der Zellzahlbestimmungen fiir unterschiedliche Dosierungen von Gentamicin
b) Boxplots der Impedanzmessungen fiir unterschiedliche Dosierungen von Gentamicin

¢) Boxplots der Zellzahlbestimmungen fiir unterschiedliche Dosierungen von Fusidinséure
d) Boxplots der Zellzahlbestimmungen fiir unterschiedliche Dosierungen von Fusidinsdure
(Daten entnommen aus der statistischen Auswertung der biometrischen Beratung)
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Anhang

Tabelle 4: Zellzahlbestimmungen im Rahmen des Zellproliferationsassay via Durchflusszytometrie

Tag hSGSC 31 hSGSC 33 hSGSC 36
DMEM Gentamicin DMEM Gentamicin DMEM Gentamicin
0 41.200 46.080 59.680
3 24.480 20.160 93.600 76.200 113.760 142.800
6 159.000 111.936 200.340 192.390
9 51.000 20.460 256.500 119.700 229.500 150.975

Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen wihrend des Proliferationsassays iiber neun Tage. Wéhrend der
Versuche kam es zu einer Proliferation sowohl der Kontroll- als auch der Gentamicingruppe. Das
Zellwachstum der Kontrollgruppen lag iiber dem der Gentamicingruppen. Zum Ende des Experimentes wurden
die Unterschiede nochmals deutlicher.

Tabelle 5: Daten LDH-Bestimmung Punch-in-a-Punch-Versuche

P125 DMEM Gentamicin Fusidinsiure
Experimenttag (hSGSC 14) (hSGSC 14) (hSGSC 14)
MW SEM MW SEM MW SEM
dl(d-1) 1,298 0,307 1,839 0,276 2,193 0,176
d2 (do) 0,39 0,193 0,55 0,050 0,372 0,101
d4 (d2) 0,378 0,126 0,499 0,094 0,332 0,066
dé (d4) 0,428 0,106 0,637 0,118 0,457 0,048
ds8 (d6) 0,581 0,074 0,786 0,036 0,664 0,069
P127 DMEM DMEM Gentamicin Fusidinsiure
Experiment-tag  (hSGSC 14) (hSGSC 36) (hSGSC 36) (hSGSC 36)
MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
dl(d-1) 2,742 0,212 2,8 0,375 1,872 0,280 2,419 0,275
d2 (do) 0,366 0,08 0,323 0,015 0,189 0,018 0,281 0,033
d4 (d2) 0,481 0,089 0,408 0,081 0,327 0,0314 0,434 0,031
dé (d4) 0,959 0,122 0,653 0,118 0,509 0,062 0,749 0,044
ds8 (d6) 1,692 0,17 1,225 0,124 0,832 0,048 0,994 0,128
P134 DMEM DMEM Gentamicin Fusidinsiure Fusidinsiure
Experimenttag (hSGSC 14) (hSGSC 33) (hSGSC 33) (hSGSC 33) (hSGSC 14)
MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
dl(d-1) 1,606 0,196 1,688 0,116 2,006 0,1178 1,3 0,0288 1,549 0,18
d2 (do) 0,175 0,013 0,176 0,021 0,140 0,016 0,127 0,047 0,154 0,027
d4 (d2) 0,355 0,05 0,224 0,035 0,165 0,026 0,23 0,0811 0,205 0,017
dé (d4) 0,549 0,058 0,459 0,034 0,371 0,094 0,34 0,120 0,311 0,085
ds8 (d6) 0,607 0,126 0,467 0,021 0,477 0,151 0,381 0,111 0,323 0,076
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Tabelle 6: Daten der Punch-in-a-Punch-Wundheilungsversuche

Anhang

Spendender  Zellen Substanz Wunddurchmesser Zungenlinge Zungenfliche Residuale
[mm] [mm] [mm?] Wundfliiche
[mm’]
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure 1,806 1,345 0,069 0,499
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure 1,789 0,982 0,03 0,529
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure 1,963 2,067 0,149 0,373
Mittelwert 1,853 1,465 0,083 0,467
P134 hSGSC 14  Fusidinsdure 1,797 1,892 0,082 0,3
P134 hSGSC 14  Fusidinsédure 1,682 1,746 0,152 0,166
P134 hSGSC 14  Fusidinsdure 1,823 1,907 0,091 0,304
Mittelwert 1,767 1,848 0,108 0,257
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure 1,807 1,921 0,109 0,33
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure 1,806 2,017 0,097 0,481
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure 1,927 2,025 0,129 0,352
Mittelwert 1,847 1,988 0,112 0,388
P134 hSGSC 33  Gentamicin 1,839 2,032 0,079 0,385
P134 hSGSC 33  Gentamicin 1,695 1,814 0,11 0,285
P134 hSGSC 33  Gentamicin 1,921 1,989 0,143 0,133
Mittelwert 1,818 1,945 0,111 0,268
P127 hSGSC 36  Gentamicin 1,839 1,898 0,128 0,262
P127 hSGSC 36  Gentamicin 1,859 1,915 0,159 0,243
P127 hSGSC 36  Gentamicin 1,753 1,808 0,196 0,23
Mittelwert 1,817 1,874 0,161 0,245
P125 hSGSC 14  Gentamicin 2 2,269 0,085 0,622
P125 hSGSC 14  Gentamicin 2,042 2,206 0,093 0,466
P125 hSGSC 14  Gentamicin 1,733 2,026 0,084 0,496
Mittelwert 1,925 2,167 0,087 0,528
P134 hSGSC 33 DMEM 1,882 1,949 0,107 0,421
P134 hSGSC33 DMEM 1,702 1,895 0,083 0,306
P134 hSGSC33 DMEM 1,748 1,913 0,113 0,364
Mittelwert 1,777 1,919 0,101 0,364
P134 hSGSC 14 DMEM 1,764 1,703 0,24 0,424
P134 hSGSC 14 DMEM 1,889 2,021 0,128 0,314
P134 hSGSC 14 DMEM 1,757 1,918 0,111 0,256
Mittelwert 1,803 1,881 0,160 0,331
P127 hSGSC 14 DMEM 1,973 2,149 0,073 0,468
P127 hSGSC 14 DMEM 1,87 1,945 0,179 0,298
P127 hSGSC 14 DMEM 2,176 2,486 0,121 0,788
Mittelwert 2,006 2,193 0,124 0,518
P127 hSGSC 36 DMEM 1,96 2,038 0,104 0,316
P127 hSGSC36 DMEM 1,825 2,019 0,117 0,496

xviii



Anhang

Spendender  Zellen Substanz Wunddurchmesser Zungenlinge Zungenfliche Residuale
[mm] [mm] [mm?] Wundfliiche

[mm’]

P127 hSGSC 36 DMEM 1,888 2,039 0,127 0,401

Mittelwert 1,891 2,032 0,116 0,404

P125 hSGSC 14 DMEM 2,191 2,507 0,069 0,775

P125 hSGSC 14 DMEM 1,819 2,05 0,088 0,484

P125 hSGSC 14 DMEM 1,856 2,067 0,088 0,449

Mittelwert 1,955 2,208 0,082 0,569
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Tabelle 7: Normalisierte Daten der Punch-in-a-Punch-Wundheilungsversuche

Anhang

Spendender  Zellen Substanz Wunddurchmesser Zungenliinge Zungenvolumen residuale
[mm] [mm] [mm?| Waundfliche
[mm’]
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure 100,148 71,517 43,215 150,604
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure  99,2051756 52,216 18,789 159,658
P134 hSGSC 33  Fusidinsdure  108,8539741 109,908 93,319 112,575
Mittelwert 77,880 51,775 140,946
P134 hSGSC 14  Fusidinsdure  99,64879852 100,603 51,357 90,543
P134 hSGSC 14  Fusidinsdure  93,27171904 92,839 95,198 50,101
P134 hSGSC 14  Fusidinsdure  101,090573 101,400 56,994 91,751
Mittelwert 98,281 67,850 77,465
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure  90,06479482 87,584 87,668 63,707
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure  90,01495265 91,960 78,016 92,857
P127 hSGSC 36  Fusidinsdure  96,04585479 92,325 103,753 67,954
Mittelwert 90,623 89,8123 74,839
P134 hSGSC 33  Gentamicin ~ 101,9778189 108,047 49,4781 116,197
P134 hSGSC 33  Gentamicin  93,99260628 96,455 68,894 86,016
P134 hSGSC 33  Gentamicin ~ 106,5249538 105,760 89,562 40,141
Mittelwert 103,421 69,311 80,785
P127 hSGSC 36 Gentamicin  91,65974414 86,535 102,949 50,579
P127 hSGSC 36  Gentamicin  92,65658747 87,310 127,882 46,911
P127 hSGSC 36  Gentamicin  87,37331783 82,432 157,641 44,402
Mittelwert 85,426 129,491 47,297
P125 hSGSC 14 Gentamicin ~ 102,2843505 102,763 104,082 109,251
P125 hSGSC 14  Gentamicin ~ 104,4323219 99,909 113,878 81,850
P125 hSGSC 14  Gentamicin ~ 88,6293897 91,757 102,857 87,119
Mittelwert 98,143 106,939 92,740
P134 hSGSC33 DMEM 104,3622921 103,633 67,015 127,062
P134 hSGSC 33 DMEM 94,38077634 100,762 51,983 92,354
P134 hSGSC 33 DMEM 96,93160813 101,719 70,772 109,859
Mittelwert 102,038 63,257 109,759
P127 hSGSC 36 DMEM 97,69064629 92,9179 83,646 61,004
P127 hSGSC36 DMEM 90,96195381 92,0517 94,102 95,753
P127 hSGSC36 DMEM 94,1020103 92,9635 102,145 77,413
Mittelwert 92,644 93,2976 78,057
P125 hSGSC 14 DMEM 112,052506 113,542 84,490 136,124
P125 hSGSC 14 DMEM 93,02761677 92,844 107,755 85,012
P125 hSGSC 14 DMEM 94,91987726 93,614 107,755 78,864
Mittelwert 100 100 100
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