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1. Einleitung

1.1. Biomaterialien

In den letzten beiden Jahrzehnten hat der Einsatz von implantierbaren Biomaterialien in
verschiedenen Bereichen der Medizin deutlich zugenommen. Verwendet werden
Implantate zur Rettung von Leben und zum Erhalt von Extremitéten (z.B. Herzklappen,
Katheter, GefaBBprothesen), bei der Wiederherstellung verloren gegangener Funktionen
(z.B. Gelenkprothesen) und in der rekonstruktiven Chirurgie (z.B. implantierbare
Kunststoffnetze zur Bauchwandrekonstruktion). Biomaterialien wie Gelenkprothesen,
Netze oder Schrittmacherelektroden werden in der Medizin zur Langzeitanwendung im
menschlichen Korper implantiert oder sind wie bei Kathetersystemen auch nur fiir eine
kurzzeitige Anwendung vorgesehen. Es ist dabei notwendig, zwischen Nutzen und Risiko
von Biomaterialien abzuwégen. Bei Implantaten, die der Lebensverlédngerung dienen, ist
ein gewisses Risiko iiber einen bestimmten Zeitraum akzeptabel. Im Gegensatz dazu ist
zum Beispiel in der rekonstruktiven Chirurgie ein hohes Mal3 an Sicherheit und eine lange
Lebensdauer des Implantates erforderlich (Pizzoferrato et al., 1985; Wintermantel et al.,

1999).

Implantierbare Biomaterialien sollten im menschlichen Organismus zwei Eigenschaften
erfiilllen. Neben einer hohen Biofunktionalitit spielt auch die Biokompatibilitdt des
Implantates eine groBe Rolle. Die Funktion und die Lebensdauer eines Implantates
bestimmen die Biofunktionalitdt. Ein moglichst geringer Einfluss des Implantates auf das
umliegende Gewebe auf der einen Seite und ein geringer Einfluss des Gewebes auf das
Implantat auf der anderen Seite sprechen filir eine hohe Biokompatibilitit (Pizzoferrato et
al., 1985). Das ideale implantierbare Material sollte daher keinen karzinogenen, toxischen,
allergischen oder lokal entziindlichen Effekt auf umliegende Zellen oder Gewebe ausiiben
und ebenso keine Wundheilungsstorungen verursachen. Bei Verwendung der
implantierbaren Kunststoffnetze sollte das Material keine Adhdsionen verursachen. Diese
hohen Anspriiche fiihren zu der Notwendigkeit, implantierbare Biomaterialien im Hinblick
auf Biofunktionalitdt und Biokompatibilitit in Tierversuchen und Zellkulturversuchen

ausgiebig zu testen (Jenkins et al., 1983; Schumpelick 1999; Deligiannidis et al., 2002).



Pizzoferrato formulierte 1985 die These, dass der Grad der Toxizitét eines Biomaterials in-
vitro meist umgekehrt proportional zu seiner Biokompatibilitit in-vivo ist. Er schriankt aber
auch gleichzeitig ein, dass man nicht immer alle Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen
auf den Menschen fiibertragen kann, da es sich bei Zellkulturen um kein komplexes
Gewebesystem handelt. Die Ergebnisse aus in-vitro Untersuchungen miissten daher immer
mit in-vivo Studien verglichen werden, bevor eine genaue Aussage iiber die Toxizitét eines
Biomaterials getroffen werden kann. Die in-vitro Untersuchungen haben aber den Vorteil,
dass die verwendeten Zellen eine hohe Sensitivitit auf toxische Materialien aufweisen und
schnell Ergebnisse liefern. Zusdtzlich erlaubt der Zellkulturversuch eine gewisse
Abstufung der Toxizitdt und eine Standardisierung der experimentellen Bedingungen.
Somit haben sich nach Abwiégung der Vor- und Nachteile Zellkulturversuche als geeignete
Methode erwiesen, Aussagen iiber die Zytotoxizitit von Biomaterialien zu treffen

(Pizzoferrato et al., 1985).

1.2. Biomaterialien in der Hernienchirurgie

1.2.1. Historischer Uberblick

Seit ca. 60 Jahren werden im Bereich der Hernienchirurgie implantierbare Biomaterialien
in Form von Kunststoffnetzen aus verschiedenen Materialien zur Verstirkung der
Bauchwand verwendet. Die ersten polymeren Kunststoffnetze aus Nylon wurden 1944 von
Aquaviva entwickelt und eingesetzt. Die Verwendung dieser Nylon-Netze fiihrte zu einer
erhohten Infektionsrate und einer vermehrter Fistelbildung, so dass diese Methode schnell
wieder verlassen wurde (Coda et al., 2003).

Polyester ist ein weiterer polymerer Kunststoff, der schon 1939 entwickelt, aber erst 1956
als Kunststoffnetz unter dem Namen Mersilene® eingefiihrt wurde. Dieses Netz zeigte in
Untersuchungen zufrieden stellende Ergebnisse und konnte sich im klinischen Gebrauch
durchsetzen. Das von Usher 1959 entwickelte Marlex®-Netz bestand urspriinglich auch aus
Polyester, wurde aber 1963 durch eine Neukonstruktion aus Polypropylenfaden ersetzt. Die
Verwendung von Polyester-Netzen nahm im Laufe der Zeit mit zunehmender Popularitit
des Polypropylen deutlich ab (Usher et al., 1959; Lau, 2002).

Ein weiterer Kunststoff zur Herstellung implantierbarer Netze war das 1938 entwickelte

Polytetrafluorethylen (PTFE). Ein Netz aus diesem Polymer wurde aber erst 1983 in der



Hernienchirurgie eingesetzt. Das PTFE-Netz hat eine Porengroe von unter 10 um und ist
damit eher eine Art Folie als ein Netz (De Bord, 1998).

Heutzutage steht eine Vielzahl verschiedener Netze aus unterschiedlichen Materialien zur
Verfiigung. Die Verwendung von resorbierbaren Materialien wie z.B. Polyglactin 910 oder
Polyglykolsdure konnten sich wegen des nicht dauerhaften Bruchliickenverschlusses bei
grofBeren Hernien und die dadurch bedingte hohe Rezidivrate nicht richtig durchsetzen.
Resorbierbare Polyglactinfiden werden nur noch in Kombination mit Polypropylenfaden
hergestellt. In der Hernienchirurgie kommen im wesentlichen Netze aus Polyester, PTFE,
Polypropylen und Polypropylen in Kombination mit Polyglactin zum Einsatz, die im Laufe
der letzten Jahre mehrfach modifiziert und neu konstruiert wurden. (Lau, 2002; Peiper et

al., 2002).

1.2.2. Operative Methoden der Hernienversorgung

Im Laufe der Iletzten 100 Jahre wurden im Bereich der Narben- und
Leistenhernienchirurgie zahlreiche Methoden zur operativen Versorgung der Hernien
entwickelt. Gegenwirtig kommen verschiedene Modifikationen dieser Methoden zur
Anwendung. Grundsitzlich unterscheidet man zwischen konventionellen Methoden und
der Implantation von Fremdmaterial oder autodermalen Plastiken. Als konventionelle
Methoden gelten z.B. der einfache Faszienverschlufl durch direkte Sto3-auf-Sto3 Naht, die
1901 entwickelten Fasziendopplung nach Mayo bei Narbenhernien (Mayo, 1901; Paul et
al., 1997 ) oder die von Shouldice entwickelte Methode zur operativen Versorgung von
Leistenhernien (Shearburn et al., 1969). Die autodermale Hernioplastik, die auch
Kutisplastik genannt wird, spielt in Deutschland zur operativen Versorgung von Hernien

keine Rolle mehr (Korenkov et al., 2002).

Bei der Implantation von Kunststoffnetzen wird grundsétzlich zwischen drei verschiedenen
Methoden unterschieden. Erstens die so genannte Onlay-Implantation, bei der das Netz auf
der duBeren Muskel-Faszienschicht der Bauchwand am Ubergang zur Subkutis fixiert
wird. Zweitens die Inlay-Implantation, bei der das Netz vergleichbar mit der einfachen
Stof3-auf-Stofl Naht zwischen den Muskelrdndern vernéht wird. Diese Technik konnte sich
aber nicht richtig durchsetzen, da die Rezidivrate mit bis zu 46% sehr hoch war. Und
drittens die Sublay-Implantation, die in Deutschland die gebrduchlichste Methode darstellt.

Bei dieser Methode werden die Netze préiperitoneal unter der Muskulatur platziert.



Langzeitstudien der Sublay-Implantation zeigen die besten Ergebnisse und die geringsten
Komplikationen, da die Netze durch den abdominellen Druck zusétzliche Stabilitét
erhalten und besser vor Dislokationen geschiitzt sind (Vestweber et al., 1997; Schumpelick
et al., 1999; Korenkov et al., 2002).

Des Weiteren existieren von der Sublay-Implantationstechnik  verschiedene
Modifikationen. Zu nennen sind hier beispielsweise die Herniotomie nach Lichtenstein, bei
der das Netz unter der Aponeurose des Musculus obliquus externus abdominis zu liegen
kommt (Lichtenstein et al., 1989; Amid, 2003), die von Schumpelick 1996 vorgestellte
transinguinale préaperitoneale Prothese (TIPP) und die laparaskopischen Techniken wie die
transabdominelle praperitoneale (TAPP) oder die totale extraperitoneale Prothese (TEP),
bei der die Netze ebenfalls in einer Sublay Position implantiert werden (Schumpelick und

Arlt, 1996; Schumpelick et al., 1999).

1.2.3. Implantierbare Kunststoffnetze

Heute ist die Verwendung von Biomaterialien in der moderne Hernienchirurgie nicht mehr
wegzudenken. Weltweit werden pro Jahr iiber eine Million Kunststoffnetze implantiert.
Ihren Einsatz finden diese so genannten Meshes vor allem in der Leisten- und
Narbenhernienchirurgie. Die primire Aufgabe der Kunststoffnetze ist die Verstarkung und
Stabilisierung der Bauchwand. Dies wird zum einen durch den mechanischen Verschluss
und zum anderen durch die Induktion einer festen Narbenplatte durch das implantierte
Netz erreicht (Bellon et al., 1995; Klinge et al., 1999; Klosterhafen et al., 2000;
Klosterhafen et al., 2002).

In einem Vergleich zweier Umfragen von 1995 und 2001 unter 732 chirurgischen Kliniken
in Deutschland zeigte Korenkov einen Anstieg der Anzahl von Hernienoperation und somit
auch eine deutliche Zunahme der Verwendung von implantierbaren Kunststoffnetzen.
Wiéhrend 1995 noch 85% der Kliniken bei der Versorgung von primiren Narbenhernien
die konventionelle Technik bevorzugten, waren es 2001 gerade einmal 20%. Ca. 80% der
Hernien mit einem Durchmesser iiber 5 cm werden heutzutage mit einem implantierbaren
Netz versorgt, das in der Mehrheit der Félle in Sublay-Position implantiert wird (Korenkov
et al., 2002). Es existieren inzwischen auch Studien, die schon bei kleineren Hernien ab
einem Durchmesser von 2 cm eine Netzversorgung empfehlen (Luijendijk et al., 2000).

Bei groflen Hernien werden in Deutschland am haufigsten Polypropylen-Netze implantiert,



von denen mit ca. 33% das Prolene®-Netz die grofte Gruppe darstellt (Korenkov et al.
2002). Zusitzlich zu den Narbenhernien werden heute auch primdre Leistenhernien und
vor allem Rezidivleistenhernien in zunehmender Zahl mit implantierbaren

Kunststoffnetzen versorgt (Barrat et al., 2003).

Die konventionellen Methoden zur Versorgung von Hernien wie die Mayo-Faszien-
Dopplung oder die direkte StoB-auf-StoB-Nahttechnik zeigen keine zufrieden stellende
Ergebnisse und weisen Rezidivraten von 20-50% auf (Langer et al.,1985; Trupka et al.,
1997; Langer et al., 2003). Mit der Zunahme der Implantation von Kunststoffnetzen konnte
die Rezidivrate auf weniger als 10% gesenkt werden (Amid et al., 1992, Lichtenstein et al.,
1993, Amid et al., 1996, Shulman et al., 1996), gleichzeitig stieg damit aber auch die Rate
der Komplikationen.

In 30-50 % der Félle entstand nach der Implantation eines Netzes ein Serom oder
Hamatom im Bereich der Implantationsstelle, 10-20% der Patienten klagten {iiber
Pardsthesien und 25% berichteten {iber eine eingeschrinkte Beweglichkeit im Bereich der
Bauchwand (Amid et al., 1994, Langer et al., 1996, Schumpelick et al., 1996). Bis zu 50%
der Patienten, denen ein grof3flachiges Netz implantiert wurde, klagten {iber Beschwerden
im Sinne von Missempfindungen, Nervenirritationen, Bewegungseinschrinkungen oder
lang anhaltende Schmerzen im Implantationsbereich. (Klein et al., 1996; Klinge et al.,
1996, Vestweber et al., 1997).

In einem speziellen Fall wurde von einem Patienten berichtet, bei dem nach einer
laparaskopischen Implantation eines Netzes ein unspezifisches und konservativ nicht
beherrschbares inguinales Schmerzsyndrom aufgetreten war. Auch nach mehrfachen
Revisionen mit Entfernung von Clips und Nervendurchtrennungen konnten die Schmerzen
nicht gelindert werden. Die anschlieBend notwendige Explantation des Netzes zeigte eine

massive Schrumpfung und Faltung des Implantates (Schumpelick et al., 1997).

Des Weiteren findet man in der Literatur Berichte iiber Netzwanderungen mit Arrosionen
von Organen wie Haut, Darm oder auch Blase (Hume et al., 1996). In einigen Féllen
bildete sich nach Implantation eines Netzes einen enterocutane oder colovesicale Fistel, die
eine anschliefende Explantation der Netze und operative Versorgung der Fistel notwendig
machte (Gray et al.,, 1994; De Guzman et al., 1995). Bei einem Patienten trat eine
enterocutane Fistel nach einer Polypropylennetzimplantation erst nach zehn Jahren auf.

Das Implantat hatte sich massivst infiziert und war disloziert (Losanoff et al., 2002).



Liakakos et al. berichteten in ihrer Studie von einer akuten Infektion eines Polypropylen-
Netzes 12 Jahre nach der Implantation (Liakakos et al., 1994). Experimentell konnte
nachgewiesen werden, dass Biomaterialien die Persistenz der Bakterien in der Wunde
beglinstigen (Osterberg et al., 1979) und nach Jahren wieder explantierte Polypropylen-
Netze eine deutliche Bakterienbesiedlung aufwiesen (Peiper et al., 2002). Die
nachgewiesene Bakterienpersistenz konnte eine Erkldrung fiir die nach Jahren auftretenden
Infektionen des Implantatlagers sein (Taylor et al., 1999). Diese Beispiele zeigen, dass sich
auch Jahre nach der Implantation der Polypropylen-Netze noch Komplikationen

entwickeln konnen, die eine Explantation der Netze notwendig macht.
1.3. Eigenschaften des Polypropylen-Netzes
1.3.1. Chemische und physikalische Eigenschaften

Polypropylen ist eines der am meisten verwendeten Materialien im Bereich der
Hernienchirurgie (Klinge et al., 1999). Ausgangspunkt dieses Polymers ist das Propen mit
der Summenformel —[Cs;Hg],- (Strukturformel siehe Abb. 1). Hergestellt wird das
Polypropylen  durch  Niederdruck-Fillungs-Polymerisation = von  Propengas an
metallorganischen Katalysatoren (Saechtling, 2001). Polypropylen ist ein Thermoplast mit
einem Erweichungspunkt von 160°C und mit einem Molekulargewicht von 190.000 g/mol.
Die einzelnen Faserstoffe erreichen eine Festigkeit von Stahl obwohl Polypropylen nur ein

Achtel der Dichte von Eisen besitzt (Schumpelick et al., 1999).

H ; H H
NP RPN
H | H | H

Hy  CHy  CHs

CoO—Co2—T

Abb. 1: Strukturformel von Polypropylen (Quelle: Saechtling, 2001)
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1.3.2. Morphologische Eigenschaften

Das in der Abb. 2 dargestellte Prolene®Netz (Ethicon, Norderstedt) besteht aus einem
nicht resorbierbaren Monofilament mit einem Durchmesser von ca. 0,15 mm. Es hat eine
Porengrdofie von ca. 1,0-1,6 mm und ein Flichengewicht von 108,5 g/mz. Somit gehort das
Prolene®Netz zu den eher kleinporigen Netzen (Klinge et al., 1998). Nach Angaben des
Herstellers besteht das Polypropylen-Netz aus einem monofilen, hydrophoben Faden mit
glatter, porenfreier Oberfliche, der keinem hydrolytischen Abbau unterliegt. Das in
verschiedenen GroBen lieferbare Netz kann in unterschiedliche Formen geschnitten
werden, ohne an Elastizitit oder mechanischer Stabilitit zu verlieren (Ethicon,
Norderstedt).

Es existieren unter den Polypropylen-Netzen der verschiedenen Herstellern Unterschiede
in der Beschaffenheit der Netze und somit auch in ihrem Einfluss auf das umliegende
Gewebe. Die Netze unterscheiden sich hauptsédchlich in ihrem Flachengewicht und der
Porengrofle. Netze mit groferen Poren und einem niedrigeren Gewicht {iben einen
geringeren Einfluss auf das umliegend Gewebe aus (Peiper et al., 2002).
Polypropylen-Netze induzieren nach der Implantation eine akute inflammatorischen
Reaktion des umliegenden Gewebes. Histologische Untersuchungen zeigen, dass diese
Entziindungsreaktion bei Polypropylen und speziell bei den Prolene®-Netzen hauptsichlich
durch eine Requirierung von polymorphkernigen Granulozyten und Makrophagen
gekennzeichnet ist und anschlieBend von einer perifilamentiren Fibrose begleitet wird
(Klosterhafen et al., 1997; Schumpelick et al., 1999; Rosch et al., 2003). Die Poren der
Netze werden zunehmend von Zellen wie Fibroblasten durchwachsen, so dass schlie3lich
das Netz vollstindig in eine Narbenplatte eingewachsen ist. Explantierte Netze zeigten in
klinischen Studien und in Tierversuchen durch die Fibrosierung eine Verhirtung und
deutliche Schrumpfung um ca. 20-30 % im Vergleich zur Ursprungsgrof3e (Bellon et al.,
1995; Klinge et al., 1998; Klosterhafen et al 2002). Bei der Implantation der Polypropylen-
Netze ist darauf zu achten, dass das Peritoneum intakt bleibt, da gerade das Polypropylen
bei direktem Kontakt mit den Intestinum zu massiven Adhésionen bis hin zur Fistelbildung
fiihren kann. (Vestweber et al., 1997; Bellon et al., 1998; Vrijland et al., 2000 ; Brent et
al., 2003).
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Abb. 2 : Rasterelektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahme eines Polypropylen-Netzes (siehe 2.7.);
Original: 10fache Vergroferung

1.4. Marker zur Bestimmung der zellularen Vitalitat

1.4.1. Annexin V — Protein zur Apoptosebestimmung

Der Vorgang der Zellapoptose ist durch viele verschiedene Merkmale charakterisiert wie
zum Beispiel die Aggregation des Chromatins an der Kernmembran, Schrumpfung des
Zytoplasmas und Fragmentation der DNA.

Ein weiteres charakteristisches Merkmal ist die Verdnderung der Zellmembran. Die
Zellmembran besteht aus einer Doppellipidschicht mit asymmetrisch verteilten
Phospholipiden. Phosphatidylserine sind negativ geladene Phospholipide, die in einer
gesunden Zelle im Gegensatz zu anderen Phospholipiden wie Phosphatidylcholin nur auf
der inneren Seite der Zellmembran vorkommen. Die Apoptose fiithrt unabhingig vom
Zelltyp zu einer Translokation des Phosphatidylserins von der inneren auf die duflere Seite
der Membran (siehe Abb. 3). Dieser Vorgang zihlt zu der frithen Phase der Apoptose, in
der die Zellmembranen noch intakt sind (Darzynkiewicz et al., 1997; van Engeland et al.,

1998).

Annexin V ist ein Ca’"-abhingiges, an Phospholipide bindendes Protein mit sehr hoher
Affinitét fiir Phosphatidylserin. Das macht Annexin V zu einem Marker fiir die frithe Phase

der Apoptose. Die Durchflusszytometrie hat sich hierbei als geeignete Methode erwiesen,
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mit Hilfe von Fluorescein (FITC) konjugiertem Annexin V die Apoptoserate innerhalb
einer Zellsuspension zu bestimmen. Zusitzlich werden die Zellen mit Propidiumjodid
angefarbt, um die apoptotischen Zellen von den nekrotischen Zellen zu unterscheiden.
Propidiumjodid hat die Eigenschaft, DNA zu farben und kann somit nur nekrotische Zellen
mit defekter Zellmembran markieren. Zellen in der frithen Phase der Apoptose mit intakter

Membran sind somit Annexin V positiv aber Propidiumjodid negativ angefirbt (Vermes et

al., 1995).

Annexin V-FITC
conjugate

Apoptosis
——
Externalization of

Plasma phosphatidylserine

membrane

Cytoplasm Cytoplasm

Abb. 3: Schematische Darstellung der Annexin V Farbung. Bei gesunden Zellen kann Annexin V nicht
binden; die Phosphatidylserine sind auf der Innenseite der Membran lokalisiert

In der frithen Apoptose kehren sich die Phosphatidylserine nach aulen um und Annexin V kann in
Anwesenheit von Calcium an das Phospholipid binden (Quelle: Pharmingen, Heidelberg)

1.4.2. Ki-67 — Marker der Zellproliferation

Mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers Ki-67 ldsst sich eine Aussage iiber die
Proliferationsrate einer Zellkultur treffen. Dieser Antikorper bindet an das humane Ki-67
Antigen, welches nur innerhalb des Kerns proliferierender Zellen zu finden ist. Nicht
proliferierende Zellen, die sich in der Ruhephase des Zellzyklus befinden, exprimieren
kein Ki-67 Antigen (pKi-67) (Gerdes et al., 1984). Speziell die Durchflusszytometrie und
die Immunhistochemie haben sich als geeignet erwiesen, mit Hilfe des monoklonalen
Antikorpers Ki-67 die Proliferationsrate von Zellen zu bestimmen. pKi-67 ist einer der am
meist benutzten Marker zur Ermittlung der Proliferationsrate von Zellen aus Zellkulturen,
soliden Tumoren oder in Geweben und hat sich somit zu einer Standardmethode
entwickelt. Voraussetzung fiir die durchflusszytometrische Proliferationsbestimmung ist
die Fixierung und Permeabilisierung der Zellen, damit die monoklonalen Ki-67 Antikorper

in den Zellkern gelangen konnen (Schwarting et al., 1985). Es existieren heute viele
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verschiedene Methoden die Zellen zu fixieren, die fiir jede einzelne Zellkultur speziell
getestet werden muss. Die verwendete Methode mit Paraformaldehyd und Triton-X 100-
Losung scheint dabei die besten Ergebnisse zu liefern und hat sich als Standardmethode

durchgesetzt (Endl et al., 2001).

1.4.3. Hitzeschockprotein 70 (HSP 70) — Indikator fur zellularen Stress

Das HSP 70 gehort zu der Familie der Hitzeschockproteine, die hauptsidchlich im Nukleus,
in den Nukleoli und im Zytoplasma der Zellen vorkommen und an Reparaturprozessen von
geschidigten Proteinen oder an der DNA-Replikation innerhalb der Zelle beteiligt sind
(Welch und Suhan, 1986; Milarski et al., 1989). Untersuchungen mit Hilfe der
Durchflusszytometrie haben gezeigt, dass eine geringe Expression des HSP 70 auch unter
physiologischen Bedingungen stattfindet. Im Gegensatz dazu reagieren Zellen unter Stress
(z.B. bei einer TemperaturerhShung auf iiber 42°C iiber einen lingeren Zeitraum) mit
einem deutlichen Anstieg der HSP 70-Expression (He und Fox, 1996). Die schnelle
Reaktion auf zelluldren Stress macht dieses Protein zu einem geeigneten Marker fiir
Zellkulturversuche oder histologische Gewebsschnitte. Klosterhafen nutzte die HSP 70
Bestimmung zur  Untersuchung von  explantierten  Kunststoffnetzen  nach
Langzeitimplantation im Menschen (Klosterhafen et al., 2000). Die Durchflusszytometrie
stellte sich als weitere geeignete Methode dar, die zelluldre Expression des HSP 70
Proteins innerhalb der Zellen mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers zu bestimmen.

(He und Fox, 1996; Hang und Fox, 1996).

1.5. Aufgabenstellung

Kunststoffnetze aus Polypropylen werden seit ca. 50 Jahren in der Chirurgie zur
Versorgung von Narben- und Leistenhernien eingesetzt. Der Gebrauch dieser so genannten
Meshes fiihrte auf der einen Seite zu einer deutlichen Abnahme der Rezidivraten, auf der
anderen Seite stieg mit der zunehmenden Verwendung implantierbarer Polypropylen-Netze
auch die Anzahl der Frilh- und Spétkomplikationen. Diese Komplikationen sind in
zahlreichen Studien beschrieben worden (sieche 1.2.3.) und zeigen deutlich, dass die
Biokompatibilitit der Netze noch nicht optimal ist. Leider ist aber iiber die Interaktion auf
molekularer Ebene zwischen den implantierbaren Kunststoffnetzen und dem umliegenden

Gewebe nur wenig bekannt. Es ist der Verdienst der Arbeitsgruppe um Schumpelick,
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erstmals immunhistochemische Untersuchungen an explantierten Netzen durchgefiihrt zu
haben. Es zeigte sich in dieser Studie neben einer gesteigerten proliferativen Aktivitdt auch
eine erhohte Apoptoserate der Zellen, die aus der direkten Umgebung von explantierten

Polypropylen-Netzen stammten (Schumpelick et al., 1999; Klosterhafen et al., 2000).

Aufgrund der in der Literatur bisher fehlenden Zellkulturuntersuchungen soll in einem in-
vitro Modell der Einfluss eines implantierbaren Polypropylen-Netzes (Prolene®, Ethicon,
Norderstedt) auf humane Fibroblasten getestet werden. Humane Fibroblasten erweisen sich
hierbei als geeignete Primérzellen, da sie nach der Implantation des Netzes in-vivo fiir die
Durchwachsung der Netze und die Bildung einer Narbenplatte verantwortlich sind (Klinge
et al.,, 1998; Klosterhafen et al., 2002). Untersucht werden dazu mit Hilfe der
Durchflusszytometrie die Apoptoserate (programmierter Zelltod), die proliferative
Aktivitdit und die HSP 70 Expression der Fibroblasten nach verschiedenen

Inkubationszeiten mit dem Polypropylen-Netz.

Vom Hersteller werden die Polypropylen-Netze mit Ethylenoxid-Gas sterilisiert angeboten
und sollten nicht resterilisiert werden. Jedoch wird auf Untersuchungen verwiesen, die
ergaben, dass die Wiederaufbereitung von aus der Packung entnommenen Netzen nicht
von Nachteil ist, wenn sie nicht mehr als einmal in einem Dampfautoklaven bei 121°C fiir
20 min resterilisiert werden. Daraus stellen wir uns die Fragen, ob die resterilisierten
Polypropylen-Netze einen negativen Einfluss auf das Wachstum der Fibroblasten in
unserem in-vitro Modell haben und ob der Vorgang des Resterilisierens moglicherweise
eine Strukturverdnderung der Netze bewirkt. Untersucht werden dazu mit Hilfe der
Durchflusszytometrie die Apoptose- und die Proliferationsrate der Zellen nach
verschiedenen Inkubationszeiten mit den resterilisierten Polypropylen-Netzen. Um die
Struktur der resterilisierten und der nicht resterilisierten Netze untersuchen zu kénnen
wurden die Netze unter einem Rasterelektronenmikroskop analysiert und miteinander
verglichen. Zusétzlich wurden Proben von destilliertem Wasser, das jeweils fiir 48 Std mit

den Netzen inkubiert wurden in einem Massenspektrometer untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellen

2.1.1. Verwendete Priméarzellen

Die in-vitro Untersuchungen der Polypropylen-Netze erfolgten mit humanen Fibroblasten
(HFIB, Cell-lining, Berlin). Die Fibroblasten stammten von einer 26jdhrigen Frau der

weillen Rasse (,,caucasien female®).

2.1.2. Kulturmedium

Als Basismedium fiir die Kultivierung von humanen Fibroblasten wurde RPMI-1640-
Medium (Gibco BRL, Berlin) verwendet. Dem Medium wurde fotales Kélberserum
(FKS), Glutamin, Hepes-Puffer (Gibco BRL, Berlin), sowie zur Verhinderung von
Bakteriumswachstum eine Penicillin-Streptomycin-Lésung zugesetzt (siche Anhang). Die
Zellen wurden in einem mit 5% CO, begasten Feuchtbrutschrank (Heraeus, Hanau) bei

37°C kultiviert.

2.1.3. Kultivierung der Zellen

2.1.3.1. Mediumwechsel

Zur Vitalititserhaltung der Fibroblasten wurde alle 48 Std ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, da bestimmte Bestandteile des Mediums einschlieBlich der Zusitze von den
Zellen metabolisiert wurden oder bei 37°C im Laufe der Zeit zerfielen. Das verbrauchte
Medium wurde mit Hilfe einer Pipette abgenommen, die Zellen mit kalter ,,Phosphate
Buffered Saline” Losung (Dulbecco’s PBS, Gibco BRL, Berlin) gewaschen und
anschlieend die Zellkulturflasche mit frischem Medium aufgefiillt.
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2.1.3.2. Passagieren der Zellen

Die Kultivierung der Fibroblasten erfolgte in Zellkulturflaschen der Firma Nunc. Nach der
Bildung eines Monolayers (ca. 80-90% Konfluenz) wurden die adhirent wachsenden
Fibroblasten mit PBS gewaschen und mit einer 1:250 verdiinnten Trypsin-Lésung (Gibco
BRL, Berlin) zur Ablosung der Zellen fiir 5-10 min bei 37° C im Brutschrank inkubiert.
Nach dem vollstindigen Ablosen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche wurden die
Fibroblasten in 15 ml R6hrchen tiberfiihrt und zweimal mit kaltem PBS gewaschen (5 min,
1200 U/min, 4° C) AnschlieBend wurden sie in einer Konzentration von ca. 1-1,5 x 10°

Fibroblasten in neue Zellkulturflaschen mit frischem Medium ausgesit.

2.1.3.3. Zellzahlbestimmung und Vitalitatsprifung

Die Bestimmung der Zellzahl und die Uberpriifung der Vitalitit erfolgte mit Hilfe der
Trypanblau-Farbung. Dabei wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau
(Trypan blue solution 0,4%, Sigma, St Louis, USA) in einem Eppendorf-Gefdfl gemischt
und in einer Zdhlkammer (Typ Neubauer, Brand, Ludwigshafen) mit Hilfe eines
Lichtmikroskops (Zeiss Axioplan, Oberkochen) ausgezihlt. Trypanblau kann nur durch
die perforierte Membran toter Zellen diffundieren und diese blau anfiarben. Im Gegensatz
dazu konnen die vitalen Zellen von dem Trypanblau nicht angefirbt werden und
erscheinen unter dem Mikroskop farblos. Berechnet wurde der prozentuale Anteil der

lebenden Zellen an der Gesamtzellzahl.

2.1.3.4. Kryokonservierung der Zellen

Zur Langzeitlagerung der Fibroblasten wurden die Zellen wie unter 2.1.3.2. beschrieben
trypsiniert, gewaschen und in einer Konzentration von 1 x 10° in 1 ml Einfriermedium
(sieche Anhang) aufgenommen. AnschlieBend wurden die Fibroblasten in Kryordhrchen
(Nunc, Wiesbaden-Biebrich) {iiberfiihrt. Die Rohrchen wurden zunédchst in Zellstoff
eingewickelt und fiir einen Tag bei —80°C schonend eingefroren. AnschlieBend wurden die

Rohrchen im fliissigen Stickstoff gelagert.
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2.2. Endotoxintest

Um eine mogliche bakterielle Kontamination und somit einen negativen Einfluss auf das
Wachstum der Fibroblasten ausschliefen zu konnen, wurde das bakterielle Endotoxin im
Medium der Versuchsansitze gemessen. Der Endotoxintest erfolgte mit Hilfe des Limulus
Amébozyten Lysat (LAL) Test (COATEST® Endotoxin; Chromogenix AB; Mélndal,
Schweden). Nach Angaben des Herstellers enthdlt das LAL ein Enzym, das in
Anwesenheit von bakteriellem Endotoxin aktiviert wird. Dieses aktivierte Enzym ist in der
Lage aus dem zugefiigten chromogenen Substrat S-2423 para-Nitro-Anilin (pNA)
herauszulosen und gelb anzufirben. Die pNA Entstehung kann photometrisch gemessen
werden und erlaubt eine quantitative Bestimmung des bakteriellen Endotoxins im fliissigen
Medium. Fiir diesen Versuch wurden die Fibroblasten mit den Proben der nicht
resterilisierten und resterilisierten Netze flir 24 bzw. 48 Std im Brutschrank inkubiert und
anschlieBend das Medium zur quantitativen Bestimmung des bakteriellen Endotoxins
abgenommen. Nach Vorinkubation der Proben mit der LAL-Reagenz wurde das
chromogene Substrat S-2423 in die Mikroplatten hinzugefiigt und fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und in einem Mikroplattenleser bei 37°C und 405 nm

ausgewertet.

2.3. Kunststoffnetze

2.3.1. Verwendete Kunststoffnetze

Fiir die Versuche wurden implantierbare Kunststoffnetze aus Polypropylen (Ethicon,
Norderstedt) verwendet. Polypropylen ist ein Polymer mit der Summenformel -[C;Hg]s-.
Netze aus diesem Material sind nicht resorbierbar und weisen eine sehr gute mechanische

Stabilitit aus. Vom Hersteller werden die Netze mit Ethylenoxid-Gas sterilisiert.

2.3.2. Aufbereitung der Netze

Die Polypropylen-Netze wurden unter sterilen Bedingungen auf eine Gréfle von 2 x 2 cm
(ca. 35 mg) zerschnitten und sofort fiir die Versuche verwendet. Fiir die Ansédtze mit den
resterilisierten Netzen wurden die Netze in Autoklavierfolie (SBW, Self Seal Sterilisation

Pouch, Smith Brothers, Whitehaven) eingeschweif3t und nach Angaben des Herstellers bei
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121°C fiir 20 min in einem gewohnlichen Dampfautoklaven (Webeco Modell CS-V,
Webeco, Bad Schwartau) resterilisiert und anschlieBend auch fiir die entsprechenden

Versuche mit den Fibroblasten inkubiert.

2.4. Versuchsaufbau

2.4.1. Proliferationsindex und Apoptoserate

Fir die Bestimmung des Proliferationsindex und der Apoptoserate wurden die
Fibroblasten nach der Bildung eines Monolayers, wie unter 2.1.3.2. beschrieben, geerntet.
Die Zellen wurden in einer Dichte von 3 x 10* Zellen pro Vertiefung in eine Standard-6-
Loch-Platte (Nunc Brand Products, Ddnemark) eingesit und mit den Polypropylen-Netzen
fur 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 und 48 Std, wie unter 2.1.2. beschrieben, inkubiert. Der
Versuch bestand insgesamt aus drei verschiedenen Ansétzen (siche Abb. 4). Gruppe 1:
Inkubation der Fibroblasten mit nicht resterilisierten Netzen, Gruppe 2: Inkubation der
Fibroblasten mit resterilisierten Netzen und Gruppe 3: Ansidtze mit Fibroblasten ohne die

Zugabe eines Netzes als Kontrollgruppe.

Abb. 4: Versuchsaufbau der in-vitro Untersuchung

In den oberen Vertiefungen der 6-Loch-Platte befinden sich Fibroblasten mit nicht resterilisierten
Polypropylen-Netzen; in der mittleren Reihe Fibroblasten mit resterilisierten Polypropylen-Netzen; in der
unteren Reihe als Kontrollgruppe nur Fibroblasten
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2.4.2. Hitzeschockprotein 70 Expression (HSP 70)

Fiir die Messung der HSP 70 Expression wurde die Fibroblasten in einer Konzentration
wie unter 2.4.1. beschrieben in eine Standard-6-Loch-Platte eingesit (siche Abb. 5) und
fiir die entsprechenden Zeiten inkubiert (sieche 2.1.2.). In diesem Versuchsansatz wurden
Fibroblasten nach Inkubation mit nicht resterilisierten Polypropylen-Netzen mit einer

Kontrollgruppe ohne Netze verglichen.

Abb. 5: Versuchsaufbau der in-vitro Untersuchung der HSP 70 Expression
In der oberen Reihe der Vertiefungen befinden sich Fibroblasten mit nicht resterilisierten Netzen; in der
unteren Reihe befinden sich Fibroblasten als Kontrollgruppe

2.5. Zellbiologische Methoden
2.5.1. Durchflusszytometrie
Der Proliferationsindex, die Apoptoserate und die Hitzeschockprotein 70 Expression

wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACscan®; Becton Dickinson, Heidelberg)

nach Anfarbung der Fibroblasten mit speziellen Antikoérpern bestimmt.
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2.5.1.1. Annexin V Farbung

Die Autbereitung der Fibroblasten erfolgte mit Hilfe des Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit I (Pharmingen; Heidelberg). Nach der entsprechenden Inkubationszeit
wurden die Fibroblasten aus den Standard-6-Loch-Platten mit Hilfe von Trypsin-Lésung
geerntet, in 5 ml Rohrchen (Falcon, Round-Bottom Tubes, BD, Heidelberg) iiberfiihrt und
mehrmals mit PBS gewaschen (4°C, 1200 U/min, 5 min). Nach der Zugabe von 100 pul des
,Binding-Buffers* (siche Anhang), 5 ul Annexin V, 2 ul Propidium-Iodid-Lésung (siche
Anhang) und fiinfzehn miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur in Dunkelheit wurden
nochmals 400 pl des ,,Binding-Buffers* zu der Zellsuspension gegeben, anschlieend
sofort im Durchflusszytometer gemessen und mit Hilfe des Programms CellQuest Version
3.2 ausgewertet. Als Kontrollen dienten 1. ungeférbte Fibroblasten, 2. Ansitze, die nur mit

Annexin V gefirbt und 3. Ansétze, die nur mit Propidiumiodid geférbt wurden.

2.5.1.2. Ki-67 Farbung

Die Fibroblasten wurden wie unter 2.5.1.1. geerntet und anschlieBend mit einem Wasch-
Puffer (siche Anhang) gewaschen. Nach Zugabe von 500 ul des Waschpuffers in jedes
Rohrchen folgte die Fixierung der Fibroblasten mit 500 pl 2%iger Paraformaldehyd-
Losung (sieche Anhang) fiir 10 min auf Eis. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit
einer 0,25%igen Triton-X-100-Losung (sieche Anhang) fiir 5 min auf Eis inkubiert und
zweimal mit dem Wasch-Puffer gewaschen (4°C, 1200 U/min, 5min). Die Fibroblasten
wurden mit dem FITC-konjugierten monoklonalen Maus Antikorper gegen das humane
Ki-67-Antigen (Verdiinnung 1:10, Code Nr.: F 0788, Dako, Glostrup, Dénemark) fiir 45
min bei Raumtemperatur inkubiert und nochmals mit dem Waschpuffer zentrifugiert. Als
letzter Schritt folgte die Resuspendierung in 500 pl der Diluid Acid free-Losung (JT
Baker, Deventer, Holland) fiir die Messung im Durchflusszytometer. Als Kontrollen

dienten Ansétze ohne Inkubation mit dem Ki-67-Antikorper.

2.5.1.3 Hitzeschockprotein 70 Farbung

Die Aufbereitung der Fibroblasten fiir die HSP 70 Messungen im Durchflusszytometer

erfolgte wie unter 2.5.1.1. beschrieben. Die Fibroblasten wurden aus den Standard-6-Loch-
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Platten geerntet und wie unter 2.5.1.2. beschrieben fixiert und permeabilisiert.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem 1:200 verdiinnten monoklonalen Antikdrper
(Maus) gegen das humane Hitzeschockprotein 70-Antigen (Anti-Hsp70, Cat.-Nr.: 386032,
Calbiochem, USA) fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen mit dem
Wasch-Puffer (4°C, 1200 U/min, 5 min) erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt mit einem
sekunddren FITC-konjugierten Antikorper (FITC-Conjugated Rabbit Anti-Mouse
Immunoglobulins, Code-Nr.: F 0313, Verdiinnung 1:20, Dako, Glostrup, Dénemark) fiir
45 min bei Raumtemperatur. Nach der Inkubationszeit und einem weiteren Waschschritt
mit der 1%igen FKS-Losung (siche Anhang) wurden die Fibroblasten wie unter 2.5.1.2.
beschrieben in Diluid Acid Free-Losung resuspendiert und im Durchflusszytometer
gemessen. Als Negativkontrollen dienten in diesem Fall Ansétze, die nur mit dem
sekundédren Antikorper inkubiert wurden. Die Positivkontrolle waren Fibroblasten, die im
Wasserbad auf 42°C fiir 15 min erhitzt und somit thermischen Stress ausgesetzt wurden

(He und Fox, 1996; Hang und Fox, 1995; Milarski et al., 1989).

2.6. Immunzytologische Methoden

2.6.1. Herstellung von Zytozentrifugenpraperaten

Die Fibroblasten wurden aus den 6-Loch-Platten geerntet (sieche 2.1.3.2.) und in 100 pl
PBS resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde bei 700 U/min fiir 5 min mit einer
Zytozentrifuge (Shandon, Cytospin 2, Pittsburgh, PA) auf Objekttriger zentrifugiert. Nach
dem Trocknen iiber Nacht wurden die Objekttrager bei —80° C gelagert und anschlie3end

immunzytochemisch angeférbt.
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2.6.2. Immunzytochemischer Nachweis der HSP 70 Expression

Der immunzytochemische Nachweis des Hitzeschockproteins 70 erfolgte mit Hilfe der
APAAP-Methode (Code-Nr.: D 0651, Dako, Glostrup, Dinemark) nach folgender
Anleitung:

e 10 min Fixierung der Fibroblasten mit Aceton, anschlieBend 10 min Einwirken in
Chloroform

e 5 min Lufttrocknen

e 20 min Inkubation mit Blocking-Solution (Dako, Glostrup,Déanemark)

e 30 min Inkubation mit Primérantikorper (Anti-HSP 70, 1:200 in Tris verdiinnt,

siche 2.5.1.3.)

e 30 min Inkubation mit sekundéren Antikorper (Ansatz: 200 ul des sekundiren AK
auf 500 pul Humanserum auf 3,3 ml
10%iger FKS-Losung)

e 30 min Inkubation mit dem APAAP-Komplex (1:50 verdiinnt, 100 ul APAAP auf

4,9 ml FKS)

e 15 min Inkubation mit sekunddren Antikérper

e 15 min Inkubation mit dem APAAP-Komplex

e Firben der Zellen

e ca. | min gegenfiarben mit HE

Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
durchgefiihrt. Jedem Schritt folgte ein dreimaliges Spiilen mit Tris-Puffer. Die Priparate
wurden mit Aquatex® (Merck, Darmstadt) eingedeckelt. AnschlieBend wurden die
Priaparate lichtmikroskopisch ausgewertet und fotografiert. Als Positiv- und

Negativkontrolle dienten Ansitze wie unter 2.5.1.3. beschrieben.
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2.7. Rasterelektronenmikroskopie

2.7.1. Aufbereitung der Netze

Wie schon in den vorangegangenen Versuchen verwendeten wir fiir die
Rasterelektronenmikroskopie implantierbare Kunststoffnetze aus Polypropylen (Prolene®
Ethicon, Norderstedt). Die nicht resterilisierten Kunststoffnetze wurden unter sterilen
Bedingungen auf eine GroBe von ca. 1 cm” zerschnitten und sofort fiir die Untersuchungen
verwendet. Die resterilisierten Netze wurden auch auf eine Grofe von ca. 1 cm’
zerschnitten, wie unter 2.3.2. beschrieben, nach Angaben des Herstellers in einem
Dampfautoklaven resterilisiert und anschlieBend fiir die drei verschiedenen

Versuchsansitze verwendet.

2.7.2. VVersuchsaufbau

Mit der Rasterelektronenmikroskopie sollten die nicht resterilisierten und die
resterilisierten Polypropylen-Netze unter drei verschieden Bedingungen verglichen
werden. In der ersten Gruppe wurden die nativen Netze und die resterilisierten Netze ohne
weitere Aufbereitung oder Inkubation sofort im Rasterelektronenmikroskop untersucht.
Die zweite Gruppe bildeten nicht resterilisierte und resterilisierte Polypropylen-Netze, die
nach 48stiindiger Inkubation im speziellen Zellkulturmedium (siehe 2.1.2.) in einer 6-
Loch-Platte (siche Abb. 4) bei 37° C im Rasterelektronenmikroskop untersucht wurden. In
der dritten Gruppe wurden die Aufnahmen der Netze erst nach 48stiindiger Inkubation mit
Fibroblasten im Kulturmedium angefertigt. Daflir wurden die Fibroblasten bis zur
Anziichtung eines Monolayers im Brutschrank kultiviert, geerntet und dann in einer
Konzentration von 3 x 10* Fibroblasten in die 6-Loch-Platten ausgesit (Abb. 4).
AnschlieBend wurden die resterilisierten und nicht resterilisierten Netze in die
Vertiefungen gegeben und wie unter 2.1.2. beschrieben inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Netze aus den Platten entfernt, gespiilt, getrocknet und fiir die

Rasterelektronenmikroskopie aufbereitet.
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2.7.3. Durchfuihrung der Rasterelektronenmikroskopie

Alle Netzproben wurden in einem critical point dryer (E 300, Polaron) getrocknet und
flach auf eine Aluminiumplatte aufgebracht. Nach dem Besputtern der Netze mit Platin-
Paladium (SCD 040, Blazes) wurden die  Aufnahmen mit einem
Rasterelektronenmikroskop (SEM 505, Phillips) bei 10-15 kV durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden auf APX 100 Filmen (Agfa) dokumentiert. Die rasterelektronischen
Untersuchungen erfolgten in Zusammenarbeit mit dem Anatomischen Institut der
Universitit zu Liibeck unter der Anleitung und mit freundlicher Unterstiitzung von PD Dr.

med. Thilo Wedel.

2.8. Lyophilisation

2.8.1. Herstellung der Lyophilisate

Aus den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Untersuchungen der Fibroblasten nach
Inkubation mit nicht resterilisierten und resterilisierten Polypropylen-Netzen ergaben sich
neue Fragestellungen. Um herauszufinden, ob der Einfluss direkt von den Netzen auf die
Zellen ausgeht oder ob moglicherweise aus den Netzen eine Substanz herausgeldst wird,
die dann wiederum einen schidlichen Einfluss auf das Wachstum der Fibroblasten ausiibt,
wurde mit Aqua dest. ein Extrakt der 16slichen Bestandteile der Netze hergestellt, wobei
ausschlieBlich Glasgefifle benutzt wurden.

Die resterilisierten und nicht resterilisierten Polypropylen-Netze wurden wie unter 2.3.2.
beschrieben aufbereitet, aufgerollt und fiir 48 Std zusammen mit 1 ml Aqua dest. in kleinen
sterilen Glasgefdflen (Priperategldser 35 x 12 mm, Schiitt Labortechnik GmbH, Géttingen)
im Brutschrank bei 37 "C gelagert (siche Abb. 6). Als Kontrolle diente ein GlasgefiB, das
nur mit 1 ml Aqua dest. gefiillt war. Es wurden bewusst Glasgefifle gewihlt, um eine
Verunreinigung des Aqua dest. durch Kunststoffgefale auszuschlieBen. Nach 48 Std
wurden die Netze aus den GefdBen entfernt und die Losung durch Lyophilisation
konzentriert (Christ L1/ Alpha 1, Fa. Christ, Osterode). Das Prinzip der lyophilen
Trocknung beruht auf der schnellen Verdunstung des Aqua dest. unter Vakuum und
sterilen Bedingungen. Anschlieend wurden die Gefdfle wieder mit ca. 50 pl Aqua dest.
gefiillt.
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2.8.2. Inkubation der Fibroblasten mit den Lyophilisaten

Die Fibroblasten wurden wie unter 2.4.1. beschrieben in 6-Loch-Platten eingesit.
AnschlieBend wurde zu den Fibroblasten die 50 pl des konzentrierten Extraktes
hinzugefiigt und fiir 48 Std im Brutschrank inkubiert. Gruppe 1 waren Fibroblasten nur mit
Aqua dest aus der Kontrollgruppe. Gruppe 2 bildeten Fibroblasten mit dem konzentrierten
Extrakt der l6slichen Bestandteile der nicht resterilisierten Polypropylen-Netze (NRS).
Gruppe 3 bestand aus den Fibroblasten mit dem Extrakt der 16slichen Bestandteile der
resterilisierten Netze (RS). Nach 48 Std erfolgte die Aufbereitung der Netze und die
Annexin V Féarbung wie unter 2.5.1.1. beschrieben. AnschlieBend wurde die Apoptoserate

der Fibroblasten mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen.

Abb. 6: Resterilisierte und nicht resterilisierte Polypropylen-Netze mit 1 ml Aqua dest. in Glasgefafien

2.9. Massenspektrometrie

Die Lyophilisate (siche 2.8.1.) der ldslichen Bestandteile der nicht resterilisierten und
resterilisierte Netze sowie die Negativkontrolle wurden mit Hilfe eines Fourier-transform
ion cyclotron resonance Massenspektrometers (FT-ICR MS, Apex II, Bruker-Daltonic,

Billerica, USA) analysiert. Das Instrument ist mit einer Elektrospray-lonenquelle (ESI)
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ausgeriistet. 10 pl der jeweiligen Proben wurden in 200 ul einer speziellen Elektrospray-
Losung aufgenommen und mit einer Rate von 2 pl/min in das Massenspektrometer
gespritht. Die Massenspektren positiver lonen der verschiedenen Proben wurden unter
gleichen experimentellen Bedingungen aufgenommen, nachdem das Gerét extern mit
Peptiden bekannter Masse geeicht worden war. Die Analysen erfolgten in Zusammenarbeit
mit der Abteilung fiir Biophysik des Forschungszentrums Borstel unter der Anleitung von

PD Dr. rer. nat. Buko Lindner.

2.10. Statistik

Zum Gruppenvergleich kam der zweiseitige U-Test nach Mann und Whitney fiir
unabhingige Stichproben zur Anwendung. Ein p-Wert < 0,05 galt als signifikant. Zur
Erhebung der Statistik wurde das Programm SPSS Version 11.0 (Fa SPSS Inc., Chicago,
USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Vitalitatsprufung und Endotoxintest

Um sicher zu gehen, dass die Versuche auch mit intakten Fibroblasten durchgefiihrt
wurden, testeten wir mehrfach im Laufe der Untersuchungen die Vitalitét der Zellen. Die
mit Hilfe der Trypanblau-Farbung (siche 2.1.3.3.) liberpriifte Vitalitit der Fibroblasten lag
regelmafBig tiber 98%.

Der photometrische Test auf bakterielle Endotoxine wurde zum Ausschluss einer
Kontamination der verwendeten Netzproben durchgefiihrt, da eine bakterielle
Kontamination einen schiddlichen Einfluss auf die Vitalitit der Fibroblasten ausgeiibt und
somit die Messergebnisse verfilscht hétte. Bei den mit dem LAL-Test (siche 2.2.) nach 24
bzw. 48 Std untersuchten Netzstichproben fanden sich Endotoxin-Werte deutlich unterhalb
des vom Hersteller angegebenen Grenzwertes von 0,06 EU/ml (5 pg/ml) (siche Abb. 7).
Somit kann ein Einfluss auf die durchflusszytometrische Messung der Apoptoserate und
Zellproliferation durch eine moglicherweise bakterielle Kontamination der Netzproben

ausgeschlossen werden.

EU/ml

0,1

0,08

Grenzwert 0,06 EU/ml = 5 pg/ml M ohne Netze
0,06
M nicht resteril.
0,04 - Netze
Oresteril. Netze

0,02

Il

4 o 48
Zeit m Std

Abb. 7: Graphische Darstellung der Messergebnisse des bakt. Endotoxins im fliissigen Medium nach
verschiedenen Zeitpunkten, Grenzwert 0,06 EU/ml
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3.2. Durchflusszytometrische Apoptosebestimmung

Um einen moglichen Einfluss der nicht resterilisierten und resterilisierten Polypropylen-
Netze auf die Fibroblastenkultur zu testen, wurde die Apoptoserate der Fibroblasten mit
Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Nach den einzelnen Inkubationszeiten im
Brutschrank (siehe 2.1.2. und 2.4.1.) folgte die Aufbereitung der Zellen mit Annexin V und
anschlieBend die Messung und Auswertung der Fibroblasten im Durchflusszytometer

(sieche 2.5.1.1.).

In der Tab. 1 und Abb. 8 werden im Uberblick die Ergebnisse der Annexin V- Analysen
im Durchflusszytometer dargestellt. Besonders deutlich wird hier der massive Anstieg der
Apoptoserate {iber den gesamten Zeitraum von 48 Std in der Gruppe der resterilisierten
Netze im Vergleich zu der Kontrollgruppe ohne Zugabe eines Netzes. Bei dieser Gruppe
steigt die Apoptoserate signifikant (p = 0,02) um das iiber 20fache von initial 2,16% zum
Zeitpunkt 0 auf 47,95 % nach 48 Std an (Tab 1). Zusitzlich sieht man auch einen
signifikanten Anstieg (p = 0,02) der Annexin V positiven Fibroblasten in der Gruppe der
nicht resterilisierten Netze gegeniiber dem Kontrollwert zum Zeitpunkt 0. Hier steigt die
Apoptoserate von initial 2,16 % etwa um das 10fache auf 19,25 % an (Tab 1). Allerdings
zeigt sich auch in den Ansétzen ohne Zugabe eines Netzes ein Anstieg der Apoptoserate
von initial 2,16% auf 10,26% (Tab 1). Dieser leichte Anstieg der Apoptoserate ist
wahrscheinlich eine Folge der speziellen Zellkulturbedingungen (siehe 2.1.3.1.). Ein
weiterer signifikanter Unterschied (p=0,04) besteht zwischen den Fibroblasten nach 48 Std
Inkubation mit nicht resterilisierten Netzen und den Fibroblasten nach 48 Std Inkubation
mit den resterilisierten Netzen. Die Apoptoserate liegt nach 48 Std bei den nicht
resterilisierten Netzen bei 19,75% im Vergleich zu den resterilisierten Netzen, deren Wert

mit 48 % deutlich hoher ausfillt.

Somit zeigen die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Annexin V-Bestimmung eine
erhohte Apoptoserate der Fibroblasten nach 48stiindiger Inkubation mit nicht
resterilisierten Polypropylen-Netzen und eine kontinuierlich steigende und nach 48 Std
deutlich erhohte Apoptoserate bei den resterilisierten Netzen gegeniiber der

Kontrollgruppe (siche Abb. 8).
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Zeit (Std) |ohne Netze [SD NRS SD RS SD
Netze Netze
0 2,16 0,71 - - - -
6 3,52 0,70 6,14 3,58 6,10 2,24
12 3,38 1,33 5,49 1,70 6,60 2,30
18 5,30 2,38 7,10 2,28 18,38 5,23
24 6,18 1,32 7,58 2,75 18,32 6,46
30 4,86 2,02 6,45 3,59 25,71 8,00
36 3,68 1,60 8,29 6,32 40,04 3,34
42 6,83 1,28 10,75 3,50 42,50 24,82
48 10,26 7,28 19,25 12,33 47,95 19,55

Tab. 1: Apoptoserate der Fibroblasten (%6).

Mittelwerte (n = 4) mit Standardabweichung (SD) der drei Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten
(RS= resterilisiert; NRS = nicht resterilisiert)

signifikante Unterschiede:

ohne Netze(0 Std) / ohne Netze (48 Std) p = 0,02

ohne Netze (0 Std) / NRS Netze (48 Std) p = 0,02

ohne Netze (0 Std) /RS. Netze (48 Std) p = 0,02

ohne Netze (48 Std) / RS Netze (48 Std) p=0,02

NRS Netze (48 Std) / RS. Netze (48 Std) p = 0,04

%
80
70 ~

60 ~ I

50 - 1 —o— ohne Netze
40 - i —=— NRS Netze
30 ~ I A RS Netze

20 - I I

10 ~

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Zeit in Std

Abb. 8: Graphische Darstellung der in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse
Zeitlicher Verlauf der Apoptoserate (%) der drei Ansétze (n =4 pro Zeitpunkt und Gruppe)
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3.2.1. Histogrammbeispiele zur Annexin V-Messung

Abb. 9

Apoptoseratebestimmungen der Fibroblasten nach 24 Std Inkubation der Zellen sowohl mit

zeigt beispielhaft einige Histogramme der durchflusszytometrischen

nicht resterilisierten als auch mit resterilisierten Polypropylen-Netzen. Der Vergleich der
Histogramme mit der Kontrollgruppe zeigt, dass schon nach 24 Std einen deutlichen
Anstieg der Annexin V-positiven Fibroblasten bei Zugabe der resterilisierten
Polypropylen-Netze zu verzeichnen ist. Zusdtzlich wird anhand dieser Histogramme
deutlich, dass auch nach Inkubation mit einem nicht resterilisierten Netz die Apoptoserate

der Fibroblasten im Vergleich zu der Kontrollgruppe erhoht ist.

a b
Fibiro 001 Fibira 002
(=1
- ]
&7
1| | =] . |
ﬂg ] I 1 I w ] I 1 |
£ o]
S M2 8™ M2
=] = ]
= E_-
ot ot ot 10 whwd et
FL1-Height FL1-Height
c
Fibro 010 Data.014
u
L >
[}
1 | - ]
ﬂﬁ-l 1 | W]
R |—| £
(=] [m]
L. M2 L=}
=] o] ?
= - =
10" 10! 10 107 109 10 1! 102 103 e
FL1-He=ight FL1-Height

Abb. 9: Histogrammbeispiele der durchflusszytometrischen Annexin V Messung nach 24 Std

(M1 = Anteile der Annexin V negativen Fibroblasten; M2 = Anteile der Annexin V positiven Fibroblasten a:
Negativkontrolle; b: Fibroblasten ohne Zugabe eines Polypropylen-Netzes; c: Fibroblasten inkubiert mit
einem nicht resterilisierten Polypropylen-Netz; d: Fibroblasten inkubiert mit einem resterilisierten
Polypropylen-Netz
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3.3. Durchflusszytometrische Ki-67 Bestimmung

Die Ki-67 Messung im Durchflusszytometer zur Bestimmung des Proliferationsindex der
Fibroblasten ist ein weiterer Parameter, um einen moglichen Einfluss der nicht
resterilisierten und resterilisierten Polypropylen-Netze auf die Zellen in dem in-vitro
Modell zu untersuchen. Die Fibroblasten wurden in verschiedenen Inkubationsschritten mit
den Netzen inkubiert (siche 2.1.2. und 2.4.1.), mit einem Antikdrper gegen das Ki-67

Antigen gefarbt (siehe 2.5.1.2.) und anschliefend im Durchflusszytometer ausgewertet.

In der Tab. 2 und Abb. 10 werden im Uberblick die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Proliferationsbestimmungen dargestellt. Die
Proliferationsindizes der Ansétze nach 48 Std Inkubation der Fibroblasten ohne Netze und
mit nicht resterilisierten Netzen zeigen im Verlauf der Messungen nur geringe
Unterschiede. Der leichte Abfall der Proliferationsindizes am Ende des
Versuchszeitraumes ist vermutlich eine Folge der speziellen Zellkulturbedingungen (siehe
2.1.3.1.). Anders verhilt sich der Proliferationsindex bei den Fibroblasten nach 48 Std
Inkubation mit resterilisierten Netzen. Hier zeigt sich iiber den gesamten Versuchszeitraum
ein kontinuierlicher und nach 48 Std signifikanter Riickgang der proliferativen Aktivitét
der Fibroblasten. Der Proliferationsindex der Zellen liegt zum Zeitpunkt 0 bei 85,71 % und
fallt nach 48stiindiger Inkubation mit den resterilisierten Polypropylen-Netzen auf 41,77 %
(p=0,02).

Des Weiteren besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Fibroblasten nach
48stiindiger Inkubation mit resterilisierten Netzen im Vergleich mit der Kontrollgruppe
ohne Zugabe eines Netzes und mit der Gruppe der nicht resterilisierten Netze (p=0,02).
Wihrend die Kontrollgruppe nach 48 Std einen Proliferationsindex von 80,13% aufweist,
nimmt dieser in der Gruppe mit den nicht resterilisierten Netzen auf 74,71% ab und fillt in

der Gruppe mit den resterilisierten Netzen sogar auf 41,77%.
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Zeit (Std) |ohne Netze |SD NRS SD RS SD
Netze Netze
0 85,71 1,69 - - - -
6 92,02 5,10 91,6 5,39 92,36 4,07
12 85,61 4,19 84,26 8,51 73,72 17,95
18 88,59 5,01 86,78 5,34 71,60 10,10
24 82,27 6,62 81,76 3,24 69,38 16,30
30 89,50 2,34 79,09 6,95 66,09 9,92
36 80,69 11,03 79,67 9,57 59,12 13,65
42 89,97 2,67 87,32 3,19 51,81 5,06
48 80,13 8,82 74,71 11,15 41,77 8,95

Tab 2: Proliferationsindizes der Fibroblasten (%6)

Mittelwert (n = 4) mit Standardabweichung (SD) der drei Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten

(RS= resterilisiert; NRS = nicht resterilisiert)

Signifikante Unterschiede:
Ohne Netze (0 Std) / RS Netze (48 Std) p = 0,02

Ohne Netze (48 Std) / RS Netze (48 Std) p = 0,02
NRS Netze (48 Std) / RS Netze (48 Std) p = 0,02
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Abb. 10: Graphische Darstellung der in Tabelle 2 dargestellten Ergebnisse
Zeitlicher Verlauf der Proliferationsindizes (%) der drei Gruppen (n = 4 pro Zeitpunkt und Gruppe)
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3.3.1. Histogrammbeispiele zur durchflusszytometrischen Ki-67 Bestimmung

Abb. 11 zeigt beispiclhaft einige Histogramme zur durchflusszytometrischen
Proliferationsbestimmung der Fibroblasten in drei verschiedenen Ansédtzen nach
48stiindiger Inkubation (sieche 2.4.1.). Zum Vergleich dient die Negativkontrolle
(Fibroblasten ohne Inkubation mit dem Ki-67-Antikorper), die den Hauptpeak im Ki-67
negativen Bereich hat (Abb. 11a). Ein anderes Bild zeigt sich bei dem Kontrollansatz nach
48stiindiger Inkubation einer Fibroblastenkultur ohne Zugabe eines Polypropylen-Netzes.
Hier sieht man deutlich den Hauptpeak im Ki-67 positivem Bereich. Der hohe Peak steht
hier fiir einen hohen Proliferationsindex (Abb. 11b). Ahnlich das Bild bei dem Ansatz mit
dem nicht resterilisierten Polypropylen-Netz. Auch hier zeigt sich der Hauptpeak im Ki-67
positiven Bereich bei leicht einem erhohten Ki-67 negativen Bereich (Abb. 11c). Anders
das Histogramm nach 48 Std Inkubation der Fibroblasten mit dem resterilisierten Netz. Im
Vergleich zu den anderen Ansétzen siecht man einen hoheren Peak im Ki-67 negativen
Bereich (Abb. 11d). Es wird anhand dieser Histogramme ersichtlich, dass die Fibroblasten
nach 48stiindiger Inkubation mit einem resterilisierten Polypropylen-Netz einen deutlich
geringeren Proliferationsindex aufweisen als die Kontrollgruppe und die Fibroblasten mit

einem nicht resterilisierten Netz.
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Abb. 11: Histogrammbeispiele zur durchflusszytometrischen Ki-67 Bestimmung nach 48 Std

(M1: Anteile der Ki-67 negativen Fibroblasten; M2: Anteile der Ki-67 positiven Fibroblasten)

a: Negativkontrolle, Fibroblasten nur mit dem sek. Antikorper inkubiert; b: Fibroblasten ohne Zugabe eines
Polypropylen-Netzes; c: Fibroblasten mit einem nicht resterilisierten Netz; d: Fibroblasten mit einem
resterilisierten Netz



35

3.4. Morphologie der Fibroblastenkulturen

Um einen moglichen Einfluss der nicht resterilisierten und resterilisierten Polypropylen-
Netze auf die Morphologie der Zellen zu ermitteln, wurden diese lichtmikroskopisch
(ZEISS Axioplan, Carl Zeiss, Oberkochen) untersucht und fotodokumentiert (siche Abb.
12).

Die in Abb. 12a dargestellten Fibroblasten entsprechen der Kontrollgruppe. Die Zellen
zeigen die typische spindelformige, mit Ausldufern versehene Morphologie von
Fibroblasten in einer normalen Zellkulturflasche nach 48stiindiger Inkubation im
Brutschrank. Im Vergleich dazu in Abb. 12b, ¢ und d die Fibroblastenkulturen der
verschiedenen Ansitze in einer Sechs-Loch-Platte. Bei der Fibroblastenkultur ohne Zugabe
eines Polypropylen-Netzes sieht man nach 48 Std eine normale Fibroblastenkultur wie bei
der Kontrollgruppe (Abb. 12b). Das gleiche Bild zeigt sich auch bei der Kultur nach 48
Std Inkubation mit einem nicht resterilisierten Polypropylen-Netz. Die Zugabe eines
solchen Netzes énderte nichts an der Morphologie der Zellen. Man sieht auch in dieser
Aufnahme eine Zellkultur mit den fiir Fibroblasten typischen Ausldufern (Abb. 12¢). Ganz
anders das Bild bei den Fibroblasten nach 48stlindiger Inkubation mit den resterilisierten
Netzen. Hier sieht man, dass die Zellen ihre normale spindelférmige Struktur verloren und
sich die zahlreichen Ausldufer der Fibroblasten zuriickgebildet haben, so dass die Zellen
keinen Kontakt untereinander haben und keinen Monolayer bilden. Zusitzlich wird
deutlich, dass die Fibroblasten nach 48 Std Kontakt mit einem resterilisierten Netz nicht
mehr in der Anzahl vorhanden sind wie bei den Ansétzen der Kontrollgruppe oder den

Fibroblasten mit einem nicht resterilisierten Netz (Abb. 12d).
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Abb. 12: Morphologie der Fibroblastenkulturen nach 48 Std Inkubation im Brutschrank in vier
verschiedenen Ansétzen

a: Fibroblasten in Zellkulturflasche; b: Kontrollgruppe, Fibroblastenkultur ohne Zugabe eines Netzes; c:
Fibroblastenkultur nach 48 Std. Inkubation mit nicht resterilisierten Netzen; d: Fibroblastenkultur nach 48
Std Inkubation mit resterilisierten Netzen; alle Fotos im Original 320fache VergroBerung
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3.5. Ergebnisse der HSP 70 Bestimmung

3.5.1. Durchflusszytometrische HSP 70 Messung

Die durchflusszytometrische Bestimmung des Hitzeschockprotein 70 in den Fibroblasten
nach 48stiindiger Inkubation mit nicht resterilisierten Polypropylen-Netzen (siehe 2.5.1.3.)

erfolgte, um eine mogliche Stressinduktion der Zellen durch die Netze zu ermitteln.

Die Ergebnisse der HSP 70 Bestimmungen im Verlauf einer 48stiindigen Inkubation der
Fibroblasten zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Ansétzen (Abb.
13). Die Zahl der HSP 70 negativen Fibroblasten liegen sowohl in der Gruppe ohne
Zugabe eines Polypropylen-Netzes als auch bei den nicht resterilisierten Netzen bei ca.
98% (Tab. 3) iiber den gesamten Messzeitraum. Somit hat die Inkubation der Fibroblasten

mit einem Kunststoffnetz keinen Einfluss auf die Expression des HSP 70 in den Zellen.

Zeit (Std) ohne Netze SD NRS SD
Netze

0 98,89 0,88 - -

6 97,81 0,66 97,88 0,91
12 97,77 1,3 98,43 1,42
18 98,14 0,87 97,83 0,8
24 99,82 0,1 99,76 0,2
30 97,25 0,51 96,75 0,72
36 90,76 0,98 90,17 1,8
42 98,38 0,34 97,66 0,32
48 99,06 0,61 99,17 0,53

Tab. 3 : Anzahl der HSP 70 negativen Fibroblasten (%6)
Mittelwert (n=4) mit Standardabweichung (SD) der zwei Gruppen zu den jeweiligen Zeitpunkten
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Abb. 13: Graphische Darstellung der in Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse
Zeitlicher Verlauf der HSP 70 negativen Fibroblasten in zwei Ansétzen (n = 4 pro Zeitpunkt und Gruppe)

3.5.2. Histogramme zur HSP 70 Messung

ADbb. 14 zeigt beispielhaft einige Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen
der HSP 70 Expression in den Fibroblasten nach 48 Std Inkubation bei 37°C im
Brutschrank. Die Fibroblasten, die als Positivkontrolle in einem Wasserbad auf 42°C
erhitzt wurden, zeigen im Vergleich zu der Negativkontrolle (Abb. 14a) einen deutlichen
Anstieg der Fluoreszenz und somit einen deutlichen Anstieg der HSP 70 Expression (Abb.
14b). Die Histogramme der durchflusszytometrischen HSP 70 Bestimmung der
Fibroblasten nach 48 Std ohne und mit Zugabe eines Polypropylen-Netzes liegen im selben
Bereich der Fluoreszenzintensitdt und weisen somit keinen Unterschied in der HSP 70

Expression auf (Abb. 14c, d).
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Abb. 14: Histogrammbeispiele der durchflusszytometrischen HSP 70-Messung

(M1 = Anteil der HSP 70 negativen Fibroblasten, M2 = Anteil der HSP 70 positiven Fibroblasten)

a: Negativkontrolle, Fibroblasten inkubiert mit sek. Antikorper; b: Positivkontrolle, Fibroblasten erhitzt im
Wasserbad bei 42 ‘C; c: Fibroblasten nach 48h ohne Inkubation mit einem Netz; d: Fibroblasten nach 48h
Inkubation mit einem nicht resterilisierten Netz
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3.5.3. Immunhistochemischer Nachweis der HSP 70 Expression

Der zusitzliche immunhistochemische Nachweis (siehe 2.6.) der Expression des HSP 70
Proteins in den Fibroblasten (siche Abb. 15) sollte beweisen, dass die Inkubation der
Zellen mit einem nicht resterilisierten Polypropylen-Netz in dem in-vitro Modell keinen
Einfluss auf die HSP 70 Expression in den Zellen hat, so wie es die

durchflusszytometrischen Messungen bereits ergaben.

Bei der Positivkontrolle der immunhistochemischen Priparate erkennt man eine deutliche
rote Anfarbung des Zytoplasmas bei allen Fibroblasten im Vergleich zur Negativkontrolle
(siche Abb. 15a und b).

Vergleicht man nun die HSP 70 Expression der Fibroblasten nach 48 Std ohne Zugabe
eines Polypropylen-Netzes mit der nach Zugabe eines Polypropylen-Netzes (siche Abb.
15c¢, d), so erkennt man in beiden Ansétzen eine schwache, gleichmiBige vorkommende
rotliche Anfirbung des Zytoplasmas bei fast allen Fibroblasten. Vereinzelt sieht man eine
stirkere Anfarbung des Zytoplasmas (Pfeil). Die Fibroblasten sind zwar durchgehend

leicht rotlich gefarbt, aber bei weitem nicht so ausgepragt wie bei der Positivkontrolle.

Somit wird auch bei der Immunhistochemischen Fiarbung deutlich, dass zwischen beiden
Ansitzen kein Unterschied bei der HSP 70 Expression in den Zellen durch die 48stlindige

Inkubation mit Polypropylen-Netzen existiert.
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Abb. 15: Immunhistochemische HSP 70 Farbung der Fibroblasten

A: Negativkontrolle, Fibroblasten nach Inkubation nur mit dem sek. Antikorper; b: Positivkontrolle,
Fibroblasten 10 min im Wasserbad erhitzt; im Original 630fache VergroBerung; c: Fibroblasten nach
48stiindiger  Inkubation ohne Zugabe eines Polypropylen-Netzes; d: Fibroblasten nach 48stiindiger
Inkubation mit einem Polypropylen-Netz; im Original 400fache VergroBerung
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3.6. Polypropylen-Netze unter dem Rasterelektronenmikroskop

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie sollte die genaue Struktur der Polypropylen-
Netze unter den verschiedenen Versuchsbedingungen erfasst werden. Gepriift werden
sollte, ob der Vorgang des Resterilisierens der Netze oder aber auch nur die Inkubation der
nicht resterilisierten Netze mit den Fibroblasten die Oberflachenstruktur der Netzfilamente
auf irgendeine Art und Weise verdndert. Fiir diese Untersuchungen wurden Proben der
Netze wie unter 2.7.1. beschrieben angefertigt und in verschiedenen Ansétzen flir die

rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen aufbereitet (siche 2.7.2.).

3.6.1. Nicht resterilisierte Polypropylen-Netze

Abb. 16 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von einem nicht resterilisierten
Polypropylen-Netz, nativ aus der Verpackung entnommen. In der Ubersichtsaufnahme
(Abb. 16a) zeigen die Monofilamente des Netzes eine glatte Oberfliche. Bei hoheren
VergroBBerungen (Abb. 16b und c) sieht man schmale, flache und parallel angeordnete
Rillen, die entlang der Langsachse der Filamente verlaufen. Risse oder Spalten konnen
nicht beobachtet werden. Es zeigen sich intakte und glatte Filamente ohne Veridnderung

oder Schiddigung der oberflachlichen Struktur.
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Abb. 16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der nicht resterilisierten Polypropylen-Netze,
nativ aus der Verpackung entnommen

a: im Original 30fache Vergroferung; b: im Original 300fache VergroBerung; c: im Original 1200fache
Vergroflerung

3.6.2. Resterilisierte Polypropylen-Netze

Die rasterelektronischen Aufnahmen in Abb. 17 zeigen Polypropylen-Netze nach dem
Resterilisieren in einem gewohnlichen Dampfautoklaven. Hier wird deutlich, dass der
Vorgang des Autoklavierens eine Verdanderung der Oberflichenstruktur der Netzfilamente
verursacht hat. Es fallen deutliche Risse und Spalten von unterschiedlicher Tiefe und
Linge auf, so dass man den Eindruck erhilt, Teile des Materials wiren herausgebrochen
oder zerrissen. Im Vergleich mit den nicht resterilisierten Netzen fehlt auf diesen Bildern

die homogene glatte Struktur der Netzfilamente.
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Abb. 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der resterilisierten Polypropylen-Netze
a: im Original 300fache Vergroerung ; b, c und d: im Original 1200fache Vergroferung
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3.6.3. Polypropylen-Netze nach Inkubation im Kulturmedium

Nach 48stiindiger Inkubation der Netze in dem Zellkulturmedium beobachtet man in
beiden Ansdtzen sowohl bei den resterilisierten Netzen (sieche Abb. 19) als auch bei den
nicht resterilisierten Netzen (siche Abb. 18) Spalten und Risse auf der Oberfliche der
Filamente. Zusitzlich zeigen sich in diesem Versuchsansatz in beiden Gruppen schwarze
Punkte von variabler Grofle gleichméaBig tiber die Netzfilamente verteilt, die am ehesten als
beginnendes Zeichen einer Oberflichenverdnderung der Netzfilamente zu deuten sind.
Obwohl man bei den resterilisierten und den nicht resterilisierten Netzen
Strukturverdnderungen sehen kann, wird im Vergleich deutlich, dass in der Gruppe mit den
resterilisierten Netzen die Verdnderungen der Oberflichenstruktur der Netzfilamente

zahlreicher und deutlicher auftreten als in der Gruppe mit den nicht resterilisierten

Polypropylen-Netzen.
a b




46

Abb. 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der nicht resterilisierten Polypropylen-Netze
nach 48stiindiger Inkubation im Kulturmedium; a und b: im Original 300fache VergroBerung; c: im
Original 1200fache Vergroferung

a b

Abb. 19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der resterilisierten Polypropylen-Netze nach
48stundiger Inkubation im Kulturmedium; a: im Original 300fache VergroBerung; b und c: im Original
1200fache Vergroferung
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3.6.4. Polypropylen-Netze nach Inkubation mit Fibroblasten

In den Abb. 20 und 21 siecht man — &hnlich wie bei den Netzen nach 48 Std Inkubation im
Kulturmedium — , dass die Netze nach dem Kontakt mit einer Fibroblastenkultur in beiden
Ansitzen ebenfalls kleine Risse und Spalten auf der Oberfliche aufweisen. Zusétzlich
zeigen sich auch hier in beiden Gruppen schwarze Punkte unterschiedlicher GroBe, die sich
gleichmiBig auf den Filamente verteilen. Diese Punkte erscheinen in der kleineren
Vergroferung wie Locher in den Filamenten, bei stirkerer Vergroflerung entsprechen sie
eher oberfldchlichen Strukturverdnderungen der Filamente, die sich allerdings nicht weiter
in die Tiefe erstrecken (siche Abb. 20b, 21b). Die kleinen Auflagerungen auf den
Filamenten in beiden Ansitzen sind am ehesten Uberresten der Fibroblastenkultur

zuzuordnen (siche Abb. 20a).

Der Kontakt mit der Zellkultur bewirkt in beiden Ansdtzen eine Verdnderung der
Oberflachenstruktur der Polypropylen-Netze. Es wird aber in den Befunden deutlich, dass
die stirkeren Verdnderungen der Filamentoberfliche in der Gruppe der resterilisierten
Polypropylen-Netze vorliegen. Die Oberfliche der nicht resterilisierten Netze zeigt eine

homogenere Struktur im Vergleich zu den resterilisierten Netzen (siche Abb. 20 und 21).

Abb. 20: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der nicht-resterilisierten Polypropylen-Netze
nach 48stundiger Inkubation in einer Fibroblastenkultur; a: im Original 300fache VergroBerung; b: im
Original 1200fache VergroBerung
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Abb. 21: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der resterilisierten Polypropylen-Netze nach
48stundiger Inkubation in einer Fibroblastenkultur; a: im Original 300fache VergroBerung; b: im
Original 1200fache Vergroferung

3.7. Lyopilisate der l6slichen Bestandteile der Netze

3.7.1. Apoptosebestimmung der Fibroblasten nach Inkubation mit den Lyophilisaten

Um herauszufinden, ob der Einfluss des Polypropylen-Netzes auf die Fibroblasten direkt
von den Netzen ausgeht oder ob moglicherweise durch das Zellkulturmedium oder gar
durch die Zellen selbst aus den Netzen irgendeine Substanz gelost wird, die dann
wiederum einen Einfluss auf das Wachstum der Fibroblasten ausiibt, wurde mit Hilfe der
Lyophilisation ein in Aqua dest. konzentriertes Extrakt der 16slichen Bestandteile der
Netze hergestellt (siche 2.8.1.). AnschlieBend wurden die Fibroblasten 48 Std zusammen
mit diesem Extrakt inkubiert (siehe 2.8.2.). In Abb. 22 erkennt man deutlich, dass in der
Kontrollgruppe die Apoptoserate der Fibroblasten nur bei 0,85% liegt. Im Vergleich zu der
Kontrollgruppe ist die Apoptoserate bei den Fibroblasten nach Zugabe des Lyophilisates
der loslichen Bestanteile aus den nicht resterilisierten Netzen (NRS) signifikant um das
zweifache auf 1,64% gestiegen (p=0,021). Ganz im Gegensatz dazu verhilt sich die
Gruppe, bei der die Fibroblasten 48 Std mit dem Lyophilisat der 16slichen Bestanteile der
resterilisierten Netze (RS) inkubiert wurden. Hier zeigt sich eine signifikante Erhdhung der

Apoptoserate gegeniiber der Kontrollgruppe um etwas mehr als das zehnfache auf 10,01%
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(p=0,021). Des Weiteren steigt die Apoptoserate auch gegeniiber der Gruppe mit dem
Lyophilisat der 16slichen Bestandteile aus den nicht resterilisierten Netzen ebenfalls
signifikant von 1,64 % auf 10,01 % (p=0,021). Mit diesem Versuch wird deutlich, dass
nicht nur die nicht resterilisierten und resterilisierten Netze einen direkten schidlichen
Einfluss auf das Wachstum der Fibroblasten haben, sondern dass auch die Extrakte, die 48
Std mit den nicht resterilisierten und resterilisierten Netzen vorinkubiert wurden, in
schwicherer Form prinzipiell den selben Effekt auf das Wachstum der Zellen ausiiben.
Wie schon unter 3.2. beschrieben wurde, 16st die direkte Inkubation der Fibroblasten mit
den jeweiligen Netzproben in den Versuchen auch eine erhohte Apoptoserate aus. Somit
scheint durch den Vorgang des Resterilisierens eine Substanz aus den Netzen herausgelost

zu werden, die bei Inkubation mit den Fibroblasten eine erhhte Apoptoserate verursacht.

Gruppe MW nach 48 Std SD

Kontrolle 0,85 0,32
NRS 1,65 0,33
RS 10,01 2,55

Tab.4: Annexin V positive Fibroblasten (%)

Mittelwert (n = 4) mit Standardabweichung (SD) der drei Gruppen nach 48stiindiger Inkubation mit den
Lyophilisaten

Signifikante Unterschiede:

Kontrolle (48Std) / NRS (48Std) p=0,021

Kontrolle (48Std) / RS (48Std) p=0,021

NRS (48Std) / RS (48Std) p=0,021

B Aqua dest

Kontrolle NRS RS

Abb. 22: Graphische Abbildung der in Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse. (n=4 pro Gruppe)

Kontrolle: Fibroblasten mit Zugabe von Aqua dest., NRS: Fibroblasten nach 48stiindiger Inkubation mit
konzentriertem Extrakt der 16slichen Bestanteile der nicht resterilisierten Netze, RS: Fibroblasten nach 48stiindiger
Inkubation mit konzentriertem Extrakt der 16slichen Bestandteile der resterilisierten Netze
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3.7.2. Massenspektrometrische Analyse der Lyophilisate

Abb. 23 zeigt die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung der 16slichen
Bestandteile der nicht resterilisierten und resterilisierten Netze. Die Kontrollgruppe, die nur
mit Aqua dest. durchgefiihrt wurde, zeigt einige Molekiilionen, die als Verunreinigung in
der Spraylosung und als Reste des verwendeten Eichstandards erkannt wurden (sieche Abb.
23A). Die gleichen Massenpeaks wurden auch im Lyophilisat der Gruppe mit den nicht
resterilisierten Netzen nachgewiesen (sieche Abb. 23B). Ganz anders das Bild bei den
Messergebnissen der 16slichen Bestandteile der resterilisierten Netze (siche Abb. 23C). Es
zeigt sich ein deutlicher Anstieg der in den Lyophilisaten gelosten Molekiile. Dabei handelt
es sich offensichtlich um polymere Molekiile im Massenbereich von m/z 500 bis m/z 800
mit einer sich wiederholenden Massendifferenz von 44 amu. Diese FErgebnisse
verdeutlichen, dass der Vorgang des Resterilisierens Substanzen aus den Polypropylen-
Netzen herauslost, die wahrscheinlich die Ursache fiir die erhohte Apoptoserate der

Fibroblasten im Zellkulturversuch darstellen (siehe 3.7.1.).
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Abb. 23: Massenspektrogramm der jeweiligen Lyophilisate
A: Kontrollgruppe nur mit Aqua dest., B: Lyophilisate der 16slichen Bestandteile der nicht resterilisierten
Netze (NRS), C: Lyophilisate der 16slichen Bestandteile der resterilisierten Netze (RS)
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4. Diskussion

Der zunehmende Einsatz implantierbarer Kunststoffnetze fithrt zu einer vermehrten
Diskussion iiber die Verwendung dieser Netze am Menschen, insbesondere unter
Berticksichtigung der Tatsache, dass eine steigende Anzahl von Patienten jiinger als 40
Jahre ist und somit die implantierten Netze fiir die Dauer von ca. 40 bis 50 Jahre im
menschlichen Korper verweilen. Auf der einen Seite stellen die Netze einen deutlichen
Fortschritt in der Behandlung von Narben- und Rezidivleistenhernien dar, mit deren Hilfe
die Rezidivquoten von teilweise 50% (Langer et al., 1985; Langer et al., 2003) auf unter
10% gesenkt werden konnten (Amid et al.,1992; Lichtenstein et al., 1993), auf der anderen
Seite stieg mit der zunehmenden Verwendung von Kunststoffnetzen auch die Rate der
Friih- und Spatkomplikationen (siehe 1.2.3.). Leider existieren bis heute neben wenigen
Langzeitstudien und den {iiblichen histologischen Untersuchungen iiber die Vertraglichkeit
der Netze nach Langzeitimplantation keine Untersuchungen auf zelluldrer und molekularer
Ebene, um eine bessere Aussage iiber einen schidlichen oder mdoglicherweise
kanzerogenen Einfluss der Kunststoffnetze zu treffen (Schumpelick et al., 1999,
Schumpelick 1999). Es werden heutzutage eine Vielzahl von verschiedenen Netzen aus
unterschiedlichen Materialien verwendet, die mit Hilfe differenter Methoden und
Techniken implantiert werden kénnen (siehe 1.2.1. und 1.2.2.) (Korenkov et al., 2002).
Somit féllt es nicht immer leicht, die verschiedenen Studien zu vergleichen und eine
Aussage liber die Vertriglichkeit der Netze zu treffen, da bis heute keine Standards bei der
Wabhl des Netzmaterials oder der Implantationstechnik existieren. Um so mehr besteht die
Notwendigkeit, noch weitere eingehende Untersuchungen an diesen Netzmaterialien

vorzunehmen.

4.1. In-vitro Modell

Mit dieser Arbeit habe ich versucht, ein standardisiertes in-vitro Modell zu erstellen, in
dem die Interaktion zwischen humanen Fibroblasten und Polypropylen-Netzen (Prolenc™)
nach verschieden Inkubationszeiten auf molekularer Ebene untersucht werden konnen.
Erste Versuche mit humanen Fibroblasten und HelLa-Zellen ergaben, dass die
Proliferationsrate der Zellen nach 48stiindiger Inkubation mit den Netzen im Wesentlichen

unbeeinflusst blieb, wihrend eine deutliche Zunahme der Apoptoserate zu beobachten war
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(Duchrow et al., 2002). In meiner Arbeit sollten ebenfalls die Apoptoserate, der
Proliferationsindex und zusitzlich die mdglicherweise durch die Netze induzierte
Expression von HSP 70 untersucht werden. Anders als in den ersten Versuchen erfolgten
die Messungen nicht nur nach 48stiindiger Inkubation, sondern in einer Versuchsreihe
unter verschieden langen Inkubationszeiten von 6 bis 48 Std, um einen genauen Verlauf

des Wachstumsverhaltens der Zellen zu beobachten (siehe 2.4.1.).

Als Primirzellen wéhlte ich humane Fibroblasten, da diese nach Implantation eines
Polypropylen-Netzes im Menschen eine grofle Rolle bei der primidren Gewebereaktion und
anschlieenden Bildung einer Narbenplatte spielen. Die Fibroblasten durchwachsen die
Poren und stehen im direkten Kontakt mit den implantierten Netzen (Bellon et al., 1995;
Klosterhafen et al, 1997). Somit sind humane Fibroblasten auch in dieser Versuchsreihe
die geeignetsten Primirzellen. Wihrend der verschiedenen Inkubationszeiten wurde
bewusst kein Mediumwechsel durchgefiihrt, um die Interaktion zwischen Zellen und
Netzen nicht zu beeinflussen.

Inkubiert wurden die Fibroblasten mit einer 2 x 2 cm groflen Probe des Polypropylen-
Netzes Prolene®. Ausschlaggebend fiir die Wahl dieses Netzes war die Tatsache, dass
Polypropylen eines der am meisten benutzten Materialien in der Chirurgie darstellt und vor
allem das Prolene®-Netz in Deutschland sehr hufig in der Hernienchirurgie verwendet
wird (Korenkov et al.; 2002).

Unsere eher zufillige Entdeckung, dass resterilisierte Netze schon nach kurzer Zeit das
Wachstum der Zellen deutlich reduzieren und die Angaben des Herstellers, dass diese
Netze unter bestimmten Bedingungen in einem Dampfautoklaven resterilisiert werden
konnen (siehe 1.5.), war der Anlass, neben nicht resterilisierten Polypropylen-Netzen
zusétzlich noch resterilisierte Netze systematisch in diesem standardisierten in-vitro

Modell zu testen.

4.2. Durchflusszytometrische Untersuchung

Die Bestimmung der Apoptoserate, des Proliferationsindex und der HSP 70 Expression der
nach verschiedenen Inkubationszeiten geernteten Fibroblasten erfolgte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie. Gerade bei der Bestimmung dieser speziellen Parameter mit Hilfe
von Annexin V und Antikdrpern gegen das Ki-67 Protein und das Hitzeschockprotein 70

hat sich die Durchflusszytometrie als Standardmethode etabliert, da sie im Vergleich zu
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anderen Methoden, wie z.B. der Immunhistochemie schnelle, quantitative und objektive
Messungen erlaubt. Ein weiterer Vorteil der Durchflusszytometrie ist die einfache
Handhabung und die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Schwarting et al., 1986; He
und Fox 1996; Darzynkiewicz et al. 1997). Fiir unser in-vitro Modell scheint die
Durchflusszytometrie die richtige Methode zu sein, da die Versuche jeweils aus einer
Zellpopulation angesetzt und somit die Fibroblasten zwischen den -einzelnen

Inkubationszeiten schnell aufbereitet und sofort analysiert werden konnten.

Neben den vielen verschiedenen Methoden zur Bestimmung der Apoptoserate erweist sich
die durchflusszytometrische Messung mit Hilfe von Annexin V als besonders geeignet. Mit
dieser Methode lassen sich apoptotische von nicht apoptotischen Zellen innerhalb einer
Zellpopulation differenzieren und quantifizieren, so dass man die Apoptose der

Fibroblasten schon in einer frithen Phase messen kann (Vermes et al. 1995).

Die Bestimmung des Hitzeschockproteins wird in der Literatur oft als geeigneter Indikator
fiir zelluldren Stress verwendet und eignet sich besonders fiir die Durchflusszytometrie (He
und Fox 1996). Einige Autoren merken aber an, dass das Hitzeschockprotein nicht
spezifisch genug ist, um genaue Riickschliisse auf eine mogliche Ursache der Erh6hung
des Stressproteins ziehen zu kénnen (Hang und Fox, 1996). Das Hitzeschockprotein sei an
vielen verschiedenen Prozessen, wie z.B. Proteintranslokation, Proteinfaltung und DNA-
Replikation innerhalb einer Zelle verantwortlich (Chirico et al., 1988; Beckmann et al.,
1990) und eine Erhohung konnte durch viele unterschiedliche Ursachen (z.B.
Hyperthermie, mechanischer Stress, Entziindungen und UV-Strahlung) bedingt sein
(Welch 1992; Suzuki und Watanabe 1992).

Aber dennoch wird die Bestimmung des Hitzeschockprotein 70 in vielen Studien zur
Messung des induzierten Zellstresses verwendet (Klosterhafen et al., 2002). Das war auch
fir mich der Anlass, diesen Parameter in den Fibroblasten zu bestimmen, um meine
Ergebnisse mit der in-vivo Studie von Klosterhafen vergleichen zu konnen, der die
Apoptose, die Zellproliferation und die Expression von HSP 70 an Geweben explantierter

Netze untersuchte (Klosterhafen et al., 2000).

Im Gegensatz zu der Annexin V Messung (Apoptose) besteht bei der Aufbereitung der
Fibroblasten fiir die durchflusszytometrische Messung der Zellproliferation (Ki-67) und

der HSP 70 Expression die Notwendigkeit, eine geeignete Methode zur Fixierung und
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Permeabilisierung der Zellen zu ermitteln, da die Antikorper in das Zellinnere gelangen
miissen, um an die entsprechenden Antigene binden zu kénnen.

In der Literatur existieren viele verschiedene Methoden (z.B. Fixierung mit Aceton oder
Methanol u.s.w.), die sich aber leider nicht bei jeder beliebigen Zelllinie anwenden lassen.
Am haufigsten wird die Fixierung und Permeabilisierung mit einer 1%igen
Paraformaldehydldsung empfohlen, da diese keinen negativen Einfluss auf die Zellen hat
(Endl et al. 2001).

Die geeignetste Methode zur Fixierung der Fibroblasten scheint ebenfalls die Methode mit
1%igem Paraformaldehyd zu sein, da diese im Vergleich zu der Methanolfixierung die

besten Ergebnisse ergab.

4.2.1. Einfluss der Polypropylen-Netze auf die Fibroblasten

4.2.1.1. Apoptoserate

Wie die Ergebnisse zeigen, kommt es bei den nicht resterilisierten Netzen iiber den
gesamten Zeitraum zu einem kontinuierlichen Anstieg der Apoptoserate. Hier scheinen die
Netze einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Zellen zu haben. Vergleicht man
diese Ergebnisse mit der Kontrollgruppe ohne Netze, so sieht man zwar auch hier einen
leichten Anstieg der Apoptoserate nach 48 Std, aber nicht so deutlich wie in der Gruppe
mit den nicht resterilisierten Netzen. Diese nur leicht erhohte Apoptoserate ldsst sich
wahrscheinlich durch die speziellen Bedingungen, denen die Fibroblasten in einer
Zellkultur ausgesetzt sind (u.a. Anreicherung von Stoffwechselmetaboliten, Riickgang der
Nébhrstoffe, Zellalterung, u.s.w.) erkléren.

Noch deutlicher wird der Unterschied zu der Gruppe mit den resterilisierten Netzen. In
diesem Ansatz kommt es im Laufe von 48 Std zu einem massiven Anstieg der
Apoptoserate der Fibroblasten. Der Vorgang des Resterilisierens scheint die schadigende

Wirkung der Netze deutlich zu verstérken.

Vergleicht man nun unsere Ergebnisse mit denen einer Studien, in welcher die
Apoptoserate immunhistochemisch mittels der TUNEL-Technik in Geweben nach
Langzeitimplantation von Netzen bestimmt wurde, so konnte dort ebenfalls eine erhdhte
Apoptoserate der Zellen im Implantatlager nachgewiesen werden. Sie betrug bei nicht

resterilisierten Polypropylen-Netzen 26% und kommt damit der in unserer Arbeit
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ermittelten Apoptoserate von 20% sehr nahe (Klosterhafen et al., 2000). In einer weiteren
Studie betrug die Apoptoserate sogar knapp 32% (Schumpelick et al.,, 1999). Diese
Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei den in-vivo Untersuchungen als auch in unserem in-
vitro Modell die Fibroblasten nach Kontakt mit einem Polypropylen-Netz eine erhhte
Apoptoserate aufweisen. Als Ursache fiir die deutlich erhohte Apoptoserate der
Fibroblasten nach Kontakt mit den resterilisierten Netzen vermuten wir die Freisetzung

von moglicherweise toxischen Substanzen aus den Netzen im Rahmen der Resterilisation.

4.2.1.2. Proliferationsindex

Bei der Untersuchung des Proliferationsindex der Fibroblasten kam es iiber 48 Std zu
einem leichten und nahezu identischen Riickgang der proliferativen Aktivitit der Zellen in
der Kontrollgruppe sowie in der Gruppe mit den nicht resterilisierten Netzen. Dies diirfte
wahrscheinlich  wieder auf die wie schon wunter 4.2.1.1. beschriebenen
Versuchsbedingungen zuriickzufithren sein. Zudem spielt hier sicher auch das bekannte
Phidnomen der Kontaktinhibition eine Rolle, was sich in einem Riickgang der Zellteilung
dullert.

Anders verhielt sich dagegen der Ansatz mit den resterilisierten Netzen. Hier zeigt sich ein
tiber 48 Std kontinuierlicher und gravierender Riickgang der proliferativen Aktivitit der
Zellen.

Nun ist davon auszugehen, dass versuchsbedingt die Netze nicht iiber den gesamten
Zeitraum mit den Fibroblasten in Kontakt standen. Deshalb kann nicht eindeutig
beantwortet werden, ob die schidliche Wirkung der Netze durch deren direkten Kontakt
mit den Zellen verursacht wurde oder ob durch Diffusion oder den thermischen Vorgang
des Resterilisierens eine Substanz aus den Netzen gelost wurde, die wiederum einen

toxischen und wachstumshemmenden Einfluss auf die Zellen ausubt.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten die unter 4.2.1.1. beschriebenen Studien von
Klosterhafen und Schumpelick keinen Riickgang der Proliferationsrate sondern eine
Erhohung der proliferativen Aktivitit der die Netzfasern umgebenden Zellen (Schumpelick
et al., 1999; Klosterhafen et al., 2000). Diese Differenzen in den Ergebnissen kdnnten sich
zum Teil dadurch erklidren, dass meine Versuche in einem eher artifiziellen in-vitro Modell
durchgefiihrt wurden, in dem das Wachstumsverhalten der Zellen anders zu sein scheint als

bei den Zellen im Gewebeverband. Zudem wurde in den erwdhnten Studien die
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proliferative Aktivitdt aller Zellen des explantierten Gewebes bestimmt (Fibroblasten,
Entziindungszellen u.s.w.), wéihrend in meinem Modell diese ausschlieBlich nur an
Fibroblasten gemessen wurde.

Interessant erscheint eine Langzeitstudie, die Klosterhafen 2002 anhand explantierter
Netze durchfiihrte. In dieser Studie zeigte sich nach 5 Jahren Implantationsdauer der Netze,
dass die in den ersten Jahren nach der Implantation nachgewiesene erhdhte Apoptose- und
Proliferationsrate der Zellen in der Umgebung der Netze allmihlich wieder fallende
Tendenz aufwies. Ein Grund konnte die in den histologischen Untersuchungen initial
gefundene deutliche Bildung von Narbengewebe sein, da die Netze als Fremdkorper
erkannt und in eine straffe Bindegewebskapsel eingebaut werden (Klosterhafen et al.,

2002).

4.2.1.3. Hitzeschockprotein 70

Zusitzlich zu der durchflusszytometrischen Bestimmung der Apoptose- und der
Proliferationsrate sollte mit der Bestimmung der Expression des Hitzeschockproteins 70
eine Aussage Uber die Stressreaktion der Zellen nach Kontakt mit nicht resterilisierten
Polypropylen-Netzen getroffen werden. Erstaunlicherweise zeigten die Fibroblasten in
diesem in-vitro Modell nach 48stiindiger Inkubation keinen Unterschied in der
Hitzeschockprotein 70 Expression im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Um einen
Messfehler ausschlieBen zu konnen, fertigte ich von den Fibroblasten zusitzlich noch
immunhistochemische Untersuchungen an, die lichtmikroskopisch ausgewertet wurden.
Aber auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei der Hitzeschockprotein
70 Expression zwischen der Kontrollgruppe ohne Netz und der Gruppe mit Netz. Die
Inkubation der Zellen mit den Netzen schien demnach keinen erhdhten zelluldren Stress
auszulosen.

Interessanterweise  zeigen die  Ergebnisse = mehrerer Studien eine erhdhte
Hitzeschockprotein 70 Expressionen der Zellen, die sich in direkter Umgebung
explantierter Netze befanden und dauerhaft den mechanischen Auswirkungen der Netze
ausgesetzt waren (Klosterhafen et al., 2000; Klosterhafen et al., 2002). Ein Grund dafiir
konnte die viel ldngere Kontaktdauer der Netze mit den Zellen sein, die teilweise mehrere
Jahre implantiert waren und somit einem stirkeren chronischen Dauerreiz auf das
umgebende Gewebe ausiibten als in unserem in-vitro Versuch fiir eine Dauer von nur 48

Std.
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4.3. Rasterelektronenmikroskopie der Netze

Die Untersuchung der Polypropylen-Netze im Rasterelektronenmikroskop sollte zeigen, ob
die Inkubation mit der Fibroblastenkultur bzw. die Resterilisierung einen Einfluss auf die
Struktur der Netzfilamente hat und ob die mit zunehmender Inkubationszeit steigende
Apoptoserate und abnehmende Proliferationsrate durch eine Verdnderung der Netzstruktur
und dadurch mdglicherweise bedingte Freisetzung toxischer Substanzen verursacht sein
konnte. Verglichen wurden resterilisierte und nicht resterilisierte Netzproben, die in

verschiedenen Ansétzen aufbereitet wurden (siehe 2.7.2.).

Betrachtet man die nativen, der Verpackung entnommenen Netze der Kontrollgruppe, so
zeigte sich in allen VergroBerungen eine homogene und intakte Struktur der
Filamentoberfliche. Ganz anders das Bild bei dem Ansatz mit den resterilisierten Netzen.
Hier fanden sich deutliche Risse und Spalten unterschiedlicher Tiefe und Ausdehnung
innerhalb der Netzfilamente. Somit scheint durch den thermischen Vorgang des
Resterilisierens die oberflachliche Struktur der Polypropylen-Netze deutlich geschidigt zu
werden.

Erstaunlicherweise zeigten auch die Proben der nicht resterilisierten Netze nach
48stiindiger Inkubation ausschlieBlich im Kulturmedium und ebenso die Netze nach
48stiindiger Inkubation mit der Fibroblastenkultur ebenfalls deutliche Verdanderungen der
oberflachlichen Struktur. Auffillig waren in beiden Gruppen neben Rissen und Spalten
zahlreiche iiber die Filamente verteilte schwarze Punkte von variabler Grofle, die am
ehesten als beginnende oberflichliche Strukturverinderung zu werten sind.
Zusammenfassend wird deutlich, dass sich sowohl bei den nicht resterilisierten als auch bei
den resterilisierten Netzen nach Inkubation im Medium oder mit der Zellkultur deutliche
Verdanderungen der oberflachlichen Strukturen der Filamente finden. Die Defekte sind

allerdings bei den resterilisierten Netzen deutlicher ausgepragt.

In den letzten Jahren wurden mehrere Artikel veroffentlicht, die tiiber strukturelle
Veranderungen der Netze nach der Implantation berichteten. Netze, die nach Jahren wieder
explantiert wurden, zeigten eine deutliche Verhédrtung und Schrumpfung um ca. 20-30%
im Vergleich zu der Ursprungsgrole (Bellon et al., 1995; Klosterhafen et al. 2002).
Ahnliche Ergebnisse konnten auch im Tierversuch an Hunden gezeigt werden (Klinge et

al., 1998).
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In einer akutellen Arbeit aus dem Jahre 2003, in der explantierte Polypropylen-Netze
untersucht wurden, konnte bei einigen Netzen neben einer Tendenz zur Schrumpfung auch
eine Groflenzunahme, jeweils bedingt durch eine Verkleinerung bzw. VergroBBerung des
Porendurchmessers festgestellt werden (Coda et al., 2003). Erstaunlicherweise zeigten die
Netze auch nach ausschlieBlicher Inkubation in Aqua dest. oder Blut deutliche
Veridnderungen der duBeren Form. Die explantierten Netze wurden ebenfalls mit einem
Rasterelektronenmikroskop untersucht. Auffillig war, dass auch hier oberflichliche
Strukturverdnderungen in Form von Rissen, Spalten und Aufwerfungen der
Filamentstruktur der Polypropylen-Netze zu sehen waren. Die Netze zeigten nach Jahren
eine deutliche Strukturverdnderung, die den Verdnderungen in meinen Versuchen

interessanterweise sehr dhnlich sind.

Es wird somit deutlich, dass nicht nur in meinem in-vitro Modell Strukturverdnderungen
an den Netzen auftreten, sondern dass diese auch in dhnlicher Form bei explantierten
Netzen von Menschen oder Tieren auftraten. Die von Bellon 1995 und Klosterhafen 1997
beschriebene inflammatorische Reaktion und die Bildung eines straffen Narbengewebes
scheint einen so starken Einfluss auf das Material auszuiiben, dass die Struktur der Netze

aufgebrochen und verdndert wird.

In meinem in-vitro Modell reicht allein der Kontakt der Polypropylen-Netze mit dem
Kulturmedium oder den Fibroblastenkulturen aus, um oberflachliche Strukturverdnderung
zu verursachen, die durch den Vorgang des Resterilisierens noch deutlich verstarkt werden.
Dieser Aufbruch der oberflichlichen Struktur ist vielleicht die Ursache fiir den
wachstumshemmenden Einfluss auf die Fibroblasten. Ob dieser Einfluss von den
verdnderten Netzen direkt ausgeht, oder ob mdglicherweise durch den thermischen
Vorgang des Resterilisierens niedermolekulare Substanzen aus den Netzen gelost werden,
die dann einen toxischen Effekt auf die Fibroblasten ausiiben und somit die Apoptoserate
insbesondere bei den resterilisierten Netzen drastisch erhohen, muss durch weitere

Untersuchungen geklart werden.
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4.4. Mogliche Ursachen des wachstumshemmenden Einflusses der resterilisierten
Polypropylen-Netze

Die erhohte Apoptoserate bei den nicht resterilisierten und resterilisierten Netzen auf der
einen Seite und die sinkende Proliferationsrate der Fibroblasten bei den resterilisierten
Netzen auf der anderen Seite fiihrte zu der Uberlegung, ob der wachstumshemmende
Einfluss auf die Fibroblasten mdglicherweise durch den direkten Kontakt der Netze
zustande kommt oder ob nicht durch die Resterilisierung eine toxische Substanz aus den
Netzen gelost wird.

Um eine Antwort auf diese Frage zu erhalten, inkubierte ich die nicht resterilisierten und
resterilisierten Netzproben fiir 48 Std in 1ml Aqua dest. bei 37 'C im Brutschrank. Wenn
tatsdchlich eine toxische Substanz aus den Netzen geldst wird, dann miisste sie sich im
Aqua dest. befinden und ebenfalls auf die Zellen toxisch wirken, was sich in einer erhéhten
Apoptoserate der Fibroblasten ausdriickt. Damit nicht 1 ml der Lésung zu den Zellkulturen
gegeben werden musste, wurde diese mit Hilfe der Lyophilisation konzentriert. Diese
Extrakte der gelosten Bestandteile der Netze (ca. 50 pl) wurden in die Zellkultur pipettiert
und fiir 48 Std inkubiert. AnschlieBend wurden die Fibroblasten geerntet und die

Apoptoserate der Fibroblasten im Durchflusszytometer gemessen.

Die Ergebnisse zeigten bei den resterilisierten Netzen eine gegeniiber der Kontrollgruppe
deutlich erhohte Apoptoserate und erstaunlicherweise auch bei nicht resterilisierten Netzen
eine leicht erhohte Apoptoserate. Zwar war die Apoptoserate nicht so hoch wie bei dem
direktem Kontakt mit den resterilisierten Netzen, es wurde mit diesem Versuch aber
deutlich, dass insbesondere von den resterilisierten Polypropylen-Netzen offensichtlich

eine unbekannte Substanz freigesetzt wird, die ebenfalls eine erhohte Apoptoserate auslost.

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung, die konzentrierten Lyophilisate mit Hilfe der
Massenspektrometrie weiter zu untersuchen, um die Substanz ndher beschreiben und
moglicherweise identifizieren zu konnen. Mit der freundlichen Unterstiitzung von PD Dr.
rer. nat. Buko Lindner aus der Abteilung fiir Biophysik des Forschungszentrums Borstel

wurden die einzelnen Proben der Extrakte im Massenspektrometer untersucht.

Die Analysen ergaben, dass die Aqua dest. Kontrolle und die 16slichen Bestandteile der

nicht resterilisierten Netze nahezu identischen Massenspektren mit Massenpeaks lieferten,
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die im wesentlichen einer Kontamination der Elektrospraylosung zuzuordnen waren. Im
Rahmen der Messempfindlichkeit ldsst sich somit bei der Gruppe der nicht resterilisierten
Netze keine Substanz nachweisen, die die leicht erhohte Apoptoserate der Zellen nach
Inkubation mit diesem Lyophilisat erkldren konnte.

Ein deutlich veridndertes Massenspektrum wurde von dem Uberstand der resterilisierten
Netze gemessen, obwohl die gleiche Probenaufbereitung und die gleiche instrumentelle
Bedingungen wie fiir die beiden anderen Proben gewidhlt wurden. In dem Lyophilisat ldsst
sich in dem Molekulargewichtsbereich von ca. 500-800 g/mol eindeutig ein Polymer mit
einer sich wiederholenden Massendifferenz von 44 amu nachweisen. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass der Vorgang des Resterilisierens tatsdchlich Polymere aus den
Polypropylen-Netzen herauslost, die vermutlich auch fiir die erhdhte Apoptoserate der
Fibroblasten verantwortlich sind. Uber die chemische Identitiit dieser biologisch aktiven
Polymere kann momentan keine definitive Aussage getroffen werden. Massendifferenzen
von 44 amu sind typisch fiir Polymere die Ethylenglycol enthalten wie z.B. in Triton-X-
100. Betrachtet man aber die Summenformel des Propylen (-[C;Hg],-), wiirde man ein
repetierende Einheit von nur 42 amu erwarten. Bei den im Massenspektrum gefundenen
Polymeren handelt es sich demnach um kein reines Polypropylen. Entweder wurden Teile
des Polypropylen-Netzes durch die thermische Belastung in ihrer chemischen Struktur
verdandert und dann herausgeldst oder es handelt sich moglicherweise um Additive, die
wiahrend der Herstellung zugesetzt und dann nach der Temperaturerh6hung leichter
freigesetzt wurden. Vertauscht man spekulativ eine CH3;-Gruppe des Propylens mit einer
OH-Gruppe, so erhdlt man ein Molekiil mit einem Molekulargewicht von 44. Dieses
Molekiil konnte fiir die erhdhte Apoptoserate und die sinkende Proliferationsrate bei den
resterilisierten Netzen verantwortlich sein. Von unserer Arbeitsgruppe werden in néchster
Zeit noch weitere eingehende chemische Untersuchungen vorgenommen, um dieses

Molekiil noch genauer identifizieren zu konnen.

Natiirlich konnte auch von den Netzen direkt ein schéddlicher Einfluss auf die Zellen
ausgeiibt werden, da die Zellen mit den nicht resterilisierten Netze ebenfalls eine leicht
erhdhte Apoptoserate zeigen, obwohl wir im Gegensatz zu den resterilisierten Netzen im
Massenspektrometer keine Substanzen nachweisen konnten, die dafiir verantwortlich ist.

Die Resterilisierung der Netze scheint den mechanischen Einfluss auf die Zellen durch eine
zusitzliche strukturelle Verdnderung der Netzoberfliche und dadurch bedingte

Herauslosung eines Polymers deutlich zu verstirken, so dass diese Netze eine viel stirkere
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Apoptose und Proliferationshemmung bei den Fibroblasten induzieren als nicht

resterilisierten Netze.

4.5. Schlussfolgerung

Betrachtet man die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung, so wird der
wachstumshemmende Einfluss besonders der resterilisierten aber auch der nicht
resterilisierten Polypropylen-Netze deutlich. Die nicht resterilisierten Netze scheinen durch
direkten Kontakt einen schiddigenden Einfluss auf die Fibroblasten auszuiiben. Die
Apoptoserate der Fibroblasten lag im Vergleich zu der Kontrollgruppe deutlich hoher. Die
Oberfldche der nicht resterilisierten Netze zeigen zwar Verdnderungen in Form von Rissen
und Spalten, es konnte aber im Massenspektrogramm keine Substanz isoliert werden, die
eine ansteigende Apoptose erkldren wiirde. Dennoch scheint der direkte Kontakt der Netze

einen negativen Effekt auf das Wachstum der Fibroblasten zu haben.

Trotz Verwendung eines artifiziellen in-vitro Modells konnen diese Verdnderungen an den
Netzen und die entsprechenden zelluldren Reaktionen grundsitzlich auch im Gewebe
stattfinden, was durch Coda, Klosterhafen und Schumpelick an explantierten Netzen und
im Implantatlager gezeigt werden konnte (Schumpelick et al., 1999; Klosterhafen et al.,
2000; Coda et al.,, 2003). Zusitzlich scheint die Netzimplantation einen starken
Fremdkorperreiz darzustellen, was zu einer starken inflammatorische Reaktion fiihrt, die
hauptsidchlich aus Makrophagen und T-Zellen besteht (Bosch et al.,, 2003). In einem
Zellkulturmodell konnte nachgewiesen werden, dass die Produktion inflammatorischer
Zytokine wie TNFa und Interleukin 10 nach Kontakt mit den Netzen erhoht war
(Schachtrupp et al., 2003).

Die Resterilisierung der Polypropylen-Netze scheint die Strukturverinderung der
Filamente noch weiter zu verstirken. Offensichtlich wird durch diesen thermischen
Vorgang eine Substanz aus den Netzen geldst, die eine verstirkte Apoptose auslost und die
Proliferation der Zellen massiv hemmt. Zudem findet sich in den Lyophilisaten der
resterilisierten Netze ein Polymer mit einer sich wiederholenden Massendifferenz von 44
amu. Hier scheint also der wachstumshemmende Einfluss nicht nur direkt von den Netzen
auszugehen, sondern zusitzlich durch eine aus den Netzen herausgelosten Substanz

verstarkt zu werden.



63

Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Polypropylen-Netze nicht 100% chemisch
inert und damit nicht optimal biokompatibel sind. Obwohl die Netze nach Angaben des
Herstellers in Ausnahmefillen in einem Autoklaven bei 121 'C resterilisiert werden kénnen
(Ethicon, Norderstedt) und der Erweichungspunkt von Polypropylen bei 160 'C liegt
(Schumpelick et al., 1999), zeigen sie schon nach der Autoklavierung bei 121 'C eine
deutliche Strukturverinderung der Netzfilamente. Aber auch die nicht resterilisierten Netze
zeigen nach 48stiindiger Inkubation im Medium eine deutliche Verdnderung und teilweise
Zerstorung der Filamentoberfléache.

Der Hersteller empfiehlt zwar nicht das Resterilisieren, betont aber, dass das einmalige
Resterilisieren der Netze in einem Dampfautoklaven keinen negativen Einfluss auf die
Netze habe. Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen mit den resterilisierten
Netzen, so sollte auf eine Resterilisation der Polypropylen-Netze durch einen

gewohnlichen Dampfautoklaven verzichtet werden.

Der abnehmende Proliferationsindex der Fibroblasten in unserem in-vitro Modell,
verbunden mit einer steigenden Apoptoserate, konnte auch als Hinweis auf eine durch das
Biomaterial verursachte beginnende Schiddigung der DNA gelten. Die thermische
Behandlung der Netze im Rahmen der Resterilisation fiihrt offenbar zu einer erheblichen
Steigerung dieses Effektes. Auch wenn eine Schidigung der DNA nicht unmittelbar aus
diesem Experiment geschlossen werden kann, so erscheint aber eine mdgliche maligne
Transformation des die Kunststofffasern umgebenden Gewebes im Laufe von Jahrzehnten
moglich, besonders unter Berilicksichtigung der Tatsache, dass genetische Verdnderungen
auch durch chemische und physikalische Noxen verursacht werden konnen.

Zusiétzlich sind in einer Vielzahl von tierexperimentellen Studien an Nagetieren
Weichgewebssarkome nach Implantation verschiedenster Materialien aus Metall und
Kunststoff beschrieben worden (Nakamura et al., 1994; Kirkpatrick et al., 2000; Nakamura
et al., 2001). Die Induktionszeit der Tumoren betrug in allen Studien etwa die Hélfte bis zu
2/3 der Lebenszeit der Nagetiere. Ubertragen auf den Menschen wiirden diese Intervalle
zwischen 30 und 50 Jahren liegen (Ghadimi et al., 2002). Bedenkt man die zunehmende
Zahl der Netzimplantationen auch bei jiingeren Patienten, so kann die in situ Verweildauer

bis zu 50 Jahre betragen.

Zusitzlich existieren in der Literatur einige Fallbeschreibungen von Patienten, bei denen

nach der Implantation eines Biomaterials ein maligner Tumor entstanden war. In
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mindestens drei Publikationen wird ein kausaler Zusammenhang zwischen der
Implantation von Dacronprothesen aus Polyester im Rahmen gefaBchirurgischer
Rekonstruktionen und dem Auftreten von Malignomen gesehen (O’Connell et al., 1976;
Weinberg et al., 1980; Weiss et al., 1991). Die Autoren berichten von Patienten, bei denen
es nach der Implantation einer Dacron-Aortenprothese wegen eines Aortenaneurysmas im
Bereich der Implantationsstelle zur Ausbildung eines Sarkoms kam. Des Weiteren
berichten Adams et al 2003 von einem Patienten, bei dem sich nach der Implantation eines
Biomaterials aus Metall ein Osteosarkom bildete.

Derzeit wird sehr intensiv in verschiedenen Arbeitsgruppen iiber eine mogliche
kanzerogene Gefahr durch implantierbare Kunststoffnetze diskutiert. Fakt aber ist, dass bis
heute kein einziger Fallbericht den schliissigen Beweis iiber eine mogliche Entstehung
eines bosartigen Tumors durch eine Implantation eines Kunststoffnetzes liefert. Auch bei
einer Nachbeobachtungszeit von bis zu 20 Jahren an einer Vielzahl von Patienten konnte
bisher nicht iiber die Induktion eines Sarkoms durch die Netze berichtet werden. Somit
sollte der Einsatz von implantierbaren Kunststoffnetzen ohne reelles Risiko sein (Shulman
et al., 1990; Ghadimi et al., 2002). Schumpelick kritisiert aber zu Recht, dass bis heute zu
wenige molekularbiologische Untersuchungen existieren, um eine wissenschaftliche

abgesicherte Aussage machen zu konnen (Schumpelick, 2002).

Betrachtet man die Ergebnisse, so wird deutlich, dass die Netze einen hemmenden Effekt
auf das Wachstumsverhalten der Fibroblasten ausiiben. Dennoch scheint es nicht sinnvoll,
anhand dieser Versuche die generelle Verwendung der Netze zu verurteilen, da sie in der
Hernienchirurgie einen bedeutenden Fortschritt im Bezug auf die Rezidiventwicklung
darstellen. Unabdingbar ist aber, dass die Indikation einer Netzimplantation vor allem bei
jungen Patienten sorgfiltig gepriift und kritisch mit dem Gebrauch der Netze umgegangen
wird. Es besteht die Notwendigkeit, bei der Implantation der Netze nur so viel Material wie
notig und so wenig wie moglich zu benutzen, um ein vielleicht doch bestehendes
karzinogenes Risiko zu reduzieren. Des Weiteren zeigen die Versuche, dass die
existierenden Netzmaterialien optimiert werden miissen, um nach der Definition von

Pizzoferrato (siehe 1.1.) eine noch bessere Biokompatibilitdt zu erreichen.

Um letztendlich zukiinftig den genauen Einfluss der Netze auf das Gewebe verstehen zu
konnen, sind aber noch weitere eingehende Untersuchung auf zell- und

molekularbiologischer Ebene noétig (Kierckpatrick, 2002). Deshalb ist das ndchste Ziel
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unserer Arbeitsgruppe die Reaktion von humanen Monozyten und Makrophagen auf das
Prolene®-Netz ebenfalls in einem Zellkulturmodell zu untersuchen und somit weitere

Aussagen iiber die zelluldre Reaktionen nach Kontakt mit Kunststoffnetzen zu erhalten.



66

5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe eines in-vitro Modells das Wachstumsverhalten von
humanen Fibroblasten nach Inkubation mit resterilisierten und nicht resterilisierten
Polypropylen-Netzen (Prolene®) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Zugabe eines
Netzes zu untersuchen. FEingesetzt wird dieses Netz im Bereich der Narben- und
Leistenhernienchirurgie.

Untersucht wurden dazu mit Hilfe der Durchflusszytometrie die proliferative Aktivitit, die
Apoptoserate  (programmierter Zelltod) der Fibroblasten nach Inkubation mit
resterilisierten und nicht resterilisierten Netzen und zusétzlich die Expression des
Hitzeschockproteins 70 als Ausdruck fiir den durch die nicht resterilisierten Netze
induzierten Zellstress. Die Proliferation wurde mit Hilfe des Proliferationsantigens Ki-67
gemessen, die Apoptoserate nach Farbung der Fibroblasten mit Annexin V bestimmt.

Um zu untersuchen, ob aus den Netzen irgendeine Substanz gelost wird, die
moglicherweise einen wachstumshemmenden Einfluss auf die Zellen ausiibt, wurden die
Netze mit Aqua dest. inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben im Massenspektrometer
analysiert. Zusitzlich wurden noch rasterelektronenmikroskopische Bilder der
resterilisierten und nicht resterilisierten Polypropylen-Netze angefertigt.

Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

Die Apoptoserate stieg nach 48 Std bei dem Ansatz mit den nicht resterilisierten Netzen
signifikant um das 10fache von initial 2% auf 19%. Anders verhielt sich der Ansatz mit
den resterilisierten Netzen. Hier kam es zu einem signifikanten Anstieg um das tlber
20fache von initial 2% auf 48% nach 48 Std. Allerdings wurde auch ein Anstieg der
Apoptoserate bei der Gruppe ohne Netzinkubation von initial 2% auf 10% nach 48 Std
beobachtet, was wahrscheinlich als Folge der speziellen Zellkulturbedingungen anzusehen

ist.

Die Proliferationsindizes der Kontrollgruppe (ohne Netz) und der Gruppe nach Inkubation
mit nicht resterilisierten Netzen zeigten im Verlauf der 48 Std nur geringe Unterschiede
und fielen gegen Ende des Versuches, wahrscheinlich ebenfalls als Folge der speziellen
Zellkulturbedingungen, leicht ab. Anders verhielt sich wiederum der Proliferationsindex
der Fibroblasten nach Zugabe eines resterilisierten Netzes. Hier kam es zu einem {iber den
gesamten Zeitraum zu beobachtenden und nach 48 Std signifikanten Riickgang der

Proliferation von initial 86% auf 42%.
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Die durchflusszytometrischen und zusétzlich immunzytochemischen Untersuchungen des
Hitzeschockproteins 70 zeigten im Verlauf von 48 Std in der Gruppe mit den nicht
resterilisierten Netzen und in der Kontrollgruppe nur geringe Unterschiede, so dass durch

die Netze keine Verdanderung der HSP 70 Expression nachweisbar war.

Betrachtet man die Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen, so
wird deutlich, dass bei den resterilisierten Netzen, aber erstaunlicherweise auch bei den
nicht resterilisierten Netzen oberflachliche Strukturverdnderungen zu sehen waren. Jedoch
sind diese Verdnderungen an resterilisierten Netzen deutlich stirker ausgeprigt. Der
Kontakt der Netze mit dem Zellkulturmedium und der Zellkultur scheint deren
oberflachliche Struktur zu verdndern, was durch das Resterilisieren noch deutlich verstarkt

wurde.

Massenspektrometrische Untersuchungen zeigten, dass aus den resterilisierten Netzen eine
noch nicht weiter definierte Substanz geldst wird. Inkubiert man diese mit Fibroblasten, so
kommt es zu einem dramatischen Anstieg der Apoptoserate der Zellen. Erstaunlicherweise
handelte es sich bei der isolierten Substanz nicht um Polypropylen mit einer sich
wiederholenden Massendifferenz von 42 amu, sondern um ein Polymer mit der sich
wiederholenden Massendifferenz von 44 amu. Das Polypropylen scheint durch den
Vorgang des Resterilisierens chemisch verdandert zu werden, so dass sich Molekiile daraus
l6sen konnen, die wiederum einen toxischen Einfluss auf die Fibroblasten haben.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so kann man folgende Aussagen treffen:

- Die Versuche zeigen, dass die Poylpropylen-Netze einen wachstumshemmenden
Einfluss auf die Fibroblasten ausiiben und die Struktur der Netze deutlich verédndert
wird. Die Netze scheinen nicht 100% biokompatibel zu sein. Neben einer weiteren
Materialoptimierung sind eine kritischere Verwendung der Netze und eine genaue

Indikationspriifung vor allem bei jungen Patienten zu empfehlen.

- Die Resterilisation der Polypropylen-Netze verursacht eine noch stirkere
Strukturverdnderung der Netzfilamente und 16st eine Substanz aus den Netzen, die
einen deutlichen wachstumshemmenden Einfluss auf die Fibroblasten ausiibt.
Somit muss von einer Resterilisation der Netze in einem Dampfautoklaven

abgeraten werden.
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8. Anhang

8.1. Nahrmedien, Kulturmedien und Lésungen

8.1.1. Nahr- und Kulturmedien

Einfriermedium
Komplett-Medium; 10 % FKS (Gibco BRL, Berlin) und 12 % DMSO (Sigma, USA)

FKS (Fotales Kalberserum)
FKS (Gibco BRL, Berlin), 50 min bei 56 "C hitzeinaktiviert

Komplettes Kulturmedium

450 ml RPMI-1640 (Gibco BRL, Berlin), 50 ml FKS (Gibco BRL, Berlin), 10 ml
Glutamin (Gibco BRL, Berlin), 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL, Berlin), 3 ml
Hepes Buffer Solution (Gibco BRL, Berlin)

8.1.2. Losungen

Die Herstellung der Losungen erfolgte mit autoklaviertem (121 ~C, 20 min) Aqua bidest.

Phosphate buffered saline (PBS, Gibco BRL, Berlin)
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM Na,HPO4x7H,0; 1,4 mM KH,POy; pH 7,4

0,25% (v/v) Triton-x 100 Lésung
50 ml Aqua bidest., 125 pl Triton-x 100 (Gibco BRL, Berlin)

Paraformaldehyd-L3dsung
PBS (Gibco BRL, Berlin), 2 % (w/v) Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt)

Staining Medium
PBS (Gibco BRL, Berlin), 1 % (v/v) FKS (Gibco BRL, Berlin)
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Annexin V Binding Buffer (Apoptosis detection Kit I, Pharmingen Heidelberg)
0,1 M Hepes, ph 7,4 1,4 mM NaCl; 25 mM CaCl,

Propidiumiodid-L6sung (Apoptosis detection Kit I, Pharmingen Heidelberg)
50 ug PI/ml PBS

8.2. Antikorper und Farbemethoden

Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit I (Pharmingen Heidelberg)

APAAP Mouse Monoklonal
(Nr.: D0651, Dako Danemark)

8.2.1. Priméarantikorper

Anti-Hsp70, Human (Mouse)
(Nr.: 386032, Calbiochem,USA)

Monoclonal Mouse Anti Human KI1-67 Antigen
(Nr.: FO788, Dako, Danemark)

8.2.2. Sekundarantikorper

FITC-Conjugated Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins
(Nr.: FO313, Dako Dinemark)
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8.3. Gerate

Brutschranke

Durchflusszytometer

Mikroskop

Rasterelektronenmikroskop

Sterile Werkbank

Zentrifugen

Zytozentrifuge

Massenspektrometer

Sterilisator

Fa. Heraeus, Osterode

FACScan, Fa. Becton Dickinson,
Heidelberg

ZEISS Axioplan, Fa. Carl Zeiss,
Oberkochen

SEM 505, Fa. Philips, Eindhoven

Class II Typ A/B3, Fa. Naire,
Plymouth
BSB 4 A, Fa. GELAIRE Flow

Laboratories GmbH, Meckenheim
Biofuge 22R, Fa. Heraeus, Hanau
Rotanta/TR  Hettich, Fa. Andreas
Hettich, Tuttlingen

Cytospin 2, Fa. Shandon, Pittsburgh

Apex II, Bruker-Daltonic, Billerica,
USA

Vernichtungs-Sterilisator,

Modell CS-V, Webeco, Bad Schwartau
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8.4. Tabellen aller Einzelmesswerte der Durchflusszytometrie

NRS | RS NRS| RS
Std |ohne Netz| Netze | Netze Std | ohne Netz |Netze| Netze
0 2,57 30 7,36 4,80 | 19,16
0 2,92 30 3,85 3,76 | 40,89
0 1,36 30 4,84 3,55 | 27,61
0 1,80 30 2,31 5,69 | 24,22
0 2,16 MW |30 7,17 7,84 | 21,49
0 0,71 SD |30 3,65 13,04| 20,87
6 3,48 3,30 | 4,32 30 4,86 6,45| 2571 | MW
6 3,96 2,91 | 7,16 30 2,03 3,59 | 8,00 SD
6 2,54 83 | 4,17 36 2,66 3,51 | 35,78
6 4,08 10,04 | 8,76 36 2,75 3,13 | 39,98
6 3,52 6,14 | 6,1 | MW |36 2,34 10,02| 40,5
6 0,70 358 | 2,24 | SD |36 4,62 16,5 | 43,93
12 2,20 6,69 | 5,19 36 3,69 8,29 | 40,04 | MW
12 2,16 4,63 | 3,93 36 1,60 6,32 | 3,34 SD
12 2,53 4,07 | 6,03 42 8,56 8,17 | 28,76
12 4,68 6,15 | 9,97 42 7,03 8,85 | 28,66
12 5,25 792 | 8,79 42 5,90 8,23 | 63,45
12 3,38 549 | 6,6 | MW M2 5,83 12,22] 46,04
12 1,33 1,70 | 23 | SD |42 16,26
18 8,80 7,39 | 19,27 42 6,83 10,75 42,50 | MW
18 2,65 8,88 | 18,35 42 1,28 3,50 | 24,82 SD
18 426 9,68 | 26,48 48 16,24 25,28 38,64
18 4,34 4,71 | 12,69 48 16,81 33,25| 48,05
18 5,30 7,10 | 18,38 | MW U8 4,70 12,13 75,12
18 2,38 2,28 | 5,23 | SD §48 3,30 6,37 | 30,00
24 5,70 10,85 | 23,09 48 10,26 19,26 47,95 | MW
24 4,66 6,25 26,71 48 7,28 12,33| 19,55 SD
24 5,66 5,86 | 10,94
24 8,09 11,39 | 15,24
24 7,49 5,58 | 15,16
24 5,45 5,57
24 6,18 7,58 |18,23 | MW
24 1,32 2,76 | 6,46 | SD

Tab. 5: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Annexin V Messung
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Std [ohne NRS RS Std |ohne NRS RS
Netz Netz Netz Netz Netz Netz
0 84,50 24 89,29 71,57 82,69
0 88,1 24 88,26 85,68 84,39
0 85,71 24 82,68 78,4 56,26
0 84,53 24 75,16 82,33 54,19
0 85,71 MW |24 75,98 82,03
0 1,69 SD [24 84,55
24 82,27 81,76 69,38 MW
6 85,69 | 85,00 | 94,05 24 6,62 3,24 16,38 |SD
6 90,17 | 89,44 | 95,05
6 95,82 | 95,46 | 94,04 30 87,17 70,14 71,45
6 96,43 | 96,52 | 86,29 30 91,82 81,16 73,35
6 92,03 | 91,61 |92,36 MW [30 87,83 78,24 67,97
6 5,079 5,40 4,07 SD |30 91,2 86,82 51,6
30 89,51 79,09 66,09 MW
12 78,58 80,60 | 53,9 30 2,34 6,95 9,92 SD
12 84,41 65,16 | 45,86
12 88,12 | 83,08 | 58,94 36 89,56 72,95 75,3
12 84,01 86,97 | 79,10 36 90,85 69,94 42,34
12 93,45 | 90,03 | 90,70 36 72,27 87,38 62,18
12 85,71 87,69 | 84,02 36 70,08 88,39 56,64
12 86,15 | 91,29 | 87,98 36 80,69 79,67 59,12 MW
12 84,43 89,26 | 89,27 36 11,04 9,58 13,65 |SD
12 85,61 | 84,26 |73,72 MW
12 4,19 851 [17,95SD §42 87,65 90,09 47,61
42 88,68 87,86 57,42
42 89,8 88,59 50,39
18 81,70 | 75,78 | 55,45 42 93,75 82,74
18 90,44 | 91,87 | 60,17 42 89,97 87,32 51,81 MW
18 79,01 85,92 | 71,55 42 2,67 3,19 506 SD
18 92,73 | 90,73 | 66,07
18 91,26 | 89,28 | 82,94 48 87,75 81,13 51,97
18 93,77 | 87,85 | 80,07 48 87,74 86,67 45,78
18 89,96 | 86,05 | 79,48 48 73,28 68,67 34,33
18 90,70 77,09 48 71,75 62,36 35,00
18 87,70 48 80,13 74,71 41,77 MW
18 88,59 | 86,78 | 71,60 MW i48 8,82 11,15 8,59 SD
18 5,01 534 10,10 SD

Tab. 6: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Ki-67 Messung




85

ohne mit ohne
Std [Netz Netz Std |Netz mit Netz
0 97,64 30 | 96,74 | 96,26
0 99,32 30 | 97,26 | 96,85
0 98.4 30 | 96,92 | 96,85
0 99,66 30 97,2 97,11
0 99,92 30 | 97,16 | 97,76
0 98,40 30 | 98,21 95,67
0 98,89 MW 30 | 97,25 | 96,75 MW
0 0,88 SD 30 0,51 0,72 |SD
6 97,36 | 99,10 36 | 97,31 95,14
6 97,66 | 97,02 36 | 98,06 | 95,37
6 98,04 | 98,23 36 | 99,09 | 97,33
6 97,14 |98,654 36 | 99,34 | 97,77
6 99,16 | 96,89 36 | 97,03 98,72
6 97,5 | 97,41 36 | 98,57 | 99,49
6 97,81 | 97,88 MW 36 | 90,76 | 90,17 MW
6 0,66 0,91 |SD 36 0,98 18 |SD
12 97,52 | 98,61 42 | 98,32 | 97,84
12 97,58 | 99,03 42 | 98,41 97,35
12 95,43 | 95,60 42 | 97,77 | 97,54
12 98,6 | 98,65 42 | 98,39 | 98,03
12 99,14 | 99,20 42 | 98,76 | 97,28
12 98,32 | 99,48 42 | 98,65 | 97,93
12 97,77 | 98,43 MW 42 | 98,38 | 97,66 MW
12 1,3 1,42 |SD 42 0,34 0,32 |SD
18 97,45 | 98,10 48 | 98,70 | 99,21
18 98,73 | 97,32 48 | 98,94 | 98,98
18 96,98 | 97,56 48 | 99,85 | 99,65
18 98,62 | 98,12 48 | 99,80 | 99,92
18 9891 | 99,1 48 | 98,45 | 98,52
18 96,78 48 | 98,61 98,75
18 97,77 | 98,43 MW 48 | 99,06 | 99,17 MW
18 0,87 0,80 |SD 48 0,61 0,53 |SD
24 99,80 | 99,84
24 99,90 | 99,75
24 99,80 | 99,81
24 99,90 | 99,81
24 99,70 | 99,96
24 99.84 | 99,39
24 99,82 | 99,76 MW
24 0,10 0,20 |SD

Tab.7: Ergebnisse der durchflusszytometrischen HSP 70 Messungen
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Std Kontrolle |NRS RS

48 0,49 1,86 8,75

48 0,89 1,38 9,40
48 0,75 1,99 13,75
48 1,25 1,35 8,13

MW 0,85 165 | 10,01
SD 0,32 0,33 2,55

Tab. 8: Ergebnisse der Apoptoserate der Fibroblasten nach 48stiindiger Inkubation mit den Lyophilisaten
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