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Proteinbeladene Hydrogele in der Wundheilung 

!  Wie läuft die Wundheilung ab? 
 

!  Welche proteinhaltigen Hydrogele sind im Handel? 
 

!  Wie kann man wundheilungsfördernde Effekte in vitro 
nachweisen? 
 
!     Monolayer-Kulturen 
!     organotypische Hautkonstrukte 
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Latenzphase/  
Exsudative Phase 

Proliferative Phase 

Epithelisierungsphase 
•  Proliferation von Keratinozyten der 

Basalzellschicht und des Wundrandes 
•  Migration über das Granulationsgewebe 

  4.                                         14.                                              21. 

Phasen der (primären) dermalen Wundheilung 
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Phasen der (primären) dermalen Wundheilung 

³Buchstein N. et al., Am J Pathol (2009) 

Kann die dermale Wundheilung auch bei 
chronischen Wunden unterstützt werden? 
 
"  Mangel an „aktivem“ HGF³ (endogener Ligand) 

 

 
 

Becaplermin (REGRANEX®, Janssen-Cilag 2000) 

rh-PDGF-BB = rekombinanter humaner Wachstumsfaktor 
Stimuliert Proliferation von Fibroblasten 
Formulierung: Hydrogel (0,01%) 
Zugelassen für die Behandlung schwerheilender Wunden, z.B. „offenes 

Bein“ bei Diabetikern 
 
2010 Rote-Hand-Brief: Neue Kontraindikation 

Mandracchia, Clin Podiatr Med Surg (2001) 

!  Wie läuft die Wundheilung ab?    ✔ 
 

!  Welche proteinhaltigen Hydrogele sind im Handel?     ✔



 
!  Wie kann man wundheilungsfördernde Effekte in vitro 

nachweisen? 
 
!     Monolayer-Kulturen 
!     organotypische Hautkonstrukte 
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Zelllinien 
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HDF (Cascade): primäre humane 
dermale Fibroblasten, Bestandteil der 
Dermis  

 

HaCaT (Prof. Fusenig): 
immortalisierte humane dermale 
Keratinozyten, Bildung der Epidermis 

  

 

 

PHK (Invitrogen): primäre humane 
dermale Keratinozyten  

 

Bestandteile der 
organotypischen 
Co-Kultur 

Kultiviert in 
serumhaltigem 
DMEM  

Kultiviert in 
serumfreiem K-
SFM (Ca2+ ) 

Internalin B321-Crystal Dimer1 (InlB321-CD)  

1Ferraris, D. M., Gherardi, E., Di, Y., Heinz, D.W., Niemann, H.H., J. Mol. Biol. (2009) 
2Lederle et al, Am. J. Pathol. (2006) 

• Dimerisiertes InlB321-Fragment  
•  Agonist am c-Met Rezeptor 
•  Stabilisiert den Rezeptor-Komplex 

Entwicklung von InlB321-CD1 aus Internalin B 
(Invasionsprotein von Listeria monocytogenes) 

Proliferation 
Migration 

Apoptose 

Rezeptor-
dimerisierung 

Phosphorylierungs
kaskade 
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In der Haut wird c-Met hauptsächlich von 
Keratinozyten exprimiert2 

Proliferationsassay: Zellzahl HaCaT – MTT Assay 

•  Dosisabhängiger proliferativer Effekt von InlB321-CD (0,5 / 0,05 nM) 
•  Überlegenheit des Dimers gegenüber äquimolarer Menge des Monomers 

(1 / 0,1 nM) 

Medium  

0,5 nM InlB321-CD  

30 nM HGF  

0,05 nM InlB321-CD  

0,01 nM InlB321-CD  

1 nM InlB321  

0,02 nM InlB321  

0,1 nM InlB321  NAD(P)H 

MTT-Reagenz                                          blaues Formazan 

Kolditz, Dissertation in Vorbereitung 

 ٭  ٭ 

 ٭ 

* p < 0,05  
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Medium  30      0,5        1      0,05     0,1     0,01    0,02 

Proliferationsassay: Zellzahl HaCaT – MTT Assay 

•  Dosisabhängiger proliferativer Effekt von InlB321-CD (0,5 / 0,05 nM) 
•  Überlegenheit des Dimers gegenüber äquimolarer Menge des Monomers 

(1 / 0,1 nM) 

Medium  

0,5 nM InlB321-CD  

30 nM HGF  

0,05 nM InlB321-CD  

0,01 nM InlB321-CD  

1 nM InlB321  

0,02 nM InlB321  

0,1 nM InlB321  

Kolditz, Dissertation in Vorbereitung 
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*p < 0,02 vs. Medium 

Medium        

0,5 nM InlB321-CD 
in HEC-Gel 

HEC-Gel       

0,5 nM InlB321-
CD in PBS 

 Autoklaviertes 
Hydroxyethylcellulose-Gel 0,6 % 

 Proteineinarbeitung 
(Endkonzentration 25 nM);  
24 h oder 7 d Lagerung im 

Kühlschrank  

 Verdünnen mit serumfreien 
Medium 1 : 50  

 Inkubation des HaCaT- 
Monolayer für 24 h 

Vergleich Proteinlösung und Protein-Hydrogel in Bezug auf Proliferation 

Proteinstabilität in Hydrogel-Formulierung 

24 h Lagerung des 
HEC-Gels 

7 d Lagerung des HEC-
Gels 

Kolditz, Dissertation in Vorbereitung 

Scratch-Assay in konfluentem Monolayer 

Messen der Scratchfläche nach 0 h mittels 
mikroskopischer Aufnahme; 
 
Inkubation mit Medium, Testprotein und HGF 

Messen der Scratchfläche nach 24 h  
 
Berechnung der Abnahme der Scratchfläche: 
ΔAgonist: A 0h und 24h  - ΔMedium: A  0h und 24h 
 

Setzen eines Scratches mit einer Pippettenspitze; 
  
Waschen mit PBS  

Kolditz, Dissertation in Vorbereitung 
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Scratch-Assay: Primäre humane Keratinozyten 
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0 h                     24 h  

-250000 0 250000

 

 

* p < 0.01 vs. Medium

* p < 0.03 vs. Medium

Medium 

 

 

0,5 nM HGF 

 

 

0,5 nM CD 

 

 

1 nM Monomer 

" Migratorischer Effekt (!) auf PHK  Monolayer 
Scratchflächenverkleinerung vs. Medium [µm²] 

Kolditz, Dissertation in Vorbereitung 

!  Wie läuft die Wundheilung ab?    ✔ 
 

!  Welche proteinhaltigen Hydrogele sind im Handel?     ✔



 
!  Wie kann man wundheilungsfördernde Effekte in vitro 

nachweisen? 
 
!     Monolayer-Kulturen     ✔ 
!     organotypische Hautkonstrukte 
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Verwendungsmöglichkeiten für Hautkonstrukte 

Permeations- und Metabolisierungsuntersuchungen 
•  Mit welcher Geschwindigkeit und in welchem Ausmaß wird ein 

Arzneistoff aus einer Zubereitung über die Haut hinweg resorbiert und 
metabolisiert? 

Cytotoxizitätsuntersuchungen 
•  Wie stark zellschädigend wirkt ein Stoff oder eine Zubereitung (z.B. 

zur Vermeidung von Untersuchungen am Tier)? 

Regenerationsuntersuchungen 
•  Kann ein Stoff oder eine Zubereitung zur Wiederherstellung des 

Ausgangszustandes nach Traumatisierung beitragen? 

Kultivierung des Dermisäquivalents  

16 

Sixwell 
Transwellinsert 

Polycarbonat-
filter (Ø 24mm) 

Kollagengel mit 
inkorporierten 
Zellen 

Mediumspiegel 

HDF  
humane dermale Fibroblasten 

Hoffmann, Dissertation TUBS 2006 

Kultivierung des Epidermisäquivalents 
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mehrschichtige 
Epidermis 

kontrahiertes 
Dermisäquivalent 

aufgesäte 
Zellen 

Mediumspiegel 

Metallplatte 

HaCaT   
transformierte humane Keratinozyten-Zelllinie 

Hoffmann, Dissertation TUBS 2006 

Hautkonstrukt (ASC) nach 4 Wochen Kultivierung 
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Hoffmann, Dissertation TUBS 2006 

ASC im Transwell® -Insert 
-makroskopisch- 

20 µm 

mehrschichtiger Aufbau der 
Epidermis mit Abflachung der 
Zellen im oberen Bereich 
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Apligraf® (Novartis/Organogenesis) 

FDA-Zulassung zur Anwendung  
bei diabetischen Fuß- und  
venösen Bein-Ulcera 

http://www.apligraf.com/professional/what_is_apligraf/
how_is_it_made/manufacturingVideo.html 

Histologische Auswertung 
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Im gefärbten Schnitt 
sichtbar: 

Fibroblasten im 
Kollagengel 

Mehrschichtiger 
Epidermisaufbau 

durch Keratinocyten 

Weber, Dissertation TUBS 2009 

In vitro Evaluierung von Formulierungen zur Wundheilung 
 

Zellkultur von Hautkonstrukten - Schädigung 
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SDS-Schädigung 
Weber, Dissertation TUBS 2009 

Regeneration SDS-geschädigter Hautkonstrukte 
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Weber, Dissertation TUBS 2009 

Regeneration SDS-geschädigter Hautkonstrukte 
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Weber, Dissertation TUBS 2009 

SDS 

mit 
AS 

ohne 
AS 

„Unreife“ Co-
Kultur mit 

abgetöteten 
HDF 

Mechanische Schädigung organotypischer Co-Kulturen 

„unreife“ Co-
Kultur mit 

lebenden HDF 

vollständig 
entwickelte Co-

Kultur     

 Kolditz, Dissertation in Vorbereitung  

Aufsetzen von PC-Membran 
(3 µm) auf Kollagengel 

Membranabnahme; 
mechanische Schädigung; 
Kultivierung auf toter Dermis 

vollständig entwickelte 
Epidermis  auf toter 

Dermis     

Schädigungmodell: 
Membranmethode 

Tag 1 

Tag 11 

Tag 25 

Tag 4 

Ausgießen des Kollagens 
mit inkorporierten 
Fibroblasten (HDF) 

Aufsaat  HaCaT 

Anheben an Air-Liquid-
Interface, MSBM 2 %  
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Mechanische Schädigung organotypischer Co-Kulturen 
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Vollständig differenzierte Epidermis auf abgetöteter Dermis 
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Epidermis Dermis 
Medium        

Epidermis Dermis 
Testprotein        

Testprotein 

Abgetötete Dermis 

Medium 

Wachstumsfaktoren, 
Cytokine,… 

Lebende Dermis 

Testprotein Medium 

 Kolditz, Dissertation in Vorbereitung  

Reepithelisierung mechanisch geschädigter Konstrukte 

26 

 Kolditz, Dissertation in Vorbereitung  

!  Wie läuft die Wundheilung ab?    ✔ 
 

!  Welche proteinhaltigen Hydrogele sind im Handel?     ✔



 
!  Wie kann man wundheilungsfördernde Effekte in vitro nachweisen? 

 
!     Monolayer-Kulturen     ✔ 
!     organotypische Hautkonstrukte    ✔ 

Proteinbeladene Hydrogele in der Wundheilung 
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Zusammenfassung 

• Nachweis proliferativer und migratorischer Effekte im Monolayer und 

organotypischen Hautkonstrukt  

•  kein invasives Wachstum bei organotypischen Hautkonstrukten 

• Hydrogele als Träger für Proteine und zu deren Stabilisierung 
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