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Einleitung

1 Einleitung

Ein gutes klinisches Behandlungsergebnis und eine kosmetisch ansprechende Narbe nach
(wirbelsaulen-) chirurgischen Eingriffen ist maflgeblich abhangig von einem komplikationslo-
sen Hautverschluss. Bei der Heilung einer solchen Wunde kann es zu Wundheilungsstorun-
gen, Infektionen, Schmerzen oder auch vermehrter Narbenbildung kommen. All dies sind Fak-
toren, die das Behandlungsergebnis negativ beeinflussen kénnen. In der Folge kommt es zu
einer geringeren Patientenzufriedenheit sowie auch héheren Behandlungskosten. Es ist daher
von Interesse, die Wundheilung nach wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen zu verbessern.

Propolis wird schon seit der Antike in verschiedenen Gebieten der Apitherapie eingesetzt -
auch zur Verbesserung der Wundheilung (Martinotti, Ranzato, 2015). Es ist somit ein mogli-

cher Kandidat zur Behandlung von Wunden.

1.1 Physiologie der Wundheilung

Bei der Wundheilung sind prinzipiell zwei unterschiedliche Mechanismen zu unterscheiden,
die Reparation und die Regeneration.

Wahrend der Reparation wird defektes oder fehlendes Gewebe durch unspezifisches Binde-
beziehungsweise Stltzgewebe ersetzt, welches dann vernarbt. Die Knochenheilung nimmt
hier insofern eine Sonderstellung ein, da die bindegewebige Matrix spater gewebespezifisch
(Knochenneubildung) umgebaut wird.

Alle Ubrigen Wunden heilen in der Regel nach den folgenden Gesetzmaligkeiten (Reparation),
die sich wiederrum von der zeitlichen Abfolge in drei Phasen der Wundheilung gliedern lassen
(Henne-Bruns D, Kriger U, 2012).

Exsudationsphase (ca. 4 Tage): Im Wundbereich sind Blut- und Lymphgefalie eréffnet. Durch

Blutgerinnung und Vasokonstriktion wird der Blutaustritt gestoppt. Fibrin verklebt die Wunde.
Es kommt zur Bildung von Wundschorf, folglich zur Abdeckung des Wundbettes und der Frei-
setzung von Wachstumsfaktoren und anderen Zytokinen aus den Blutplattchen. Granulozyten
und Histiozyten phagozytieren abgestorbenes Gewebe und Keime. Makrophagen setzen
ebenfalls diverse Zytokine frei, die zur Induktion der nachsten Phase flhren (Lillmann-Rauch,
2009).

Proliferationsphase (ca. 21 Tage (Siewert, Stein, 2012)): Ortsstandige Fibroblasten produzie-

ren Kollagenfasern und es kommt zum EinsprielRen von Kapillaren. Das Ergebnis ist ein zell-
reiches und dicht kapillarisiertes Granulationsgewebe zur Uberbriickung des Wundspaltes. Die

Fibroblasten ordnen sich am Wundrand an und wandeln sich zu Myofibroblasten. Diese
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enthalten kontraktile Elemente, welche zur Verkleinerung des Wunddurchmessers beitragen
(Lallmann-Rauch, 2009).

Regenerationsphase (ca. 3 Monate): Es kommt zur Einwanderung von Epithelzellen und zur

Apoptose der Myofibroblasten. Das Granulationsgewebe wird zu mechanisch belastbarem
Bindegewebe umgebaut. Nach der Vernetzung und Stabilisierung des Gewebes verbleibt eine

Bindegewebsnarbe (Lullmann-Rauch, 2009).

1.2 Fibroblasten

Fibroblasten (Abb. 1) sind ortsstéandige Zellen des Binde- und Stutzgewebes.
Morphologische Kennzeichen der Zellen sind ihr gestreckter Zellleib mit langen Auslaufern.
Ihre Hauptaufgabe liegt im Stoffwechsel der Bestandteile der extrazellularen Matrix. Hierbei
sind sie sowonhl fiir die Neusynthese als auch die Uberwachung des Abbaus der Matrix verant-
wortlich (Lallmann-Rauch, 2009). Es handelt sich also um sehr stoffwechselaktive Zellen und
somit verfligen sie auch Uber entsprechend zahlreiche Rezeptoren fir Zytokine und Hormone.
Dabei handelt es sich unter anderem um Rezeptoren fir die Wachstumsfaktoren TGF-3
(Transforming growth factor B), EGF (Epidermal Growth Factor), PDGF (Platelet-derived
growth factor) und Hormonrezeptoren, wie dem a-Estrogenrezeptor und Progesteronrezeptor
(Kawahara and Shimazu, 2003). All diese Rezeptoren sind Bestandteile der aktuellen For-
schung im Zusammenhang mit Fibroblasten, Zellproliferation und Wundheilung (Kawahara,
Shimazu, 2003; Li, 2018).

Als modifizierter Fibroblast, dem Myofibroblast, bildet dieser aktiv extrazellulare Matrix und hat
groRRe Ahnlichkeit mit einer glatten Muskelzelle. Er weist sowohl die fiir Muskelzellen typischen
Myofilamente, als auch glattmuskeltypisches a-Aktin und Kontraktilitdt auf. Diese Kontraktilitat
spielt eine entscheidende Rolle in der Physiologie der Wundheilung, da es durch sie zu einer
aktiven Verschmalerung des Wundspaltes kommt (Lullmann-Rauch, 2009).

Teil des passiven Stltzgeristes des Bindegewebes sind die Intermediarfilamente. Je nach
Lokalisation und Ursprung gibt es bei diesen eine grof3e biochemische Vielfalt. Zellen mesen-
chymaler Herkunft, wie beispielsweise Fibroblasten, sind an der Bildung der Intermediarfila-
mente beteiligt. Sie bilden die Vimetinfilamente. Vimentin kann somit als Marker fiir die Cha-
rakterisierung der Fibroblasten experimentell genutzt werden (Kihnel, 2002; Lillmann-Rauch,
2009).
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I 3109 pm I
Abbildung 1 Fibroblasten 10fach vergréert, Kamera: AxioCamMRS3; Autor: PD Dr. rer. nat. habil. D.-U. Richter.

1.3 Chirurgische Naht- und Knotentechnik

Die chirurgische Naht- und Knotentechnik spielen beim Wundverschluss eine entscheidende
Rolle. Prinzipiell kdnnen Einzelnahte, fortlaufende Nahte oder unterschiedliche medizinische
Wundkleber verwendet werden.

Auch die Beschaffenheit des Nahtmaterials ist von grofter Bedeutung. Im Laufe der Entwick-
lung wurde Nahtmaterial natirlicher Herkunft (Faden aus Darmen von Schafen und Rindern
[Catgut], Seide und Zwirn) und synthetisch hergestellte Polymere, wie u.a. Faden aus Poly-
amid [Nylon, Peron], Polyolefine und Polyester verwendet. Dazu gehdren auch resorbierbare
Polymere auf der Basis von Polyglykolsaure nebst Stahldraht oder Hautklammern aus anor-
ganischem Material.

Es besteht die Méglichkeit Nahtmaterial anhand seiner Starke zu klassifizieren. Maldgeblich
dabei sind je nach Land das metrische System (Normierungsvorschriften der Europaischen
Pharmakopde (EP)) oder die bis heute noch gebrauchliche Starkebezeichnungen der United
States Pharmakopeia (USP).

Als Alternative zum mechanischen Wundverschluss stehen sterile topische Hautkleber
(Dermabond®, LiquiBand® etc.) zur Verfigung (Wachter et al.,, 2010; Ando et al., 2014;
llgenfritz Neto et al., 2017).

Polyhexanidhaltige Wundgels (Lavanid®) dienen als mikrobakterielle Barriere, haben eine rei-
nigende Wirkung und befeuchten die Wunde, sodass sie als konservierender Verband zur Mi-
nimierung des Risikos der Keimverschleppung aus der Umgebung der Wunde und vor einem
Keimeintritt von aufen schiitzen (Rothenberger et al., 2016).

Eine Gewebenaht soll zum einen die beiden zu vereinigenden Gewebe adaptieren und zu-

gleich eine ausreichende Durchblutung garantieren. Optimale Bedingungen daflr herrschen,
7
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wenn die Wundrander exakt, spannungsfrei und ohne Hohlraumbildung miteinander vereint
werden.

Zu unterscheiden lassen sich generell die Einzelknopf- von der fortlaufenden Naht, wobei
beide Techniken ihre eigenen Vor- und Nachteile aufweisen und entsprechend ihrer Vorziige
zum Einsatz kommen.

Die Einzelknopfnaht (Abb. 2) bringt eine héhere Sicherheit mit sich und hat den Vorteil, dass
sie sich partiell er6ffnen lasst. Die fortlaufende Naht (Abb. 3 und 4) zeichnet sich durch ihre
schnelle Durchflhrbarkeit und einen dichten Wundverschluss bei gleichmafiger Verteilung der
Kraftwirkung Uber die Wundstrecke aus (Petres, Rompel, 2008).

Bei der optimalen Nahttechnik sind die Nahte gentigend weitgreifend und der Fadenabstand

gleichmaRig.

Abbildung 2 Einzelknopfnaht; Autor: Schumpelick
et al. 2013, Operationsatlas Chirurgie
4. Auflage, Thieme Verlag.

< |

Abbildung 3 Fortlaufende Naht; Autor: Schumpelick  Abbildung 4 Fortlaufende Intrakutannaht (In dieser
et al. 2013, Operationsatlas Chirurgie Studie angewendet); Autor: Schumpelick
4. Auflage, Thieme Verlag. et al. 2013, Operationsatlas Chirurgie
4. Auflage, Thieme Verlag.

Trotz Anwendung einer optimalen Nahttechnik, kann durch die kiinstliche Verbindung der Ge-
webe nur ein Bruchteil der naturlichen Festigkeit erreicht werden, da sich die Kraft auf die Naht
konzentriert und nicht auf das Hautfeld verteilen kann. Somit tragt auch weiterhin die Ruhig-

stellung der betroffenen Region zu einem besseren Ergebnis bei (Siewert, Stein, 2012).
8
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1.4 Narbenbeurteilung

Die subjektive und die objektive Beurteilung von Narben kdnnen auseinandergehen. Es kommt
die Frage auf, wie sich eine Narbe korrekt beurteilen und ihr Zustand dokumentieren lasst.
Die Notwendigkeit eines anerkannten einheitlichen Hilfsmittels zur Beurteilung von Narben fur
die evidenzbasierte Medizin wurde lange von Dermatologen und plastischen Chirurgen disku-
tiert (Cromi et al., 2010).

Zunachst entwickelte man fir die Begutachtung von Verbrennungsnarben die rein objektive
Vancouver Scar Scale (VSS), welche auch als Grundlage zur Beurteilung anderer Narbenty-
pen verwendet wird (l. Stoffels et al., 2010). Der Score besteht aus den vier Variablen: Vasku-
laritat, Erhabenheit, Geschmeidigkeit und Pigmentierung. Dabei kénnen Werte von 0 bis 14
erreicht werden, wobei 0 die normale Haut und 14 eine pathologisch veranderte Narbe dar-
stellt. Es handelt sich derzeit um einen der meist genutzten Scar Assessment Scores
(Draaijers et al., 2004).

Die Symptome und der Einfluss der Narbe auf die Patientenzufriedenheit sind jedoch nicht zu
vernachlassigende Komponenten, welche ein optimales Assessment erfassen sollte (Sullivan
et al., 1990; Mundy et al., 2016).

Dazu kam es als ersten Schritt zu einer Anpassung der VSS. Die modifizierte VSS (mVSS)
beurteilt somit auch subjektive Komponenten der Narbe wie Schmerz und Juckreiz (I.Stoffels
etal., 2010).

Weiterhin beschrieben Draajers und Kollegen die Observer Scar Assessment Scale (OSAS),
welche, wie die VSS auch, zur subjektiven Beurteilung der Narbe dient. Bei einer Vergleichs-
studie zeigt sich bei der OSAS eine hohere Reliabilitat, als bei der VSS (OSAS r=0.73, VSS
r= 0.69) (Draaijers et al., 2004). Die OSAS stellt also ein gut geeignetes und zuverlassiges
Tool zur Beurteilung von Narben dar (Draaijers et al., 2004).

2004 entwickelte Draajers et al. die Patient and Observer Scar Assessment Scale (POSAS),
welche die subjektive Zufriedenheit des Patienten mit berticksichtigt (Cromi et al., 2010; |
Stoffels et al., 2010). Die POSAS beinhaltet eine Beurteilung der Narbe selbst, narbenbezo-
gener Symptome, und psychische Charakteristika der Narbe durch den Patienten, sowie eine
objektive Beurteilung der Narbe durch den Arzt. Somit stellt die POSAS also eine Kombination
aus den urspringlichen Scores OSAS (Untersucher-Score) und PSAS (Patient Scar Assess-
ment Scale) (Patienten-Score) dar (Draaijers et al., 2004).

Der Arzt und der Patient beurteilen die betroffene Haut am selben Tag. Haufig gehen dabei
die Wertungen durch den Arzt und den Patienten etwas auseinander. Durch den Patienten
wird die Narbe meist schlechter beurteilt, als durch den Arzt. Dies kann an einer emotionalen
Komponente, dem Selbstbild des Patienten oder an psychosozialen Faktoren liegen. Bei-

spielsweise wird die Narbe bei einem Leidensdruck durch Juckreiz durch den Patienten

9
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schlechter beurteilt, als durch den Arzt, welcher dies objektiv nicht immer erfassen kann (Cromi
et al., 2010).

In sich zeigt die POSAS eine gute interne Konsistenz (Cronbach’s a= 0.86 (observer), a= 0.9
(patient)) und Reliabilitat (Gesamtscore: r=0.96, p<0.001) und beweist sich somit als geeigne-
tes Tool (Mundy et al., 2016).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es mittlerweile gute Messinstrumente zur Beur-
teilung von Narben gibt, die standig weiterentwickelt werden. Den optimalen Score zu entwi-
ckeln ist jedoch noch Gegenstand der aktuellen Forschung.

Die VSS stellt ein etabliertes Tool dar, welches sich fur die objektive Beurteilung einer Narbe
eignet (Nedelec, Shankowsky, Tredget, 2000; Chan et al., 2005; |. Stoffels et al., 2010), wah-
rend der PSAS der subjektiven Beurteilung der Narbe durch den Patienten dient (. Stoffels et
al., 2010).

1.5 Postoperative Wundheilungsstorungen und ihre Folgen

Postoperative Wundheilungsstérungen und Infektionsraten nach wirbelsdulenchirurgischen
Eingriffen werden in der Literatur zwischen 0 % bis 12,7 % angegeben (Barker et al., 2002;
Fang et al., 2005; Demura et al., 2009; Pull Ter Gunne, Cohen, 2009; Wachter et al., 2010;
Boody et al., 2015; Liu et al., 2018).

Die Wundheilung kann durch verschiedene lokale sowie auch systemische Stérfaktoren nega-
tiv beeinflusst werden.

Lokal spielt vor allem die Hypoxie eine tragende Rolle. Durch Mikro- und Makroangiopathien
wird das Gewebe einem hypoxischen Milieu ausgesetzt. Unter chronisch hypoxischen Bedin-
gungen kommt es nachweislich zu einer erniedrigten Zellproliferation, was eine verzdgerte
Wundheilung zur Folge hat. Weitere lokale Storfaktoren stellen Fremdkérper, Wundédeme,
starker lokaler Druck und Wundinfektionen dar.

Systemisch ist unter anderem die Stoffwechsellage des Patienten fiir das Ergebnis ausschlag-
gebend.

Hierbei entscheidend ist beispielsweise der Ernahrungszustand. Bei stark kachektischen Pa-
tienten kommt es, werden diese nicht praoperativ alimentar vorbereitet, haufiger zu Wundhei-
lungsstorungen (Henne-Bruns D, Kriger U, 2012; Siewert, Stein, 2012). Bei Patienten mit ei-
nem Diabetes mellitus ist ebenfalls bekannt, dass die Rate an postoperativen Wundheilungs-
stérungen deutlich erhoht ist (Henne-Bruns D, Kriiger U, 2012; Siewert, Stein, 2012).
Tumorpatienten nehmen hierbei noch eine Sonderstellung ein. Sie weisen zum einen haufig
eine Kachexie auf, zum anderen kommt es durch den Einsatz von Zytostatika zu einer gerin-
geren Zellproliferation, was sich auch auf die Wundheilung auswirkt (Henne-Bruns D, Krlger

U, 2012; Siewert, Stein, 2012).
10
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Ahnliche Probleme zeigen auch Patienten mit medikamentdser Immunsuppression, welche
ebenfalls eine verzogerte Zellproliferation aufweisen (Henne-Bruns D, Kriger U, 2012;
Siewert, Stein, 2012).

Charakteristika der Wundheilungsstérungen sind nach Meseci et al. eine lokale Entziindung,
eine exzessive Fibroblasten-Proliferation und anormale Ablagerungen von Proteinen der ext-
razellularen Matrix (Meseci et al., 2017).

Méogliche Folgen sind hypertrophe Narben (Keloide), psychische Beeintrachtigungen und ver-
mehrte Behandlungskosten als Folge verlangerter Krankenhausaufenthalte oder Revisions-
eingriffe (Khasa |, Harrison B, 2016; Mundy et al., 2016; Atkinson et al., 2017; Patel et al.,
2017).

Narben und Wundheilungsstérungen wirken sich also auf verschiedene Bereiche der Gesund-
heit aus, haben einen Einfluss auf das physische und psychische Befinden sowie die Behand-
lungskosten. Den Patienten interessiert vor allem das asthetische Ergebnis und das Wohlbe-
finden. Das sind Aspekte, die in der plastischen Chirurgie haufig im Vordergrund stehen
(Brown et al., 2008; Mundy et al., 2016).

Wirtschaftlich betrachtet stellen postoperative Wundheilungsstérungen ebenfalls ein grofRes
Problem dar. Wenn Infektionen der Wunde auftreten, sind verlangerte Krankenhausaufent-
halte und kostenintensive Folgeoperationen haufig die Folge. Patel et al. zeigten, dass es bei
einer postoperativen Wundinfektion zu einer Verdopplung der anfallenden Behandlungskosten
pro Patient kommt (Patel et al., 2017).

Infektionen nach wirbelsaulenchirurgischen Engriffen werden meist durch Staphylokokkus au-
reus, einschlieBlich der Methicillin-resistenten Form (MRSA), verursacht (Patel et al., 2017).
Weitere haufige Ursachen fur Wundheilungsstérungen sind folgende pathogene Keime: Pseu-
domonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Echeria Coli und Staphylokokkus epidermidis

(Berretta, Nascimento, Bueno, de Oliveira Lima Leite Vaz, et al., 2012).

Trotz des standardisierten Einsatzes von Antibiotika zur perioperativen Prophylaxe in der Wir-
belsdulenchirurgie sind postoperative Wundinfektionen nicht vollkommen vermeidbar. So
denn es zu einer Infektion kommt, treten diese gehauft innerhalb der ersten 30 Tage auf (Patel
etal., 2017).

Postoperative Wundinfektionen treten haufiger nach langerer OP-Dauer auf (Patel et al.,
2017). Die Grofie des chirurgischen Zugangs, die Lokalisation, der Einsatz von Implantaten
(Fremdkdrpern), sowie technisch aufwandigerer komplexere Eingriffe sind weitere Faktoren

mit einem Einfluss auf die Wundheilung (Patel et al., 2017).
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Die Pravention und effektive Behandlung von postoperativen Wundheilungsstérungen und —
infektionen sind daher unverandert von gro3em Interesse fir die Patienten, den Therapeuten

und fur die Kostentrager.

1.6 Propolis

1.6.1 Propolis als Heilmittel und seine Historie

Bei Propolis handelt es sich um ein Naturprodukt ,hergestellt® von der Honigbiene Apis
mellifera.

Die Arbeiterbienen sammeln verschiedene pflanzliche Materialien mit ihren Hinterlaufen ein,
zerkauen diese und geben diesem Gemisch somit Enzyme ihres Speichels und Bienenwachs
bei. Die von den Bienen daflir angeflogenen Pflanzen sind in Europa unter anderem Pappeln,
Weiden, Koniferen, Birken, Ulmen, Buchen, Erlen und Rosskastanienbaume. Pappeln und Ko-
niferen stellen jedoch die Hauptquelle des europaischen Propolis dar und sorgen fiir den cha-
rakteristisch hohen Gehalt an wirkungsvollen Flavonen. Gesammelt werden von den Bienen
dabei Sekrete, die aktiv von Pflanzen sezerniert und Substanzen, die aus pflanzlichen Wunden
abgegeben werden. Dabei handelt es sich um lipophile Materialien auf Blattern und Knospen,
Schleim, Pflanzengummi, Harze und Kautschukmilch. Nach der Verarbeitung all dieser Kom-
ponenten durch die Arbeiterbienen, kommt es somit zu der klebrigen, harzigen Masse von
Propolis (Bankova, de Castro, Marcucci, 2000; Henshaw et al., 2014; Martinotti, Ranzato,
2015). Eine Bienenkolonie kann auf diese Weise pro Jahr bis zu 150-200 g Propolis produzie-

ren.

Abbildung 5 Propolis in seiner Rohform [Urheberrecht: ©photocrew - stock.adobe.com].

Seit Jahrhunderten wird Propolis als naturliches Heilmittel gegen verschiedene Beschwerden
und Krankheitsbilder eingesetzt. Aufzeichnungen zufolge wurde das Bienenharz schon im
12
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alten Agypten, in Persien und von den Rémern zur Linderung vieler Beschwerden und zur
Einbalsamierung verwendet.

Der Name Propolis ist nicht botanischer Natur, sondern wurde von Aristoteles gepragt. Er setzt
sich zusammen aus den griechischen Worten ,Pro“ (vor) und ,Polis* (Stadt) und bedeutet so-
mit Ubertragen ,Verteidiger der Stadt“. Davon lasst sich auch die Funktion von Propolis fir die
Bienenkolonien ableiten. Im Bienenstock kommt es an den inneren Wanden zum Schutz vor
Eindringlingen wie beispielsweise Schlangen und Eidechsen, Witterung und zur Pravention

von Pilz- und Bakterienwachstum zum Einsatz (Martinotti, Ranzato, 2015).

Abbildung 6 Handelslbliche Propolis-Tropfen; Fa. Aleavedis Naturprodukte GmbH, (PZN: 10757589).

1.6.2 Chemische Zusammensetzung des Propolis

Die chemische Zusammensetzung variiert je nach geographischer Lage und Bienenstamm.

Hierbei spielt zum einen eine wichtige Rolle, welche Pflanzen die Biene in ihnrem Einzugsgebiet
anfliegen kann. Zum anderen wurden Variationen der Zusammensetzung des Propolis beo-
bachtet, welches zwar aus derselben Region stammt, jedoch von einer anderen Apis mellifera

Subspezies gesammelt wurde (Martinotti, Ranzato, 2015).

1.6.3 Biologische Effekte von Propolis
Die biologischen Effekte von Propolis und seinen Inhaltsstoffen wurden bereits in einigen Stu-
dien untersucht und belegt (Kilicoglu, Kilicoglu, Erdemli, 2008; Berretta, Nascimento, Bueno,

Leite Vaz, et al., 2012; Henshaw et al., 2014; Pasupuleti et al., 2017).
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Das weit gefachert Wirkspektrum von Propolis ist in erster Linie auf die Polyphenole, einer der
wesentlichen Wirkstoffgruppen und Hauptbestandteil des Propolis, zurlickzufiihren.
Polyphenole haben durch verschiedene Mechanismen eine antioxidative Wirkung. Zum einen
greifen sie an unterschiedlichen Punkten selbst in die ROS-Kaskade (reactive oxygen species)
ein, welche eine wichtige Rolle sowohl in der physiologischen als auch in der pathologischen
Induktion der Zellapoptose und somit im Zellzyklus spielt (Simon, Haj-Yehia, Levi-Schaffer,
2000), zum anderen zeigen sie eine synergistische Wirkung mit anderen Antioxidantien
(Martinotti, Ranzato, 2015). Olczyk und Mitarbeiter postulieren, dass durch die antioxidative
Wirkung von Propolis méglicherweise freie Radikale in Haut und Narbengewebe abgefangen
werden, die Wundheilungsstérungen begunstigen (Olczyk, Wisowski, et al., 2013). Zudem
beugt Propolis der Lipidperoxidation und Zellnekrosen vor (Olczyk, Komosinska-Vassev, et al.,
2013; Martinotti, Ranzato, 2015).

Die starkste antioxidative Wirkung zeigt Propolis, welches die Flavonoide Kaempferol und Kaf-
feesaurephenylester (CAPE) enthalt (Castaldo, Capasso, 2002; Olczyk, Wisowski, et al.,
2013).

Die in Propolis enthaltenen Polyphenole wirken antiinflammatorisch und beeinflussen die Zell-
proliferation und Apoptose (hauptsachlich Kaffeesaure, Kaffeesaurephenylester, Artepillin C,
Quercetin, Resveratrol, Galangin, Genistein, Apigenin), inhibieren Zykline, welche den Zell-
zyklus arretieren (Genistein, Quercetin, Chrysin, Apigenin, Kaempferol, Luteolin) und zeigen
durch Wirkung an Estrogenrezeptoren eine antiproliferative Wirkung (Galangin, Genistein,
Resveratrol) (Martinotti, Ranzato, 2015).

Eine solide Evidenz, welche die antimikrobiellen Eigenschaften von Propolis stitzt, existiert
bereits (Henshaw et al., 2014).

In Wunden reduziert Propolis die Anzahl an Bakterien. Gréftenteils geschieht dies Uber seine
bakteriostatische Wirkung vor allem gegentiber Pseudomonas aeruginosa. Es zeigt zudem
eine grofe inhibitorische Wirkung gegentiber E.Coli, Staphylokokkus aureus und Bacillus sub-
tilis, welche gemeinsam die haufigsten Erreger fir Wundinfektionen darstellen. Zudem kommt
es zu einer Inhibition der Proliferation von Viren und von Pilzen wie beispielsweise Candida
albicans (Grange, Davey, 1990; Tosi et al., 1996; Marcucci et al., 2001; Miltyk et al., 2014).
Es wird davon ausgegangen, dass Propolis die Wirkung systemischer Antibiotika lokal unter-
stutzt, potenziert und besonders bei infizierten Wunden Vorteile bringt (Henshaw et al., 2014).
Die antimikrobielle Wirkung wird vor allem auf die Flavonoide Pinocembrin, Galangin und
Pinobanksin zuriickgefuhrt, wobei sich gezeigt hat, dass Propolis mit Pappeln als pflanzliche
Quelle die effizientesten antimikrobiell, d.h. gegen pathogene Bakterien wirkt (Martinotti,
Ranzato, 2015).
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Die antibakterielle Wirkung des Harzes zeigt sich mehr bei Gram-positiven Erregern, als bei
Gram-negativen (Grange, Davey, 1990). Pinocembrin, eine Wirkstoffkomponente von Propo-
lis, wirkt vor allem auf Streptokokken, Apigenin auf die bakterielle Glycosyltransferase und P-
Coumarinsaure und Artepillin C auf Helicobacter pylori (Marcucci et al., 2001; Martinotti,
Ranzato, 2015). Zusammengefasst sind die Flavonoide des Propolis fur die antibakterielle
Wirkung verantwortlich. Seine Wirkung auf bestimmte Erreger variiert somit je nach Zusam-

mensetzung dieser (Tab. 1).

Im Zusammenhang mit der Wundheilung werden Propolis antiseptische, antibakterielle, an-
timykotische, adstringente, spasmolytische, antientziindliche, anasthetische, antioxidative, an-
tifungale, antiulzerdse, antikarzinogene und immunmodulatorische Effekte nachgesagt.

Es zeigt eine sehr geringe Inzidenz an Unvertraglichkeiten, ist nicht toxisch und weist ein ge-
ringes Nebenwirkungsprofil auf (Rocha et al., 2013; Henshaw et al., 2014; Martinotti, Ranzato,
2015).

Studien zeigten, dass die lokale Applikation von Propolis die Rate der Wundheilung und
Reepithelialisierung bei Nagern steigert und die Infiltration von neutrophilen Granulozyten min-
dert, wahrend der Influx von Makrophagen normalisiert wird (Henshaw et al., 2014; Martinotti,
Ranzato, 2015).

In der initialen Phase der Wundheilung stimuliert das Bienenharz signifikant die Produktion
von Komponenten der Extrazellularen Matrix, gefolgt von einer Reduktion dieser in der spate-
ren Phase. Somit wird ein Gleichgewicht fir einen regulierten Ablauf der Wundheilung ge-
schaffen (Sehn et al., 2009; Martinotti, Ranzato, 2013; Toreti et al., 2013; Olczyk, Komosinska-
Vassev, Wisowski, Mencner, Stojko, Ewa M Kozma, 2014).

Eine weitere Stellschraube der Wundheilung ist die Inflammation. Es konnte in vorausgegan-
genen Studien (Castaldo, Capasso, 2002; Sawicka et al., 2012; Kuropatnicki, Szliszka, Krol,
2013) gezeigt werden, dass der im Propolis enthaltene Kaffeesaurephenylester (CAPE) po-
tenziell in der Lage ist, die pro-inflammatorische Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) zu hem-
men, wodurch eine antiinflammatorische Wirkung erzielt wird (Castaldo, Capasso, 2002;
Sawicka et al., 2012; Kuropatnicki, Szliszka, Krol, 2013).

Tabelle 1 Biologische Wirksamkeit der Komponente von Propolis) zeigt eine Ubersicht tiber

die Komponenten von Propolis und ihre biologische Wirksamkeit.

Propolis ist ein nutzliches Produkt und findet vor allem in der komplementaren Medizin und
Apitherapie breite Anwendung. Viele Patienten sind gegentiber der Anwendung von Naturpro-
dukten, wie dem Bienenharz, aufgeschlossen. Diese weist zudem geringe Kosten auf und stort
den taglichen Ablauf im Klinikalltag nicht (Henshaw et al., 2014).
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Der Tenor in der aktuellen Literatur ist, dass Propolis zur Verbesserung der Wundheilung bei-
tragt (De Almeida et al., 2013; Olczyk, Komosinska-Vassev, et al., 2013; Henshaw et al., 2014;
Olczyk, Komosinska-Vassev, Wisowski, Mencner, Stojko and Ewa M Kozma, 2014,
Afkhamizadeh et al., 2018; Krupp et al., 2019; Mujica et al., 2019). Untersucht wurde dies
bereits in verschiedenen Einsatzgebieten. Besonders zum Einsatz kam Propolis bei der The-
rapie von diabetischen FuRulcera beim Menschen, wo es vor allem in der frihen Phase der
Heilung einen Vorteil brachte (Henshaw et al., 2014; Afkhamizadeh et al., 2018; Mujica et al.,
2019). Auch bei vendsen Beinulcera zeigte sich eine Verbesserung der Wundheilung durch
den Einsatz von Propolis (Kucharzewski, Kézka, Urbanek, 2013a).

Des Weiteren untersuchten mehrere Arbeitsgruppen bereits seine unterstitzende Wirkung der
Wundheilung bei Verbrennungswunden (De Almeida et al., 2013; Olczyk, Komosinska-
Vassev, et al., 2013; Olczyk, Komosinska-Vassev, Wisowski, Mencner, Stojko, Ewa M Kozma,
2014; Krupp et al., 2019). Dort fand man heraus, dass Propolis im Wundbett der Verbren-
nungswunden die Akkumulation von Glykosaminoglykanen stimuliert, welche fiir die Granula-
tion, Gewebewachstum und den Wundverschluss notwendig sind (Olczyk, Komosinska-
Vassev, et al., 2013).

Auch in der Zahnmedizin wurde Propolis bereits fiir verschiedene Einsatzmdoglichkeiten unter-
sucht (Akhavan-Karbassi et al., 2016; Abbasi et al., 2018; Ahangari, Naseri, Vatandoost,
2018). Hierbei ging es beispielsweise um die Verbesserung der Wundheilung bei oraler Mu-
cositis in Folge einer Chemotherapie (Akhavan-Karbassi et al., 2016), die Verbesserung der
oralen Gesundheit mit unter anderem Vermeidung von Karies und Verbesserung der Wund-
heilung (Abbasi et al., 2018). AuRerdem wurde gezeigt, dass Propolis die Vitalitat peridontaler
ligamentarer Zellen unterstitzt und die Aktivitat von Osteoklasten inhibiert (Ahangari, Naseri,
Vatandoost, 2018).

Alle diese Studien gehen von einer Verbesserung der Wundheilung durch Propolis aus.

Wundheilungsstérungen nach wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen wurden bereits in einigen
Studien, z.B. (Pull Ter Gunne, Cohen, 2009; Pull Ter Gunne, Van Laarhoven, Cohen, 2010;
Wachter et al., 2010; Ando et al., 2014; Boody et al., 2015; Patel et al., 2017), untersucht.

Studien zur Verbesserung der Wundheilung durch Propolis nach wirbelsdulenchirurgischen

Eingriffen wurden bisher noch keine veroéffentlicht.

Fazit: Insgesamt handelt es sich bei Propolis um ein Naturprodukt mit unterschiedlichen Wirk-
stoffen, welches grof3es Potential zur Optimierung der Wundheilung nach chirurgischen Ein-
griffen hat. Seine medizinische Wirksamkeit konnte seit einigen Jahrzehnten erforscht und be-

reits in klinischen und experimentellen Arbeiten wissenschaftlich nachgewiesen werden (Tosi
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et al., 1996; Kujumgiev et al., 1999; Vynograd, Vynograd, Sosnowski, 2000; Castaldo,
Capasso, 2002; Huleihel, Isanu, 2002; Scott R Gregory et al., 2002; Gekker et al., 2005;
Nolkemper et al., 2010; Berretta, Nascimento, Bueno, de Oliveira Lima Leite Vaz, et al., 2012;
Jastrzebska-Stojko et al., 2013; Martinotti, Ranzato, 2013; Henshaw et al., 2014; Takzaree et

al., 2016).

Tabelle 1 Biologische Wirksamkeit der Komponente von Propolis.

Biologische Wirksamkeit

Komponente

Referenz

Antimikrobiell

Antiviral

Antifungal

Pinocembrin, Apigenin,
p-Coumarinsaure,

Artepillin C, Galangin,

Pinobanksin

Galangin, Chrysin

nicht separat untersucht
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Grange, Davey, 1990;
Tosi et al., 1996;
Kujumgiev et al., 1999;
Bankova, de Castro,
Marcucci, 2000;

Marcucci et al., 2001;
FERNANDES JR. et al.,
2001;

Castaldo, Capasso, 2002;
Scott R. Gregory et al.,
2002;

Sforcin, Orsi, Bankova,
2005;

Scazzocchio et al., 2006;
Gonsales et al., 2006;
Pull Ter Gunne, Cohen,
2009;

Sawicka et al., 2012;
Martinotti, Ranzato, 2013;
Olczyk, Komosinska-
Vassev, et al., 2013;
Jastrzebska-Stojko et al.,
2013;

Kuropatnicki, Szliszka, Krol,
2013;

Miltyk et al., 2014;
Olczyk, Komosinska-
Vassev, Wisowski, Mencner,
Stojko, Ewa M. Kozma,
2014;

Henshaw et al., 2014;
Takzaree et al., 2016;
Corréa et al., 2017a
Amoros et al., 1992;
Vynograd, Vynograd,
Sosnowski, 2000;
Huleihel and Isanu, 2002;
Gekker et al., 2005;
Nolkemper et al., 2010;
Schnitzler et al., 2010
Dobrowolski et al., 1991;
Kujumgiev et al., 1999;
Ota et al., 2001
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Antioxidativ

Anti-Inflammatorisch

Anti-Tumoros

Wundheilungsfordernd

Antiproliferativ

Kaempferol, Kaffeesau-
rephenylester (CAPE)

Kaffeesaurephenyles-
ter (CAPE), Artepillin C,
Quercetin, Resveratrol,
Galangin, Genistein,
Apigenin

Galangin,

nicht separat untersucht

Galangin, Genistein,
Resveratrol
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2 Zielstellung

Das Ziel der Arbeit besteht darin, dass in einer klinischen Studie das Erganzungspraparat Pro-
polis getestet wird, um eine Weiterentwicklung in der Wundheilung zu erreichen. Der Fokus
der Arbeit ist gerichtet auf eine Verbesserung der klinischen und kosmetischen Ergebnisse

sowie auf die Patientenzufriedenheit, als auch die Senkung der Behandlungskosten.

Propolis ist schon seit der Antike in verschiedenen Anwendungsgebieten als Apitherapeutikum
— auch bei der Behandlung von Wunden - im Einsatz (Martinotti, Ranzato, 2015).

In Kenntnis der aktuellen Literatur liegen bisher keine randomisierten, placebo-kontrollierten
Studien zur Evaluation unterschiedlicher topisch applizierter Wundauflagen nach mehrschich-
tigem Wundverschluss bei wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen an der Brust- und Lendenwir-
belsaule vor.

Diese Arbeit, eine Pilotstudie, untersucht eine naturheilkundliche Substanz (Propolis) mit Hilfe
von Bindegewebszellen (Fibroblasten) in-vitro (Teil 1) und deren postoperative Anwendung in-
vivo (Teil 2) im Zusammenhang mit der Wundheilung und Narbenbildung nach wirbelsaulen-
chirurgischen Operationen.

Man stellte die Hypothese auf, dass Propolis die Wundheilung verbessere.

Die Studie gliedert sich in zwei Teile, einen experimentellen, sowie einen klinischen Abschnitt.
Der experimentelle Teil der Studie analysiert:

1.) Inhaltsstoffe und Eigenschaften der naturheilkundlichen topischen Substanz (Propolis)

2.) den Einfluss auf die Zellproliferation und -viabilitat als wesentliche Voraussetzungen fir
eine intakte Wundheilung

3.) das verwendete Nahtmaterial und seine Interaktion mit den fiir die Wundheilung essenzi-
ellen Bindegewebszellen (Fibroblasten)

Im klinischen Teil der Arbeit wird die Frage beantwortet, ob postoperative Wundheilungssté-
rungen nach dreischichtigem chirurgischen Wundverschluss durch Propolis reduziert und bes-
sere kosmetisch ansprechendere Ausheilungsergebnisse bei der Narbenbildung erzielt wer-

den.
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3 Patienten, Material & Methoden

3.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine experimentelle Untersuchung mit einer randomisierten, prospektiv

kontrollierten monozentrischen Studie.

3.2 Patienten, Material und Methoden

3.2.1 Teil 1 — Experimenteller Teil

Ziel der experimentellen Studie war zunachst die Charakterisierung des verwendeten Propolis-
Extraktes, gefolgt von der Untersuchung des Metabolismus der an der Wundheilung beteiligten
Zellen (Zellproliferation, Zellviabilitat, Zelltoxizitat) in Anwesenheit von Propolis gegen eine
Kontrollgruppe. Diese Untersuchung erweiterte man, indem der Metabolismus der Zellen nach
Zugabe des jeweiligen Extraktes in Kombination mit dem Kontakt der Zellen zum verwendeten
Nahtmaterial analysiert wurde.

Die Charakterisierung der eingesetzten Propolis-Lésung erfolgte mittels HPLC-Analyse.

Zur Untersuchung des Metabolismus der Zellen wahrend Nahtmaterialkontakts fihrte man
zwei biologische Assays durch (CellTiter-Glo® Promega; MTT-Test Sigma Aldrich). Dabei
wurde die Viabilitdt und Proliferation der Zellen nach Kontakt mit den Testsubstanzen und dem

Nahtmaterial ermittelt.

3.2.1.1 HPLC — Hochleistungsfliissigkeitschromatographie:

Zu Beginn der experimentellen Phase wurde eine qualitative Grobanalyse des Propolis mithilfe
der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) durchgefuhrt.

Diese rein qualitative Untersuchung des Propolis diente zum Nachweis therapeutisch wirksa-
mer Bestandteile (Flavone).

Man verwendete hierbei ein HPLC-Gerat der Firma Knauer (Wissenschaftliche Geratebau Dr.
Ing. Herbert Knauer GmbH, Hegauer Weg 38, D-14163 Berlin). Bei der Saule handelte es sich
um eine Vertex Saule (C18) mit einer Lange von 250 x 4 mm inklusive Vorsaule. Die zu unter-
suchenden Substanzen wurden bei dieser Methode mithilfe der Eluenten DMSO + 10 % Aqua
dest. und Aqua dest. + 10 % Methanol in eine mobile Phase gebracht und mit einem Druck
von 17,4 mPa bei Raumtemperatur in die C18-Saule gepumpt (Smartline Pump 1000 V 7603
10/2007).

In der Saule befand sich die stationare Phase, hier bestehend aus einem Octadecysilan. Je

nachdem, wie stark die Bestandteile der Substanz mit der stationdren Phase wechselwirken,
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verbleiben sie langer oder kurzer in der Saule, wobei der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt die Zurtickldsung in die mobile Phase ist. Die Detektion der Retentionszeiten erfolgte
durch einen UV- Detektor (254 nm) (UV Detector 2500 V7604 03/2007).

Verarbeitet wurden die Daten mit der Software ClarityChrom® V2.6.xx; V1670-2 11/2007.

Vor der Untersuchung kam es zur Verdinnung der zu untersuchenden Substanzen.

Die 15 %ige wassrige Propolis-Lésung wurde mit absolutem Alkohol auf eine Konzentration
von 0,9375 % und das Placebo ebenso von einer 14,29 %igen auf eine 7,14 %ige Kamillin-
Lésung verdunnt.

Um die Bestandteile qualitativ nachweisen zu kénnen, verglich man die gemessenen Laufzei-
ten mit Standards, also bekannten Substanzen. Die hierbei gewahlten Referenzen waren Ru-
tin 3,05 mg/ml (geldst in absolutem Alkohol und DMSO (1:1)), Quercetin 1,51 mg/ml (abs. Al-
kohol + DMSO (1:1)), Kaffeesaurephenylester 1,4 mg/ml (DMSO), Pinobanksin 1,4 mg/ml
(DMSO) und Apigenin 1,4 mg/ml (DMSO).

Alle Substanzen injizierte man in jeweils zwei Laufen, um die Reproduzierbarkeit zu validieren.
Vor der Injektion wurden diese stets im Wasserbad erwarmt und vermischt, um eine homogene
Suspension zu schaffen. Im Falle des Placebos musste die Suspension ultraschallbehandelt
und danach zentrifugiert werden (2 min, 1200 U/min, RT), um eine fir die HPLC-Analyse ge-
eignete Substanz zu schaffen.

Nach der Homogenisierung wurden pro Lauf jeweils 20 ul der zu testenden Substanz in die

HPLC injiziert. Ein Lauf betrug stets 40 Minuten bei einer Flussrate von 1,0 ml/min.

3.2.1.2 Zellkultivierung:

Fur die Untersuchungen des Propolis an Fibroblasten, wurden diese zunachst ausgesat und

aufgezichtet. Man verwendete sowohl kommerzielle Fibroblasten der Fa. PromCell, als auch
primare Zellen aus subepithelialen Geweben.

Die Zellen waren bis zum Untersuchungsbeginn bei -188 °C in einem K Series Cryostorage
System in flissigem Stickstoff gelagert. Um die Zellen zu resuspendieren und das DMSO,
welches zur Lagerung zugesetzt war, auszuwaschen, versetzte man die Probe mit 10 ml
DMEM +10 % FKS und durchmischte sie mit einem Vortex. AnschlieRend wurde die Suspen-
sion bei 1200 U/min fur 6 min zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstands, versetzte
man das Zellpellet mit 6 ml DMEM + 10 % FKS. Durch erneutes Durchmischen mittels Vortex
vereinzelte man die Zellen wieder.

Nach der Resuspension folgte die Uberfiihrung (6 ml Zellsuspension) in Zellkulturflaschen
(25 cm?). In diesen Flaschen wurden die Zellen mit Medium versorgt, um ihnen genug N&hr-
stoffe zum Wachstum gewahrleisten zu kdnnen. Durch einen Bakterienfilter (0,2 um) war ein

kontinuierlicher und physiologscher Gasaustausch stets moglich.
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Das Nahrmedium setzte sich aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (C-C-Pro GmbH) +

4,5 g/l Glucose + L-Glutamin + 10 % Fetales Kalberserum + 625 ug Amphotericin B + 10 mg
Penicillin-Streptomycin zusammen. Der pH-Wert von 7,5 wurde mit HCI eingestellt. Bei Peni-
cillin und Streptomycin handelt es sich um Antibiotika, welche die bakterielle Besiedlung der
Zellen verhindern sollen. Amphotericin B, als Fungizid, dient zur Prophylaxe eines Pilzbefalles.
In Folge wurden die Zellen in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und wasserdampfgesat-
tigter Atmosphare inkubiert. Bei der regelmaRigen Zellpflege (3x wdchentlich) fand ein Medi-
umwechsel statt. Dabei pipettierte man das Medium in den Zellflaschen vorsichtig ab, spllte
die Zellen mit 5 ml PBS, um das noch vorhandene FKS auf den Zellen zu entfernen und an-
schlieend fihrte man frisches Nahrmedium zu.

Je nach Entwicklungsstand und Konfluenz der Zellen wurde ein Mediumwechsel oder die Pas-
sage in eine groRere Zellkulturflasche durchgefihrt. Bei einer Konfluenz von 70-90 % erfolgte
eine Passage der Zellen in groRere Zellkulturflaschen.

Wahrend dieses Prozesses wurde eine morphologische Verlaufsanalyse mittels Lichtmikro-

skopie durchgefiihrt und fotografisch festgehalten.

3.2.1.3 Zellpassage (Trypsinierung):

Zur Passage der Zellen entfernte man zunachst vorsichtig das Zellmedium aus der Kulturfla-
sche. Die adharenten Fibroblasten spulte man mit 5 ml PBS. Diese Spulflissigkeit wurde ver-
worfen.

Es folgte die Trypsinierung mit 5 ml Trypsinlésung (0,5 ml Trypsin + 4,5 ml PBS (1:10 ver-
didnnt)). Trypsin, als Endopeptidase, 16st die Peptidbindungen zwischen den Zellen und dem
Zellkulturflaschenboden. Die Zellen inkubierten mit Trypsin fir 2 min bei 37 °C, 5 % CO- und
wasserdampfgesattigter Atmosphare im Brutschrank.

Durch leichtes Klopfen an den Boden der Kulturflasche lieRen sich nun die Zellen vorsichtig
von diesem lésen. Die Reaktion der Trypsinlésung stoppte man mittels Zugabe der 1,5fachen
Menge an Medium + 10 % FKS (bei 5 ml Trypsinlésung also 7,5 ml Medium / 10 % FKS). Die
Zellsuspension wurde anschlieRend 6 min bei 20 °C und 1200 U/min zentrifugiert. Man dekan-
tierte den Zelluberstand, I0ste die Zellen erneut in der entsprechenden Menge Nahrmedium
(hier 15 ml). Diese Zellsuspension konnte somit in eine nachstgrofRere Zellkulturflasche Uber-

fuhrt oder fiir den entsprechenden Versuch verwendet werden.

3.2.1.4 Lebendzellzahlung

Um standardisierte Bedingungen in den Zellversuchen (Immunhistochemische Charakterisie-

rung, Resorptionsverhalten mit Zellkontakt, MTT©-Assay, CellTiter-Glo©-Assay) zu gewahr-
leisten, fihrte man vor Beginn dieser Versuche eine manuelle Zellzahlung mit Hilfe einer Blr-
ker-Zahlkammer durch.
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Das Zahinetz dieser Zahlkammer beinhaltet 9 GroRquadrate von je 1 mm?2. Diese GroRquad-
rate sind jeweils durch Doppellinien (in 0,05 mm Abstand) in 16 Gruppenquadrate mit je
0,2 mm Seitenlange unterteilt. Es entstehen somit Kleinstquadrate mit einer Flache von
0,0025 mm? (Abb. 7) (BRAND GMBH + CO KG ©, 2021).

= Hhyg

1 mm

Abbildung 7 Zahinetz einer Blrker-Zahlkammer zur Bestimmung der Zellzahl pro Volumeneinheit;
Quelle: www.brand.de/zaehlkammern.

Zur Vorbereitung der Zellzdhlung tberfuhrte man 20 ul Zellsuspension (gewonnen wie im Vor-
gang der Zellpassage/Trypsinierung 3.2.1.3) gemeinsam mit 360 pl Medium + 10 % FKS in
ein 2 ml Eppendorf®-Tube. Abschlielend fligte man 20 pl Trypanblau zum Anfarben der toten
Zellen zur Suspension hinzu. Somit erreichte man eine Verdinnung von 1:20.

Das Trypanblau dient der Unterscheidung zwischen Lebendzellen und toten Zellen. Ist eine
Zelle tot und somit seine Zellmembran beschadigt, kann der Farbstoff in die Zelle eindringen.
Auf diese Weise gelang es lichtmikroskopisch gut zwischen lebenden und toten Zellen zu un-
terscheiden.

Es folgte die Vorbereitung der Zahlkammer. Dazu wurden die Aullenstege mit destilliertem
Wasser befeuchtet und das Deckglas aufgeschoben. Das Auftreten von Newton’schen Ringen
zwischen Aulienstegen und Deckglas bestatigt dessen korrekte Lage und somit auch die kor-
rekte Kammertiefe (0,1 mm) (Abb. 8 und 9).

‘ VAV Vi .1/ ‘ VARV BV

Abbildung 8 Aufbau einer Biirker-Zahlkammer mit dop-  Abbildung 9 Aufbau einer Birker-Zahlkammer, Kam-
peltem Z&hlnetz; Quelle: mertiefe 0,1 mm, seitliche Ansicht;

https://www.marienfeld-superior.com. Quelle:
https://www.marienfeld-superior.com.

l
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Die Zahlkammern befiillte man nun jeweils mit 10 pl der angefarbten Zellsuspension.

Mit Hilfe von Lichtmikroskopie konnten nun die vitalen Zellen in dem Birkner-Zahlnetz ausge-
zahlt und anschlieend die Zellzahl pro ml berechnet werden. Man zahlte jeweils 5 x 5 Grol3-
quadrate aus.

Die entsprechende Formel fir die Berechnung lautet:

Zellen
ml

= Zellzahl (aus 2 x 25 Quadraten)x 10(= Verdimnung)x10*(= Kammertiefe)

Um fur den jeweiligen Versuch die gewlnschte Zellzahl zu generieren, wurde die Zellsuspen-
sion dementsprechend verdunnt. Zahlte man z.B. 4 Zellen, so entsprach dies einer Zellkon-
zentration von ca. 400.000 Zellen/ml. Bei einer Zielzellzahl von 100.000 Zellen/ml, z.B. zur
Durchfiihrung des MTT-Assays, musste die Suspension also im Verhaltnis 1:4 verdinnt wer-

den.

3.2.1.5 Immunhistochemische Charakterisierung der Zellen (Fibroblasten):

3.2.1.5.1.1 Testprinzip:

Mit Hilfe immunhistochemischer Testverfahren kénnen durch Antigen-Antikorper-Reaktionen

Zellen charakterisiert werden. Zugegebene Antikdrper binden dabei an Epitope von zellularen
Antigenen. Marker, welche an den Antikérpern gebunden sind, kbnnen somit diese Epitope
sichtbar machen.

3.2.1.5.1.2 Durchfiihrung:

Zur Charakterisierung der Fibroblasten wurden diese als Zellsuspension (300 000 Zellen/ml)
in 12er-Well-Platten (300 ul/Well) Gberfihrt und dort fir die immunhistochemische Untersu-
chung weiter kultiviert (48-72 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO. und wasserdampfgesattig-
ter Atmosphare). Nach Ausdifferenzierung der Zellen folgte die Immunhistochemie. Die Nach-
weisflihrung von Vimentin, a-Estrogenrezeptoren, Progesteronrezeptoren und eines Leerwer-
tes erfolgte mittels Peroxidase-anti-Peroxidase-Technik (PAP).

Hierzu wusch man die Zellen zunachst in den Wells mit PBS (300 ul/Well, 3 x jeweils ca. 1 min)
und danach fixierten sie anschlieRend mit 300 yl Formafix 4 % (30 min, RT). Nach erneutem
Waschen der Zellen mit PBS (300 pl/Well, 3x jeweils ca. 1 min) kam es zu einer Inkubation mit
0,3 %igem Wasserstoffperoxid zur Blockade der endogenen Peroxidase. Hiermit werden
falsch positiver Resultate durch endogene Enzymaktivitat vermieden.

Als nachster Schritt inkubierte man die Zellen mit 200 yl Horse Serum pro Well (20 min RT).

Dieses Serum verfugt Uber eine suffiziente Quantitat endogener Proteine und sattigt, sowie
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blockiert somit unspezifische Bindungsstellen der fixierten Zellen. Anschlief3end entfernte man
das Horse Serum wieder; aul3er bei den Wells, welche die Negativproben, sprich den Leer-
wert, enthielten.

Folgend wurden 100 ul Antikérper-Losung, welche man nach Vorschrift des Herstellers ver-
dinnte (Tabelle 2 Verwendete Antikérper zur IHC-Untersuchung.), in die jeweiligen Wells pi-
pettiert und die Zellen Gber Nacht im Kihlschrank bei 6 °C inkubiert. Zur Erstellung des Leer-
wertes fligte man einem Well keinen Antikérper hinzu.

Nachgewiesen werden sollten die Rezeptoren fir Progesteron, Vimentin und a-Estrogenre-

zeptoren.

Tabelle 2 Verwendete Antikorper zur IHC-Untersuchung.

Progesteron Vimentin a-Estrogen-Rezeptor
Hersteller Biorbyt Dako Biorbyt
Produktbezeichnung | PR Antibody Ready-to-use N-Se- | ER Antibody

orb178489 ries Primary Anti- orb178430

body Code N1521

Wirt Hase Maus Hase
Klonalitat Monoklonal Monoklonal Monoklonal
Verdiinnung 1:200 keine 1:200
Isotyp IgG IgG IgG

Am Folgetag spllte man die Zellen erneut mit PBS (3x mit jeweils 300 ul PBS pro Well fur ca.
1 min), nachdem der primare Antikérper entfernt wurde.

Es folgte die Inkubation der Zellen mit jeweils 200 pl des sekundaren Antikdrpers (Imm-
PRESS™ UNIVERSAL REAGENT Anti-Mouse/Rabbit 1gG) pro Well bei Raumtemperatur
nach Vorschrift des Herstellers. Nach der Inkubation und erneuten Spulung der Zellen mit PBS
(3x mit jeweils 300 ul PBS pro Well fir ca. 1 min), erfolgte eine chemische Reaktion mittels
LinRed, 200 pl/Well fur 5-10 min in Dunkelheit, welche mit einem roten Farbumschlag einher-
geht.

Die Reaktion wurde mit Leitungswasser gestoppt (300 ul/Well) und es erfolgte anschlieRend

eine fotografische Dokumentation der Reaktion.
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3.2.1.6 Untersuchung des Nahtmaterials:

3.2.1.6.1 Lichtmikroskopie

Untersucht wurden die Faden SERAFAST® 3/0, SERAFIT® 0 und SERAFIT® 1 der Firma
Serag-Wiessner GmbH & Co. KG.

Vor Beginn der Untersuchungen des Nahtmaterials fertigte man mittels Digitalmikroskopie (Di-

gitalmikroskop Leica DVM6, Leica Microsystems) bei 150 bzw. 180facher VergroRerung Auf-

nahmen der verwendeten Faden an.

3.2.1.6.2 Resorptionsverhalten in Medium

Bei allen drei verwendeten Faden handelt es sich laut Hersteller um resorbierbares Nahtma-
terial. Um dies zu testen, wurden die Faden in 2 cm langen Sticken in 6er Well-Platten mit
handelsublichem Alleskleber (UHU ,Der Alleskleber) fixiert (jeder Faden dreifach, je ein Fa-
den pro Well) und mit 3 ml Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (C-C-Pro GmbH),
4,5 g/l Glucose, L-Glutamin, alle Zusatze, 10 % FKS, pH 7,5) bedeckt. Die Platten wurden bei
37 °C, 5,0 % CO2 und wasserdampfgesattigter Atmosphéare inkubiert und die Entwicklung wo-
chentlich mittels Lichtmikroskopie kontrolliert und dokumentiert (AxioCamMR3, 10x VergroRe-

rung).

3.2.1.6.3 Resorptionsverhalten der Nahtmaterialien mit Zellkontakt

Es wurde zum einen eine Stoffwechselanalyse der Zellen nach 1-wdchigem Kontakt der Zellen
mit dem Nahtmaterial, sowie zum anderen eine lichtmikroskopische Fotodokumentation des
Wachstumsverhaltens der Zellen sowie des Resorptionsverhaltens der Faden durchgefihrt.
Gegenstand der Untersuchung waren der Glucosegehalt, pH-Wert und Lactat-Wert des Medi-
ums. Laktat nutzte man als Marker der Stoffwechselaktivitat, welches beim Abbau der Faden
von den Fibroblasten produziert wird.

Hierzu bestiuckte man jeweils drei 12er-Well-Platten mit allen 3 zu untersuchenden Faden
(SERAFAST® 3/0, SERAFIT® 0 und SERAFIT® 1 der Firma Serag-Wiessner GmbH & Co.
KG). Die Faden schnitt man auf eine Lange von 2 cm zu und fixierte sie jeweils an deren Enden
mit handelstiblichem Alleskleber (UHU ,Der Alleskleber) am Boden der Wells. Der Kleber
hartete unter UV-Licht aus. Pro Well fligte man anschlieend 2 ml Zellsuspension
(100.000 Zellen/ml) hinzu.

Nach einer Woche fand ein halber Mediumwechsel statt. Dazu wurde 1 ml Medium pro Well
abpippetiert und in ein Eppendorf-Tube Uberfihrt. Das entnommene Medium untersuchte man
bezlglich seines pH-Wertes, Glucosegehaltes und Lactat-Wertes.

Den Wells figte man jeweils 1 ml frisches Medium zu. Diesen halbe Mediumwechsel fiihrte
man wochentlich, bis Ende der 3. Woche durch. Die Untersuchung von Glucosegehalt, Lactat-

und pH-Wert fand ausschlieBlich nach der ersten Woche statt. Es erfolgten regelmafige
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lichtmikroskopische Fotodokumentationen der Faden mit Zellkontakt.

3.2.1.7 Metabolismus der Zellen wahrend Nahtmaterialkontakts:

Zur Untersuchung des Metabolismus der Zellen wahrend der Nahtmaterialkontakte wurden
zwei biologische Assays durchgefiuihrt — das MTT-Test-Assay und das CellTiter-Glo®-Assay.
Dabei ermittelte man die Viabilitat und Proliferation der Zellen nach Kontakt mit den Testsub-
stanzen und dem Nahtmaterial.

Dazu Uberfuhrten wir die Fibroblastensuspension (MTT-Assay: 100.000 Fibroblasten/ml,
100 pl /Well; CellTiter-Glo®-Assay: 300.000 Fibroblasten/ml, 100 ul /Well) in 96er-Well-Plat-
ten. In diesen Platten wurden Reihen mit dort platziertem (hier nicht fixiert), auf ca. 6 mm Lange

zugeschnittenem, Nahtmaterial vorbereitet.

3.2.1.7.1 MTT-Assay:

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat fhrte man einen MTT-Test der Fa. Sigma Aldrich durch.

3.2.1.7.1.1 Testprinzip:

Dieser Test quantifiziert die Fahigkeit der Zelle zum Metabolismus und lasst somit Riick-
schlisse auf dessen Proliferation, Viabilitdt und damit auch auf die Zytotoxizitat des eigesetz-
ten Extraktes zu (Gareis, 2006; Roche Diagnostics GmbH, 2016).

Grundprinzip des Tests ist die kolometrische Reaktion von MTT in der Zielzelle. MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid) ist membrangangig und wird von
der Zelle aufgenommen. Dort wird es durch intrazellulare Reduktasesysteme von dem vorerst
gelben MTT in violette Formazankristalle umgesetzt. Diese Reduktion ist ein Mal fiir den Re-
dox-Status einer Zellpopulation und lauft nur in lebenden Zellen ab. Somit kénnen Ruck-
schliisse auf die Viabilitat oder metabolische Aktivitat der Zelle getroffen werden (Gareis, 2006;
Roche Diagnostics GmbH, 2016).

o %
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MTT CH, Formazan CH,

Abbildung 10 Metabolisation von MTT zu Formazan; Quelle: Testkitbeschreibung MTT-Test Roche GmbH.
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3.2.1.7.1.2 Durchfiihrung:

Zur Durchfihrung des MTT-Tests, wurde eine Zellsuspension mit 100.000 Fibroblas-
ten/ml Suspension hergestellt. 100 ul Zellsuspension wurden pro Well ausgesat, die betroffe-
nen Wells versah man vorher mit dem jeweiligen zu testenden Faden. Die Faden entfernte

man nach 3 Tagen Zellkontakt und vor Durchfihrung des MTT-Assays. Als Kontrollen wurden
Estradiol (2,7 ug/ul; 1 pl/Well) (Positivkontrolle), Endoxifen (6,2 ug/ul; 1 pl/Well) und Tamoxi-
fen 5,6 pg/ul; 1 ul/Well) (Negativkontrollen) verwendet (Abb.11).

Als Extrakte wurden Propolis (alkoholischer Propolis-Extrakt (0,1%), aufgrund besserer Los-
lichkeit abweichend von der klinischen Studie), das Placebo (Kamillin-Lésung (1 %)) und als
Leerwert DMEM + 10 % FKS-Medium verwendet.

Den MTT Test fuhrte man nach Vorgaben des Herstellers (Roche) durch mit jeweils drei
96er-Mikrotiter-Well-Platten pro Extrakt. Die Auswertung erfolgte mittels ELISA-Prinzip am
Plattenreader von BIO-RAD.
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Ausséhen der Zellen
(100 pl Zellsuspension/Well;
100.000 Zellen/ml)

Inkubation iiber 24 h
(37 °C, 5 % CO,, wasserdampfgesattigter
Atmosphare)

MTT-Labeling-Reagent hinzufiigen
~F00 i Well (0.5 mg/mi)

Inkubation iiber 4 h
(37 °C, 5 % CO, wasserdampfgesattigter
Atmosphare)

Solubilisierungslésung hinzufiigen
100 pl/ Well

Inkubation tiber Nacht
(37 °C, 5 % CO,, wasserdampfgesattigter
Atmosphare)

Auswertung
(mittels ELISA-Prinzip am Plattenreader
von BIO-RAD; 550 — 600 nm Wellenlange;
Referenzwellenlange > 650 nm)

Abbildung 11 FlieRschema:Testprinzip MTT-Assay Fa. Sigma Aldrich.

3.2.1.7.2 CellTiter-Glo®-Assay:
Als weiteren Test zur Viabilitat und Zytotoxizitat wurde der CellTiter-Glo®-Test der Firma Pro-

mega durchgeflhrt.

3.2.1.7.2.1 Testprinzip:

Durch den ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen, welcher mittels Luciferasereaktion be-

stimmt wird, kann auf die Viabilitdat der Zellen geschlossen werden (Moritz, Hanke, Kofer,

2012).

Wahrend der Luciferasereaktion kommt es zur Umsetzung von Luciferin und in den Zellen

enthaltenem ATP zu Oxyluciferin. Durch das CellTiter-Glo®-Reagenz werden die Zellen lysiert
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und das in ihnen enthaltene ATP fir die Reaktion freigesetzt. Das nun durch die Luciferasere-
aktion entstehende Lichtsignal verhalt sich proportional zu der Menge an umgesetztem Luci-

ferin, an freigesetztem ATP und somit auch zu der Anzahl an vitalen Zellen (Abb. 12).

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s N COCH Luciferase -0 S N o~
\@N/ Sj/ +ATP+0, N/ S]/ +AMP+PP+CO,+Light
MgZ+ !
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 12 Luciferasereaktion im CellTiter-Glo®-Assay; die Mono-Oxygenierung von Luciferin wird in Anwe-
senheit von Mg 2*, ATP und molekularem Sauerstoff katalysiert; durch die Reaktion entsteht ein
Lichtsignal; Quelle: Promega CellTiter-Glo®-Testkitbeschreibung.

3.2.1.7.2.2 Durchfiihrung:

Die Durchfuhrung des Tests erfolgte mit einer Zellsuspension von 300.000 Fibroblasten/ml
Suspension.

100 pl Zellsuspension wurden pro Well ausgesat. Die betroffenen Wells versah man vorher
mit dem jeweiligen zu testenden Faden. Diesen entfernte man nach 3 Tagen Zellkontakt und
vor Durchfihrung des CellTiter-Glo®-Assays. Als Kontrollen wurden Estradiol

(2,7ug/ul; 1 pl/Well) (Positivkontrolle), Endoxifen (6,2 pg/ul; 1 pl/Well) und Tamoxifen
(5,6 ug/ul; 1 pl/Well) (Negativkontrollen) verwendet.

Als Extrakte verwendete man Propolis (alkoholischer Propolis-Extrakt (0,1 %) aufgrund bes-
serer Ldslichkeit abweichend von der klinischen Studie), das Placebo (Kamillin-Lésung (1 %))
und als Leerwert DMEM + 10 % FKS-Medium.

Der CellTiter-Glo® Test wurde nach Vorgaben des Herstellers (Promega) mittels Lumineszenz
durchgefihrt, mit jeweils drei 96er-Mikrotiter-Well-Platten pro Extrakt. Die Auswertung erfolgte
mittels ELISA am GIoMAX® von der Fa. Promega (Abb. 13).
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Aussahen der Zellen
(100 ul Zellsuspension/Well;
100.000 Zellen/ml)

Inkubation liber 24 h
(37 °C, 5 % CO, wasserdampfgesattigter
Atmosphare)

GloMAX®-Substrat hinzufiigen
75 pl/Well

Induktion der Zelllyse
Wellplatte fiir 2-3 min auf Rittelplatte

Inkubation fiir 30 min
Stabilisierung des Lumineszenz-Signals
(37°C,5% CO,,
wasserdampfgesattigter Atmosphare)

. Préparation Messplatten

Ubertragung des Inhalts der Wells 1 zu 1

auf Luminometer-kompatible Wellplatten
( ca. 140 pl/Well)

Messung
Mittels ELISA-Prinzip am GloMAX®-
Plattenreader der Fa. Promega

Abbildung 13 FlieRschema:Testprinzip des CellTiter-Glo®-Assays, Fa. Promega.
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3.2.2 Teil 2 —Klinischer Teil

Erfasst wurden insgesamt 33 konsekutive Patienten nach offenen chirurgischen Primareingrif-
fen an der Brust- und Lendenwirbelsaule, welche man alternierend durch eine permutierte
Blockbildung mit variabler Blocklange (Schulz KF, 2007) zwei Gruppen zuordnete. Es befan-
den sich n=17 Patienten in der Propolis- und n=16 Patienten in der Placebo-Gruppe.

Mit Hilfe des Krankenhausinformationssystems (KIS) und Bildverarbeitungssystems (PACS)
wurden klinische Parameter entsprechend der Ein- und Ausschlusskriterien erfasst.

Die Auswertung der postoperativen Heilergebnisse erfolgte mit Hilfe validierter Scores durch
einen unabhangigen, an der Primarbehandlung (Wirbelsaulenchirurgie) unbeteiligten Studien-
mitarbeiter. Betreut wurde diese Studie von dem aktuell fortgebildeten und lizensierten Prufarzt
PD Dr. med. habil. Maximilian Reinhold (Universitatsmedizin Géttingen, Georg-August-Univer-
sitat).

In die Studie eingeschlossen wurden ausschliel3lich erwachsene, miindige Patienten vom 18.
bis 85. Lebensjahr, bei denen eine operationspflichtige Erkrankung der Brust- und Lendenwir-
belsaule mit Notwendigkeit fir eine elektive Operation bestand.

Minderjahrige (<18 Jahre) und nicht einwilligungsfahige, erwachsene Patienten wurden aus-
geschlossen. Weitere Ausschlusskriterien waren das Bestehen eines Diabetes mellitus (mit
Hamoglobin A1c > 6%), einer systemischen Grunderkrankung (z.B. Infekt, Tumor), einer Cor-
tison- oder immunsuppressiven Therapie (z.B. bei Autoimmunerkrankungen) einer bekannten
Allergie oder Uberempfindlichkeit auf Nahtmaterial oder Propolis und Patienten mit bekannter
Keloid-Bildung.

Als Abbruchkriterium galt fir die einzelnen Studienteilnehmerinnen/ -teilnehmer eine neu auf-
getretene Unvertraglichkeit auf Propolis, sowie eine revisionspflichtige Wundheilungsstérung

unklarer Genese.

Die OP-Vorbereitung beinhaltete das Vorreinigen der Haut mit Alkoholtupfern, mehrfaches ty-
pisches steriles Waschen und das Abkleben mit loban-OP-site-Folie. Es folgte eine standardi-
sierte intrakutane Instillation von Lokalanasthestikum mit Epinephrin (1:200.000) und eine
Hautinzision mit chirurgischem Skalpell. Die Blutstillung gewahrleistete man mit einer gezielten
Koagulation mit bipolarer Pinzette. Die Wundrander wurden alle 20 min angefeuchtet. Alle

Operationen und der Wundverschluss flihrte standardisiert stets derselbe Operateur durch.

Der dreischichtige Wundverschluss bestand aus Einzelknopfnahten der thorakolumbalen Fas-
zie mit einem gefarbten, geflochtenen, beschichteten und resorbierbaren Nahtmaterial der

Starke USP 1 (SERAFIT®), eine fortlaufende Subkutannaht mit einem gefarbten,
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geflochtenen, beschichteten und resorbierbaren Nahtmaterial USP 0 (SERAFIT®), einer int-
rakutan fortlaufenden Naht mit einem ungefarbten, monofilen, beschichteten und resorbierba-
ren Faden der Starke USP 3-0 (SERAFAST®) und dem Verband gemaf der Randomisierung
in eine der Gruppen 1 oder 2.

Zur Vermeidung postoperativer Serom-/Hamatomentstehung legte man in allen Behandlungs-
gruppen mindestens eine subfasziale Redondrainage, deren Liegedauer und Férdermenge
bis man zu dessen Entfernung dokumentierte. Im Falle einer oberflachlichen Wundheilungs-
stérung wurden Patienten mit einem Polyhexanid-haltigem Wundgel (Lavanid®) bis zum Ab-
schluss der sekundaren Wundheilung weiterbehandelt oder erhielten eine operative chirurgi-
sche Wundrevision bei tiefen Wundheilungsstérungen oder Infekten. Diese Patienten schloss

man anschlieRend von der Studie aus.

Bei dem verwendeten Verband handelte es sich um einen Okklusivverband mit feuchter Kom-
pressen. Hierbei deckte man die Wunde mit sterilen Gazin® Mullkompressen (2-lagig) ab, wel-
che in Gruppe 1 mit Propolistropfen und in Gruppe 2 mit Placebotropfen getrankt waren.
AnschlieRend applizierte man einen OPSITE FLEXIFIX® Folienverband zum Wundverschluss
(Okklusivverband). Pro 5 cm Wundlange kamen 35 Tropfen Propolis- oder Placebo-l6sung zur

Anwendung (Anhang 15.3 Anleitung zur Anlage eines Propolis-Oklusivverbandes, S. 100).

Die Dokumentation des Operationsverlaufs erfolgte gemal dem Erfassungsbogen (Anhang
15.1 Erfassungsbogen / Untersuchungsblatt, S. 95-97).

Es fand eine standardisierte Fotodokumentation der Wunde zu zwei Zeitpunkten, unmittelbar
postoperativ (im Operationssaal) und zur Nachuntersuchung in der 13. postoperativen Woche
statt. Die Fotodokumentation flihrte man bei gleichen Lichtverhaltnissen und gleicher Konfigu-
ration der Fotokamera (Aufnahmemodus, WeilRabgleich, Verschlusszeiten) und gleichem Ab-

stand zur Hautoberflache durch.

Die Propolistropfen bezog man Uber die Hausapotheke des Klinikums Sudstadt von der Firma
Aleavedis Naturprodukte GmbH (PZN: 10757589). Es handelt sich um eine 15 % wassrige,
alkoholfreie Lésung, die als Wirkstoff pro 1 ml Lésung 150 mg Propolis enthalt. Als Hilfsstoffe
sind gereinigtes Wasser und Propylenglycol zu nennen.

Propolis ist ein Naturprodukt, welches in einer Vielzahl von Anwendungsgebieten zu finden ist.
Es kommt sowohl als Kosmetikum, als Nahrungserganzungsmittel also auch als Homéopathi-
kum zum Einsatz. Es gilt wie auch Honig, Gelée Royale und Pollen als Apitherapeutikum,

jedoch nicht als Arzneimittel.
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Die Placebo-Lésung wurde in der Krankenhausapotheke eigens hergestellt und fir die An-
wendung im Rahmen der Studie bereitgestellt.

Es handelt sich dabei um eine 1:7 verdinnte Kamillin-Lésung (14,29 %).-Demnach enthalt das
Placebo pro 60 ml Lésung 8,58 g Kamillin-Konzentrat (8,22 g Kamillin-Auszug, 6,68 Vol. %
Ethanol) und 51,42 g Aqua conservata (enthalt gereinigtes Wasser, Propylhydroxybenzoat
(12,8 mg) und Methylhydroxybenzoat (38,6 mg)).

Bei dem Kamillin-Konzentrat handelt es sich um ein nichtverschreibungspflichtiges pflanzli-
ches Arzneimittel, welches, wie vorangehend beschrieben, in dieser Studie verdinnt verwen-
det wurde.

Laut Aussage des leitenden Krankenhausapothekers war bei der geringen Konzentration des
Kamillin-Konzentrats eine Wirkung auf die Fibroblasten, bezlglich der Wundheilung, aus phar-

makologischer Sicht auszuschlielen.

Die Propolis- und Placebo-Lésungen wurden fiir jeden Patienten nach entsprechender Aufkla-
rung und schriftlicher Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme verblindet in einheitlichen
Tropfampullen bereitgestellt und wahrend des Krankenhausaufenthaltes einmal taglich bei den
Verbandswechseln von den behandelnden Arzten und Pflegepersonal nach Anleitung aufge-
tragen.

Die Zuteilung der Patienten und dessen Uberwachung erfolgte durch die Studienleitung.
Niemand auler der Studienleitung setzte man somit davon in Kenntnis, welche Behandlung
(ob Propolis oder Placebo) der Proband erhielt. Die Kriterien der doppelten Verblindung wur-
den eingehalten und umgesetzt.

Nach der Entlassung aus der stationaren Behandlung gab man den Studienteilnehmerinnen/
-teilnehmern die jeweiligen Lésungen in ausreichender Menge fir eine Anwendungsdauer von
insgesamt 30 Tagen ab OP mit.

Zur korrekten Anwendung wies man entweder Angehdrige in den Verbandswechsel ein oder
gab den Patienten die genaue Anleitung und das Material flir den weiterbehandelnden Haus-
arzt oder Pflegepersonal mit (Anhang 15.3; Anleitung zur Anlage des Propolis-Okklusivver-
bandes, S.100).

Der Heilungsverlauf, mdgliche Komplikationen und das kosmetische Ergebnis (Narbenbil-
dung) wurden in der 13. postoperativen Woche nachuntersucht, mit Hilfe validierter Scores
(modifizierter Vancouver Scar Scale (VSS) (l. Stoffels et al., 2010) und Patient Scar Assess-
ment Scale (PSAS) nach Draaijers (Draaijers et al., 2004)) evaluiert und vom Patienten und

Prifarzt beurteilt.
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Die objektive Beurteilung der Narbe erfolgte durch den Prufarzt mittels modifizierter Vancouver
Scar Scale (VSS) (I. Stoffels et al., 2010).

Das subjektive Ergebnis und somit die Patientenzufriedenheit erfasste man mit dem Patient
Scar Assessment Scale (PSAS) nach Draaijers (Draaijers et al., 2004) erfasst. Die Narbe am
Ricken wurde dem Patienten dazu mit Hilfe eines Spiegels oder Kamerabildes sichtbar ge-
macht.

Die modifizierte Vancouver Scar Scale beinhaltet als Beurteilungsskala 4 Variablen: Vaskula-
ritat, Erhabenheit (Narbendicke), Pigmentierung und Geschmeidigkeit der Narbe. Jede Vari-
able beurteilt man von 0 bis 5 Punkte, wobei 0 die normale Haut reprasentiert. Die Summe der
addierten Punktewerte ergibt das Gesamtergebnis des Scores (0-14 Punkte).

Die Patient Scar Assessment Scale beinhaltet 6 Variablen: Narbenspezifischer Schmerz,
Juckreiz, Farbe der Narbe, Konsistenz (Steifheit) der Narbe, Narbendicke und Unregelmafig-
keiten der Narbe. Jede Variable wird von 1 bis 10 Punkte beurteilt, wobei 1 die normale Haut
reprasentiert. Die Summe der addierten Punktewerte ergibt das Gesamtergebnis des Scores
(6-60 Punkte).

Sekundare Behandlungsergebnisse umfassten gemaf Erfassungsbogen die OP-Dauer, Blut-
verlust, Férdermenge der Redondrainage/n, Krankenhausaufenthaltsdauer, Wundinfektionen,
Allgemeinzustand des Patienten (mittels ASA-Klassifikation und Karnowsky-Index) und még-
liche Komplikationen im Zusammenhang der Wundheilung (Wunddehiszenz, Wundhamatom,

Serombildung) (Anhang 15.1 Erfassungsbogen/ Untersuchungsblatt, S. 95-97).

3.3 Datenerfassung/Messparameter

3.3.1 Teil 1 — Experimenteller Teil

Die mittels HPLC erworbenen Daten wurden mit Unterstitzung von Prof. Dr. Udo Jeschke
(Forschungslabor der Frauenklinik, Universitatsmedizin Minchen) anhand von Referenzdaten
ausgewertet.

Die Untersuchung des Nahtmaterials, sowie die immunhistochemische Charakterisierung der
Fibroblasten fiihrte zu einer optischen Auswertung.

Die Ergebnisse des Metabolismus der Zellen — MTT-Test sowie CellTiter-Glo, wurden in Excel
tabellarisch erfasst und statistisch mithilfe von IBM SPSS statistics 25 ausgewertet. Hierbei
kam es zunachst zu einer rein deskriptiven statistischen Auswertung. Anschliefiend wurden
die erhobenen Werte mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests einer Stichprobe (optimiert nach Li-
llefors) auf Normalverteilung (NV) geprift. War das Modell der NV nicht anwendbar (p-Wert
<0,05), wurde der Mann-Whitney-U-Test (MWU-Test) als nichtparametrisches Verfahren zum

Mittelwertvergleich zweier unabhangiger Gruppen genutzt. Bei Gruppengleichheit wahlte man
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den t-Test flr unabhangige Stichproben als parametrisches Verfahren aus. Das Signifikanzni-
veau lag jeweils bei p<0,05. Wurde dies unterschritten, wurde die Nullhypothese (HO) der
Gruppengleichheit verworfen und alternativ von einem Unterschied der Gruppen ausgegan-

gen.

3.3.2 Teil 2 —Klinischer Teil

Mit Hilfe eines Erfassungsbogens (Anhang 15.1 Erfassungsbogen/ Untersuchungsblatt,
(S. 95-97) hielt man relevante klinische Befunde und Diagnosen fest. Unter Einsatz dieses und
des Krankenhausinformationssystems (KIS) wurden patientenspezifische Daten systematisch
mittels Microsoft Excel tabellarisch erfasst und anschlieRend statistisch mithilfe von IBM SPSS
Statistics 25 ausgewertet.

Zusatzlich festgehaltene und errechnete Daten umfassten Geschlecht, Alter, Body mass index
(BMI), Raucherstatus (in PY), praoperative Laborwerte (Blutbild, Entzindungsparameter) und
Nebendiagnosen der Patienten.

Neben der Ublichen intraoperativen Routinedokumentation (OP-Bericht, BV-Bilder, Material-
liste) bestimmte man die Lokalisation / Region (BWS, LWS), Level (T1-S1), OP-Umfang (An-
zahl der operierten Wirbelkorper/ Bewegungssegmente), Diagnose (Art), Antibiotika-prophy-
laxe (ja/nein), OP-Dauer, Blutverlust (ml), Inzisionslange (cm), pra-/postoperative Labor-
werte (Blutbild, Entzlindungsparameter).

In der frihen postoperativen Phase und weiteren Nachsorge im Verlauf kam es zur Erfassung
der Férdermengen in den Wunddrainagen (Liegedauer (d), Férdermenge (ml)), der Wund-
kondition bei Entlassung, Komplikationen (Art und Ursache (z.B. Wundheilungsstérungen, in-
fektionen u.a.)), notwendigen Folgeeingriffen (Zeitpunkt, Grund der MaRnahme) und zur Nar-
benbeurteilung anhand des modifizierten Vancouver Scar Scales (VSS) und Patient Scar As-
sessment Scale (PSAS) (van de Kar AL, Corion LUM, Smeulders MJC, Draaijers LJ, van der
Horst CMAM, van Zuijlen PPM, 2005; Truong et al., 2007; Daykan et al., 2017) nach 12 Wo-

chen.

3.4 Datenmanagement und Statistik

Bei den Erhebungs- und Fragebdgen handelt es sich um eine papierbezogene Case Report
Form (CRF), die der behandelnden Arzt, die Doktorandin und der Patienten ausflllte.

Die erfassten Daten wurden mit Hilfe eines Tabellenkonfigurationsprogrammes (Microsoft
Excel) Ubertragen und fur die statistische Auswertung mit Software (IBM SPSS 25) vorbereitet,

verwaltet und ausgewertet.
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Alle fUr die Studie erforderlichen Dokumente unterlagen der Geheimhaltung und waren vor
dem Zugriff Unbefugter geschutzt.

Zur Untersuchung quantitativer Parameter verwendete man folgende Tests:

1) Mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests einer Stichprobe (optimiert nach Lillefors) erfolgte
die Uberpriifung auf Normalverteilung (NV).

2.1) War das Modell der NV nicht anwendbar (p-Wert <0,05), nutzte man den Mann-Whitney-
U-Test (MWU-Test) als nichtparametrisches Verfahren zum Mittelwertvergleich zweier unab-
hangiger Gruppen.

2.2) Bei Vorliegen einer NV wahlte man den t-Test fur unabhangige Stichproben als paramet-
risches Verfahren aus. Das Signifikanzniveau lag jeweils bei p<0,05. Wurde dies unterschrit-
ten, verwarf man die Nullhypothese (HO) der Gruppengleichheit und ging alternativ von einem
Unterschied der Gruppen aus.

Mittelwert-Vergleiche erfolgten bei den Scores VSS und PSAS.

Das Vorliegen einer Korrelation zwischen dem objektiven (VSS) und dem subjektiven Resultat
(PSAS) der Narbe untersuchte man mittels Rangkorrelationskoeffizenten nach Spearman

(Spearman’s Rho) und Kendalls-Tau-b.

3.5 Ethische Aspekte

Vor Beginn der Studie erfolgte eine Anzeige bei der Ethikkomission der UMR. Der Antragscode
der EK lautet A 2018-0066. Das positive Votum der Ethikkommission lag am 20.04.2018 mit
folgendem Aktenzeichen (A2018-0066) vor.

Eine Probandenversicherung lag Uber das Klinikum Sidstadt vor.

3.6 Sponsoren

Die klinisch-experimentellen Untersuchungen wurden am Klinikum Sudstadt Rostock, akade-
misches Lehrkrankenhaus der Universitat Rostock in Kooperation mit dem Forschungslabor

der Universitatsfrauenklinik der UMR durchgefuhrt.

Das Nahtmaterial stellte die Firma Serag-Wiessner GmbH & Co. KG mit Firmensitz in
95119 Naila, Deutschland, zur Verfugung. Die Propolistinktur war ein kommerziell erhaltliches
Naturprodukt. Die Untersuchungen finanzierten das Klinikum Sutdstadt Rostock und die Uni-

versitatsmedizin Rostock.
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4 Ergebnisse

4.1 Teil 1 — experimenteller Teil

411 HPLC
Die Untersuchung der Propolis-Lésung zeigte qualitativ die Flavone Apigenin, Kaffeesau-
rephenylester (CAPE) und Pinobanksin (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Propolis und Referenzen (Orange: Propolis, Violett: Rutin, Blau: Quercetin, Griin: Pinobanksin,
Schwarz: CAPE, Gelb: Apigenin).

In der verdinnten Placebo-Losung (Kamillin-Lésung) wurden die Flavone Kaffeesaurephe-

nylester und Rutin aufgezeigt (Abbildung 15).
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Abbildung 15 Placebo und Referenzen (Orange: Kamillin, Violett: Rutin, Blau: Quercetin, Griin: Pinobanksin,
Schwarz: CAPE, Gelb: Apigenin).
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4.1.2 Zellkulturen

Im Verlauf fand eine lichtmikroskopischen Fotodokumentation des Wachstums der kultivierten
Fibroblasten statt. Diese wuchsen arttypisch mit einem gestreckten Zellleib und langen Aus-
laufern. Dabei kam es zur Ausbildung eines netzartigen Zellteppichs (Abb. 16).

Abbildung 16 Fibroblasten im Monolayer, 20x vergroRRert, Kamera: AxioCamMR3.

4 1.3 Immunhistochemische Charakterisierung der Zellen (Fibroblasten)

Mit der Durchfiihrung der immunhistochemischen Charakterisierung der Fibroblasten besta-
tigte sich die Annahme, auf der Zelloberflache der Fibroblasten Rezeptoren fir Vimentin, Pro-
gesteron und a-Estrogen vorzufinden. Bei allen drei verwendeten Antikbrpern kam es zu einer
positiven Farbreaktion (Abb. 18-20).

Abbildung 17 IHC der humanen Fibroblasten: Negativ-Kontrolle, 20fache VergroRerung, Kamera: AxioCamMR3;
Autor: PD. Dr. rer. nat. habil. D.-U. Richter.
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Abbildung 18 IHC der humanen Fibroblasten: Vimentinrezeptor (VT), 20fache VergroRerung,
Kamera: AxioCamMR3, Autor: PD. Dr. rer. nat. habil. D.-U. Richter.

Abbildung 19 IHC der humanen Fibroblasten: Progesteronrezeptor (PR), 20fache VergréRerung,
Kamera: AxioCamMR3. Autor: PD. Dr. rer. nat. habil. D.-U. Richter.

Abbildung 20 IHC der humanen Fibroblasten: alpha-Estrogenrezeptor (ER-a), 20fache VergréRerung,
Kamera: AxioCamMR3; Autor: PD. Dr. rer. nat. habil. D.-U. Richter.
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4.1.4 Untersuchung des Nahtmaterials

4.1.4.1 Lichtmikroskopie
Die digitalmikroskopische Untersuchung des Nahtmaterials erbrachte die folgenden Aufnah-
men. Es zeigte sich bei dem Faden SERAFAST 3|0 die durch das Monofilament entstandene

glatte Oberflache des Fadens und eine homogene Binnenstruktur (Abb. 21). Bei den Faden
SERAFIT 0 und SERAFIT 1 liel sich die geflochtene Struktur gut darstellen (Abb. 22-23).

L ——

Abbildung 22 SERAFIT® 0 180fach vergrofert, Leica Digitalmikroskop DVM6, Foto: Dr. Uwe Schdler.
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Abbildung 23 SERAFIT® 1 180fach vergrofert, Leica Digitalmikroskop DVM6, Foto: Dr. Uwe Schdler.

4.1.5 Resoprtionsverhalten der genutzten Nahtmaterialien im Medium

Zur Beurteilung des Zerfallverhaltens der Faden, wurden diese in ein Zellmedium (DMEM +
10% FKS) gelegt und im Verlauf Gber 10 Wochen lichtmikroskopisch evaluiert. Dabei verhiel-
ten sich die Faden wie vom Hersteller angegeben (SERAFAST® 3/0 aufgeldst nach ca. 90-
120 Tagen, SERAFIT® 0 ca. 60-90 Tage, SERAFIT® 1 ca. 60-90 Tage).

SERAFAST® 3/0:
Ab Woche 6 ist eine Auflosung der Struktur des Fadens zu erkennen. Der Faden wurde in

Woche 7 und 8 zunehmend brichiger (Abb. 24) und verlor ab Woche 10 seine urspringliche
Struktur (Abb. 25).

Abbildung 24 SERAFAST® 3/0 nach 7 Wochen - Zunehmend briichige Struktur, 10x vergroRert,
Kamera: AxioCamMR3.
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AP 1
‘-‘\ ; ‘\% ! |
Abbildung 25 SERAFAST® 3/0 nach 10 Wochen - Verlust der urspriinglich homogenen Struktur; 20x vergrofiert,
Kamera: AxioCamMRa3.

SERAFIT® 0:

Ab Woche 5 stellte sich ein Verlust des Farbstoffes des Fadens ein, wodurch die Struktur auch
(durchlicht-)lichtmikroskopisch sichtbar wurde (Abb. 26). Ab Woche 6 kam es zur Auflésung
der urspringlichen Struktur des Fadens mit Briichen vor allem der auf3enliegenden Filiae

(Abb. 27). In Woche 10 sah man den Bruch der Strange, aus denen der Faden geflochten ist
(Abb. 28).

Abbildung 26 SERAFIT® 0 nach 5 Wochen - Zunehmender Verlust des Farbstoffes, 10x vergrofert,
Kamera: AxioCamMR3.
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Abbildung 28 SERAFIT® 0 nach 10 Wochen - Bruch der Strange des Fadens, 20x vergroRert,
Kamera: AxioCamMR3.

SERAFIT® 1:

Auch bei diesem Faden trat zunachst der Verlust der Farbung des Fadens auf. Nach 5 Wochen
war eine Auflockerung der urspriinglichen Struktur zu sehen (Abb. 29). Diese Auflockerung
nahm standig zu. In Woche 8 kam es zum Bruch von Strangen (Abb. 30). Ab der 10. Woche
sah man mikroskopisch eine klar aufgelockerte Binnenstruktur des Fadens (Abb. 31).
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Abbildung 29 SERAFIT® 1 nach 5 Wochen - Verlust der Nahtmaterialfarbe und damit Sichtbarwerden
der Binnenstruktur, 10x vergrofiert, Kamera: AxioCamMR3.

Abbildung 30 SERAFIT® 1 nach 8 Wochen - Bruch von Strangen, 20x vergrofiert, Kamera: AxioCamMRS3.

Abbildung 31 SERAFIT® 1 nach 10 Wochen - Auflockerung der Binnenstruktur, 20x vergrofert
Kamera: AxioCamMRa3.
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4.1.6 Resoprtionsverhalten der genutzten Nahtmaterialien bei Zellkontakt

Es zeigte sich, dass alle untersuchten Faden komparabel von den Fibroblasten resorbiert wur-
den, sprich die Werte fir Glucose, pH und Laktat waren in allen Gruppen ahnlich.
Alle Werte wurden dreifach bestimmt. Es handelt sich bei den dargestellten Werten um Mittel-
werte, wobei keine Ausreil3er vorlagen.

Der Ausgangswert des Laktats (Gruppe Medium blande) ist im Diagramm nicht vermerkt, da
bei Abwesenheit von Zellen kein Metabolismus zu erwarten war (Abb. 32). Bei Vorliegen un-
abhangiger Stichproben wurde zur Untersuchung der Signifikanz der Kruskal-Wallis-Test fur
unabhangige Stichproben durchgefiihrt.

Ein Unterschied der Gruppen (Signifikanzniveau p=0,05) ist nur in der Messung des Laktates

signifikant (p=0,045 2-seitige Signifikanz).

Stoffwechselanalyse Fibroblasten mit Nahtmaterial

B Glucose in mmol/|

W Laktat in mmol/l
20,00 .PH

n=3

Legende:
Fast30: SERAFAST3/0
Fit0: SERAFITO
Fit1: SERAFIT1
Medium: Medium blande

15,00 |

10,00 |

5,00

Glucose [mmolll], Laktat [mmol], pH

0,00
Fast30 Fit0 Fit1 Medium

Faden

Fehlerbalken: 95% CI
Fehlerbalken: +/- 2 SD

Abbildung 32 Stoffwechselanalyse Fibroblasten und Nahtmaterial; n=3;
2-seitige-Signifikanzen: Glucose p=0,186, Lactat p=0,045, pH p=0,522;
(Kruskal-Wallis-Test fir unabhangige Stichproben).
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4.1.6.1 Wachstumsverhalten der Fibroblasten am verwendeten Nahtmaterial

Die Fotodokumentation des Wachstumsverhaltens der Fibroblasten an und auf dem jeweiligen
Faden (SERAFAST® 3/0, SERAFIT® 0, SERAFIT® 1) fand jeweils an Tag 1, 4, 9, 16, 18 und
21 statt.

Es wurde zur Darstellung exemplarisch der Tag 16 gewahlt, da an diesem das Wachstums-
verhalten besonders gut zu sehen war.

Abb. 33 zeigt Fibroblasten und den Faden SERAFAST® 3/0. Die Zellen wachsen mit ihren

langgestreckten Zellkérpern Uber die gesamte Oberflache des Fadens.

Abbildung 33 SERAFAST® 3/0 mit Fibroblastenbewuchs nach 16 Tagen AxioCamMR3 10x vergrofert.

Auf Abb. 34 sind Fibroblasten und der Faden SERAFIT® 0 zu sehen. Durch die Farbung des
Fadens lasst sich das Wachstum der Zellen auf dem Faden nicht mittels Lichtmikroskopie
(Durchlicht) beurteilen. Es ist jedoch zu sehen, dass die Zellkérper gerichtet auf den Faden zu

wachsen.

Abbildung 34 SERAFIT® 0 mit Fibroblasten nach 16 Tagen AxioCamMR3 10x vergroRert.
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Abb. 35 stellt Fibroblasten und den Faden SERAFIT® 1 dar. Auch hier gilt, dass sich lediglich
das Wachstum der Zellen im Umfeld des Fadens mittels Lichtmikroskopie (Durchlicht) beurtei-

len Iasst. Man sieht auch hier, dass die Zellkérper gerichtet auf den Faden zu wachsen.

Abbildung 35 SERAFIT® 1mit Fibroblasten nach 16 Tagen AxioCamMR3 10x vergroRert.

Fazit: Die Fibroblasten bilden, entsprechend ihres herkdmmlichen Wachstumsverhaltens, ei-
nen konfluenten Zellrasen aus. lhre Zellkdrper wachsen gezielt auf die Faden (SERA-
FAST® 3/0, SERAFIT® 0, SERAFIT® 1) zu, sowie Uberdecken den Faden

SERAFAST® 3/0 vollstandig mit ihren langgestreckten Zellkérpern.
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4.1.7 Metabolismus der Zellen bei Nahtmaterialkontaki:

Zur Untersuchung des Metabolismus der Zellen wahrend des Nahtmaterialkontaktes flihrte
man zwei biologische Assays durch (CellTiter-Glo®, Fa. Promega; MTT-Test, Fa. Sigma Ald-
rich). Dabei wurde die Viabilitdt und Proliferation der Zellen nach Kontakt mit den Testsubstan-

zen und den Nahtmaterialien ermittelt.

41.71 MTT-Assay
Der Zellenkontakt mit dem jeweiligen Nahtmaterial zeigte im MTT-Assays keine signifikanten

Unterschiede in der Viabilitat und Proliferation zwischen der Propolis- und der Placebo-Gruppe
(SERAFAST® 3/0 p=0,206; SERAFIT® 0 p=0,249; SERAFIT® 1 p=0,125) (Abb. 36-38).
Unter dem Einfluss der proliferationsfordernden Substanz Estradiol zeigten sich keine signifi-
kanten Unterschiede in der Viabilitat und Proliferation zwischen der Propolis- und der Placebo-
Gruppe (p=0,749) (Abb. 41).

Bei Normalverteilung der Werte wurde der T-Test fir unabhangige Stichproben durchgefihrt.
Unter dem Einfluss der proliferationshemmenden Substanz Endoxifen kam es zu einer signi-
fikant héheren Viabilitat der Zellen bei Kontakt mit Propolis, als bei denen der Placebo-Gruppe
(p=0,037) (Abb. 40). Das heil¥t, dass wahrend der Anwesenheit von Propolis durch Endoxifen
weniger Zellen starben als in den Kontrollgruppen (Leerwert und Kamillin).

Bei der Anwendung von Tamoxifen unterscheiden sich die beiden Gruppen (Propolis vs. Pla-
cebo) nicht signifikant (p=0,104) (Abb. 39).

Der Einsatz von Propolis zeigte folglich in der durchgefiihrten in vitro Studie keinen positiven
Effekt auf die Proliferation der Zellen. Eine gesteigerte Proliferation hatte zum einen zur Folge,
dass die Wundheilung schneller stattfindet, es jedoch auch zu einer lGbersteigerten Prolifera-
tion fihren kann, welche die Keloidbildung begtinstigt.

Propolis beeinflusst in diesem Versuchsufbau jedoch die Zellviabilitat. Unter dem Einfluss von
Endoxifen starben in der Propolisgruppe, verglichen zu den Kontrollgruppen (Leerwert und

Kamillin) weniger Zellen.
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Abbildung 36 MTT-Test — Propolis vs. Placebo

(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten und

Serafast 3/0; n=3; Propolis vs. Placebo
(Kamillin) p=0,206;
(T-Test fiir unabhangige Stichproben).

Abbildung 37 MTT-Test — Propolis vs. Placebo
(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten
und Serafit 0; n=3; Propolis vs.
Placebo (Kamillin) p=0,249;

(T-Test fir unabhangige Stichproben).
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Abbildung 38 MTT-Test — Propolis vs. Placebo
(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten
und Serafit 1; n=3; Propolis vs. Placebo
(Kamillin) p=0,125;

(T-Test fiir unabhangige Stichproben).

Abbildung 39 MTT-Test — Propolis vs. Placebo
(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten
und Tamoxifen; n=3; Propolis vs.
Placebo (Kamillin) p=0,104;

(T-Test fiir unabhangige Stichproben).
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Abbildung 40 MTT-Test — Propolis vs. Placebo
(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten
und Endoxifen; n=3;

Propolis vs. Placebo p=0,037,
Signifikanzniveau p=0,05;
(T-Test fir unabhangige Stichproben).

Abbildung 41 MTT-Test — Propolis vs. Placebo
(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten und
Estradiol; n=3; Propolis vs. Placebo
p=0,749;
(T-Test fir unabhangige Stichproben).
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4.1.7.2 CellTiter-Glo®-Assay
Im Viabilitdts- und Zytotoxizitatstest CellTiter-Glo® zeigte sich bei unbekanntem Verteilungs-

typ (n=3) und somit Durchflihrung des Mann-Whitney-U-Tests kein signifikanter Unterschied
zwischen der Propolis- und der Placebogruppe (SERAFAST 3/0® p=0,200; SERAFIT 0®
p=0,700; SERAFIT 1® p=0,400; Estradiol p=0,400; Endoxifen p=0,200) (Signifikanzniveau
p=0,05) (Abb. 42 — 47).

Folglich hat Propolis in diesem Versuchsaufbau keinen positiven Einfluss auf die Viabilitat der

Fibroblasten.
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Abbildung 42 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs.

30

Viabilitdt [%]

Placebo (Kamillin) vs. Leerwert;
Fibroblasten und Serafast 3/0; n=3;
Propolis vs. Placebo (Kamillin)
p=0,200;

(Mann-Whitney-U-Test).

Serafit 1

mFropalis

mKarnillin

‘ B Lemrwert

Propolis Karnillin Leerwert

Abbildung 44 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs.
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Placebo (Kamillin) vs. Leerwert;
Fibroblasten und Serafit 1; n=3;
Propolis vs. Placebo (Kamillin)
p=0,400;
(Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 46 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs. Pla

cebo (Kamillin) vs. Leerwert;
Fibroblasten und Endoxifen; n=3;
Propolis vs. Placebo (Kamillin)
p=0,200;
(Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 43 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs.
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Placebo (Kamillin) vs. Leerwert;
Fibroblasten und Serafit 0; n=3; Propolis
vs.Placebo (Kamillin) p=0,700;
(Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 45 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs. Placebo
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o
5

(Kamillin) vs. Leerwert; Fibroblasten und
Tamoxifen; n=3; Propolis vs. Placebo
(Kamillin) p=0,200;
(Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 47 CellTiterGlo®-Test — Propolis vs. Placebo
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4.1.8 Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse

Die Untersuchung der Propolis-Losung auf ihre Inhaltsstoffe zeigte qualitativ die Flavone Api-
genin, Kaffeesdurephenylester (CAPE) und Pinobanksin.

Das Resorptionsverhalten des Nahtmaterials wurde durch die Anwesenheit von Propolis nicht
beeinflusst.

Das MTT-Assay ergab, dass Propolis die Zellviabilitat beeinflusst. Unter dem Einfluss von En-
doxifen starben in der Propolisgruppe, verglichen zu den Kontrollgruppen (Leerwert und Ka-
millin) weniger Zellen. Die Proliferation der Zellen bleibt bei der Anwesenheit von Propolis un-
verandert.

Im Versuchsaufbau des CellTiter-Glo®-Assays zeigte Propolis keinen positiven Einfluss auf

die Viabilitat oder Proliferation der Fibroblasten.

4.2 Teil 2 —klinischer Teil

Im Patientenkollektiv befanden sich 33 Patienten. Abzuglich derer, bei denen es zum Abbruch
der Studie kam (n=11), lagen zur statistischen Analyse Daten von 22 Patienten vor, davon n=9

in der Propolis-Gruppe und n=13 in der Placebo-Gruppe.

4.2.1 Vollstandige Messparameter

4.2.1.1 Studienabbruch
Bei 11 Patienten kam es zum Abbruch der Studie. Davon waren 8 Patienten Teil der Propolis-
Gruppe und 3 Patienten Teil der Placebo-Gruppe (Abb. 48).

Propolis-Gruppe: In der Propolis-Gruppe kam es bei 3 Patienten zum Abbruch infolge einer
Hautreaktion mit Rotung, Schwellung und Juckreiz. 5 Patienten standen fir das geplante

Follow-Up aus unbekannten/privaten Griinden nicht mehr zur Verfligung.
Placebo-Gruppe: In der Placebo-Gruppe kam es zu 3 Abbriichen; die geplante OP fand nicht

statt oder die Patienten standen aus uns unbekannten/privaten Griinden flir die Nachuntersu-

chung nicht mehr zur Verfligung.
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Studienabbruch

m Eingeschlossene Patienten
= Abbruch Propaolis
m Abbruch Placebo

n (gesamt)= 33

Abbildung 48 Studienabbruch; n (Gesamtes Patientenkollektiv) = 33; 22 Patienten konnten eingeschlossen
werden; Abbruch der Studie bei 11 Patienten (davon Propolis-Gruppe = 8 Patienten,
Placebo-Gruppe = 3 Patienten).

4.2.1.2 Studienabbruch aufgrund allergischer Reaktion

Eine Bienenallergie oder Unvertraglichkeit ihrer Produkte galt als Ausschlusskritierium zur Auf-
nahme von Patienten in die Studie. Nichtsdestotrotz kam es bei 3 Patienten in der Propolis-
Gruppe zum Abbruch der Studie aufgrund einer allergischen Reaktion mit lokaler Rétung,
Schwellung und Juckreiz im Wundgebiet. Auch Sforcin et al. beschreiben in Ihrer Arbeit das
Auftreten allergischer Reaktionen und Kontaktdermatitiden bei der Anwendung von Propolis
unabhangig vom Vorliegen einer Bienenallergie (Sforcin, 2007). In héheren Konzentrationen
(300 ug/ml) aktiviert Propolis direkt Mastzellen und somit die Ausschuttung von proinflamma-
torischen Mediatoren aus diesen (Sforcin, Orsi, Bankova, 2005; Sforcin, 2007). Dies kdnnte
verantwortlich sein fir die allergischen Reaktionen bei Propolis-sensitiven Patienten (Sforcin,
Orsi, Bankova, 2005; Sforcin, 2007).

Es besteht also vor allem bei der héher konzentrierten Anwendung von Propolis-Produkten ein

allergogenes Potenzial (Sforcin, Orsi, Bankova, 2005; Sforcin, 2007).

Bei diesem Patienten der Propolis-Gruppe ist die Reaktion auf die propolishaltige Auflage gut
zu erkennen (Abb. 49 + 50). Es ist ein klar abgrenzbares erythematéses Exanthem mit Aus-
bildung einer Crusta zu sehen, an der Stelle an welcher die Auflage klebte. Dieses trat nach 3

Tagen Anwendung der Auflage auf.
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Abbildung 49 Narbe mit propolishaltiger Tinktur Abbildung 50 Narbe it prolishaltiger Tinktur

Tag 1; Kamera: SONY DSC-T77, Tag 3, Kamera: Motorola Moto G,
1x Vergroferung. 1x Vergrofierung.

4.2.1.3 Geschlechterverteilung

Im Patientenkollektiv befanden sich 13 Frauen (59,1 %) und 9 Manner (40,9 %) (Abb. 51).

In der Propolis-Gruppe waren n=4 (44,4 %) der Patienten mannlich und n=5 (55,6 %) weiblich.
In der Placebo-Gruppe waren n=5 (38,5 %) Patienten mannlich und n=8 (61,5 %) weiblich.
Es befanden sich keine Patienten im Kollektiv, die sich einer anderen Geschlechtsidentitat, als

der genannten, zugehdrig fuhlten.

Geschlechterverteilung

Geschlecht

Bm
Hw

Anzahl Patienten

Propolis Placebo

Préaparat

Abbildung 51 Geschlechterverteilung in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo).
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4.2.1.4 Altersverteilung

Das Patientenkollektiv zeigte ein durchschnittliches Alter von 66 Jahren, wobei der jingste
Patient 33 Jahre und der alteste Patient 85 Jahre alt war (Abb. 52).

In der Propolis-Gruppe betrug das Alter des jlingsten Patienten 44 Jahre und des altesten 82

Jahre. Das durchschnittliche Patientenalter lag bei 68 Jahren.
In der Placebo-Gruppe war der jlingste Patient 33 Jahre und der alteste 85 Jahre alt. Das

durchschnittliche Patientenalter lag bei 65 Jahren.

Altersverteilung

100

80

60

Alter Jahren

40

20

Propolis Placebo

Praparat

Abbildung 52 Altersverteilung der Patienten in der jeweiligen Studiengruppe.

4.2.1.5 BMI (Body Mass Index)

Das Gesamtkollektiv zeigte einen durchschnittichen BMI von 26,4 bei einem Minimum von
20,2 und einem Maximum von 32,9 (Abb. 53).

In der Propolis-Gruppe lag der durchschnittliche BMI bei 26,9 bei einem Minimum von 21,9

und einem Maximum von 32,9.
In der Placebo-Gruppe betrug der durchschnittliche BMI bei 26,2 bei einem Minimum von 20,2

und einem Maximum von 31,2.
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Abbildung 53 BMI der Patienten in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo).

4.2.1.6 Nikotinkonsum

Im Patientenkollektiv waren 17 Patienten (77,3 %) Nichtraucher und 5 (22,7 %) Raucher (Abb.
54).

Die Raucher wiesen durchschnittlich 17,2 Packungsjahre (Pack-Years; PY) bei einem Mini-

mum von 6 PY und einem Maximum von 23 PY auf.
In der Propolis-Gruppe befanden sich 2 Raucher, mit durchschnittlich 21,5 Packungsjahren.
In der Placebo-Gruppe waren 3 Raucher, mit durchschnittlich 20 Packungsjahren.

Nikotinkonsum

Raucher

M Nichtraucher
M Raucher

Anzahl Raucher

Propolis Placebo

Praparat

Abbildung 54 Anzahl der Raucher in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo).
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4.2.1.7 Narbenlange
Im Gesamtkollektiv lag die Narbenldnge durchschnittlich bei 8,9 cm bei einem Minimum von

2,5 cm und einem Maximum von 20 cm (Abb. 55).
In der Propolis-Gruppe betrug die durchschnittliche Narbenlange bei 6,1 cm bei einem Mini-

mum von 2 cm und einem Maximum von 17 cm.
Die Placebo-Gruppe zeigte eine durchschnittliche Narbenlange bei 10,8 cm bei einem Mini-

mum von 2,5 cm und einem Maximum von 20 cm.

Narbenlédnge
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wn
[=]

Narbenlange [cm]

’ -

Propolis Placebo

Praparat

Abbildung 55 Narbenlange [cm] in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo); *= Narben, deren Lange weit ab
von der durchschnittlichen Narbenlange der tbrigen Patienten liegen.

4.2.1.8 Hauptdiagnose
Es wurde in die Hauptdiagnosen ,Degenerative Erkrankung® und ,Fraktur® unterteilt.
Im Gesamtkollektiv zeigten sich 1 Patient (4,8 %) mit der Hauptdiagnose ,Fraktur® und 21

Patienten (95,2 %) mit ,Degenerative Erkrankung“ (Abb. 56).
In der Propolis-Gruppe litten alle 9 Patienten (100 %) an der Hauptdiagnose ,Degenerative

Erkrankung®.
In der Placebo-Gruppe fand sich 1 Patient (7,7 %) mit der Hauptdiagnose ,Fraktur und 12

(92,3 %) Patienten mit der Hauptdiagnose ,Degeneration®.
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Hauptdiaghose

Hauptdiagnose

M Degeneration
B Fraktur

Anzahl Patienten

.

(%]

Propolis Placebo
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Abbildung 56 Hauptdiagnose (Degeneration; Fraktur) in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo);
*= In der Propolis-Gruppe lag kein Patient mit der Hauptdiagnose ,Fraktur vor.

4.2.1.9 ASA-Klassifikation
Die ASA-Klassifikation (ASA= American Society of Anesthesiologists) beschreibt den Allge-

meinzustand eines Patienten. Bei einem Wert von 1 handelt es sich um einen gesunden Pati-
enten, wahrend der Wert 5 einen moribunden Patienten, bei dem die Lebenserwartung ohne
Behandlung geringer als 24 h ist, erfasst.

Im Gesamtkollektiv wurden 5 Patienten (20 %) mit ASA 1, 10 Patienten (40 %) mit ASA 2 und
10 Patienten (40 %) mit ASA 3 klassifiziert. Es fanden sich keine Patienten, die eine héhere
ASA-Klassifizierung erreichten.

In der Propolis-Gruppe wurden 2 Patienten (18 %) ASA 1, 4 Patienten (36 %) ASA 2 und 5
Patienten (46 %) ASA 3 klassifiziert (Tabelle 3 ASA-Klassifikation Propolis-Gruppe).

In der Placebo-Gruppe wurden 3 Patienten (21 %) ASA 1, 6 Patienten (43 %) ASA 2 und 5
Patienten (36 %) ASA 3 klassifiziert (Tabelle 4 ASA-Klassifikation Placebo-Gruppe).

Propolis:
Tabelle 3 ASA-Klassifikation Propolis-Gruppe.

ASA-Klassifikation Haufigkeit Prozent [%]
1 2 18,18
2 4 36,36
3 5 45,46
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Placebo:
Tabelle 4 ASA-Klassifikation Placebo-Gruppe.

ASA-Klassifikation Haufigkeit Prozent [%]
1 3 21,4
2 6 42,9
3 5 35,7

4.2.1.10 Karnofsky-Index

Der Karnofsky-Index beschreibt den Allgemeinzustand eines Patienten bzw. dessen Leis-

tungsfahigkeit im Alltag. Er wurde urspringlich zur Erfassung des Allgemeinzustands von Tu-
morpatienten entwickelt und wird dort am haufigsten eingesetzt. Maximal kénnen 100 % er-
reicht werden, was eine normale Aktivitat, Beschwerdefreiheit und kein Hinweis auf ein Tu-
morleiden bedeutet. Bei einem Wert von 0 % handelt es sich um einen moribunden Patienten
(Stover, Feyer, 2018).

Das Patientenkollektiv zeigte einen durchschnittlichen Karnofsky-Index von 77,60 %.

3 Patienten (12 %) zeigten einen Karnofsky-Index von 60 %, 8 Patienten (32 %) von 70, 6 %
Patienten (24 %) von 80 % und 8 Patienten (32 %) einen Index von 90 %. Werte unterhalb
eines Karnofsky-Index von 60 % wurden nicht erreicht.

In der Propolis-Gruppe lag der Median des Karnofsky-Index einen Wert von 80 % bei einem
Minimum von 60 % und einem Maximum von 90% (Tabelle 5 Karnofsky-Indices der Propolis-
Gruppe).

Die Placebo-Gruppe ergab einen Median des Karnofsky-Index von 70 % wobei ein Patient den
minimalen Wert von 60 % und 4 Patienten den maximalen Wert von 90 % erreichten (Tabelle

6 Karnofsky-Indices der Placebo-Gruppe).

Propolis:
Tabelle 5 Karnofsky-Indices der Propolis-Gruppe.

Karnofsky-Index (%) Haufigkeit Prozent [%]

60 2 18,2

70 1 9,1

80 4 36,4

90 4 36,4
Placebo:

Tabelle 6 Karnofsky-Indices der Placebo-Gruppe.

Karnofsky-Index (%) Haufigkeit Prozent [%]
60 1 7,1

70 7 50

80 2 14,3

90 4 28,6
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4.2.2 Narbenbeurteilung
4221 VSS und PSAS
42211 VSS:

Das gesamte Patientenkollektiv zeigte einen durchschnittlichen VSS-Wert von 3, bei einem

Minimum von 0 und einem Maximum von 7 (Abb. 57).

In der Propolis-Gruppe lag der durchschnittliche VSS bei 3 (Minimum 1, Maximum 7).

Die Placebo-Gruppe zeigte einen durchschnittlichen VSS von 3 (Minimum 0 und Maximum 6).
Bei vorliegender NV des VSS (Propolis p=0,154; Placebo p=0,089) bei einem Signifikanz-ni-
veau von p=0,05, wurden die Gruppen mittels t-Test flr unabhangige Stichproben als para-
metrisches Verfahren untersucht. Im t-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied im VSS

zwischen den untersuchten Gruppen (Propolis vs. Placebo) (2-seitige Signifikanz p=0,888).

VSS

VSS

(%)

Propolis Placebo

Praparat

Abbildung 57 VSS-Verteilung in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo); Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Propolis vs. Placebo)
(2-seitige Signifikanz p=0,888 bei einem Signifikanzniveau von p=0,05)
(t-Test flr unabhangige Stichproben).

4.2.21.2 PSAS:

Im Gesamtkollektiv zeigte sich ein durchschnittlicher PSAS von 12 bei einem Minimum von 7
und einem Maximum von 34 (Abb. 58).

In der Propolis-Gruppe lag der durchschnittliche PSAS bei 11 (Minimum 7 und Maximum 15).
Die Placebo-Gruppe zeigte einen durchschnittlichen PSAS von 13 (Minimum 7 und Maxi-

mum 34).
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Abbildung 58 PSAS-Verteilung in den jeweiligen Gruppen (Propolis vs. Placebo); *= Ausreil3er;
Es liegt kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Propolis vs. Placebo) vor
(2-seitige Signifikanz p=0,512 bei einem Signifikanzniveau von p=0,05) (Mann-Whitney-U-Test).

Bei Nichtvorliegen einer Normalverteilung in der Placebo-Gruppe (p=0,049) (Propolis p=0,200)
im Kolmogorov-Smirnov-Test (optimiert durch Lilliefors) wurde ein Mann-Whitney-U-Test als
nichtparametrisches Verfahren zur Untersuchung der Gruppen bezuglich des PSAS durchge-
fuhrt. Bei diesem zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten
Gruppen (p=0,512).

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beider Scores (PSAS und VSS) in den
Behandlungsgruppen nachgewiesen werden. Sprich zeigte die Anwendung von Propolis-
Wundauflagen im Patientenkollektiv keinen Effekt auf die Wundheilung und Narbenbildung
gemal PSAS und VSS.

Das Vorliegen einer Korrelation zwischen dem objektiven (VSS) und dem subjektiven Resultat
(PSAS) der Narbe wurde mittels Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (Spearman’s
Rho) und Kendalls-Tau-b untersucht.

Es lasst sich zwar, bei positiven Werten fur Kendalls-Tau-b und Spearman’s Rho, eine positive
Korrelation zwischen dem VSS und dem PSAS vermuten (Kendalls-Tau-b =0,170) (Spe-
arman‘s Rho= 0,213), jedoch sind beide Korrelationen nicht signifikant (Kendalls-Tau-b
p=0,309) (Spearman’s Rho p=0,342) (Signifikanzniveau p=0,05).

Somit besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen den Werten des VSS und des

PSAS.
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Abb. 59 und 60 zeigen exemplarisch Narben, welche im Follow-Up in der 13. postoperativen
Woche mittels PSAS und VSS beurteilt wurden. Die Narbe in Abb. 59 beurteilten der/die Pati-
ent*in als sehr gut/gut, wahrend die Narbe in Abb. 60 vom Priifarzt als schlechter eingestuft
wurde, als der/die Patient*in es selbst tat.

Abbildung 59: Abbildung 60 :

Narbe zum Follow-Up in der 13. postoperativen Wo- Narbe zum Follow-UP in der 13. postoperativen Wo-
che, Propolis-Gruppe, VSS 0 PSAS 13, somit wurde che, Propolis-Gruppe, VSS 7 PSAS 8, somit wurde
sie in beiden Scores als sehr gut/gut beurteilt; Ka- die Narbe vom Prifarzt als schlechter eingeschatzt,
mera: Apple iPhone XS back camera, 1x VergrofRe- als es der/die Patient*in subjektiv selbst getan hat;
rung. Kamera: iPhone 5s back camera, 1x Vergré3erung.

4.2.2.2 Fotodokumentation des Narbenassessments

Die Fotodokumentation der Wunden fand im Rahmen der Erhebung der Narbenassessments
(VSS/PSAS) unmittelbar postoperativ (noch im OP) und wahrend der Follow-Up-Untersuchung
(13. postoperative Woche) statt.

Die quantitative Analyse dieser Daten erfolgte bei der Auswertung der Scores VSS und PSAS.
In der qualitativen Auswertung der Fotodokumentation fallen keine groRen Unterschiede zwi-
schen den beiden Gruppen (Propolis vs. Placebo) auf.

Anbei die Beispiele zweier Patienten*innen, jeweils einer Gruppe (Propolis/Placebo) (Abb. 61
—64).

Abb. 61 und 63 (links) zeigen eine Wunde/Narbe der Propolis-Gruppe unmittelbar postoperativ
(Abb. 61) und beim Follow-Up in der 13. postoperativen Woche (Abb. 63).

Auf der rechten Seite sind analog Aufnahmen einer Wunde/Narbe der Placebo-Gruppe zu

sehen (Abb. 62 unmittelbar postoperativ; Abb. 64 13. postoperativen Woche).
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Propolis: Placebo:

Abbildung 61 Wunde unmittelbar post-OP Propolis- Abildung 62 Wunde unmittelbar post-OP Placebo-
Gruppe; Kamera: NIKON COOLPIX S6500, Vergro- Gruppe; Kamera: Canon PowerShot SX600 HS, Ver-
Rerung 1x. groRerung 1x.

: _ Abbildung 64
Abbildung 63 Wunde 3 Monate post-OP Propolis- Wunde 3 Monate post-OP Placebo-Gruppe; Kamera:

Gruppe; Kamera: Apple iPhone 5s back camera, Ver- Apple iPhone 5s back camera, VergréRerung 1x.
groRerung 1x.
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5 Diskussion

Entgegen der Annahme, dass Propolis die postoperative Wundheilung verbessere, zeigte sich
sowohl in der klinischen als auch in der experimentellen Studie keine Verbesserung der Wund-
heilung oder Narbenbildung durch den Einsatz von Propolis als epikutane Wundauflage Uber

eine Dauer von 30 Tagen, oder als Zusatz zum Medium der Zellkultur.

5.1 Die Standardisierung von Propolis-Tinkturen

Wie eingangs erwahnt handelt es sich bei Propolis um ein Naturprodukt mit variablen Inhalt-
stoffen. Die Zusammensetzung ist unter anderem davon abhangig, in welcher Region die Be-
standteile dafiir von den Bienen gesammelt wurden (Martinotti, Ranzato, 2015). Somit bein-
haltet Propolis viele, d.h. teilweise mehr als 300 nachgewiesene, unterschiedliche Komponen-
ten (Sforcin, 2007), weshalb es sich sehr schwer standarisieren lasst (Bankova, de Castro,
Marcucci, 2000).

In Brasilien kommen vor allem das griine und das rote Propolis vor, welches somit dort ver-
mehrt Gegenstand der aktuellen Forschung ist (Jacob et al., 2015; Corréa et al., 2017b). Bei
der Untersuchung der verschiedenen Propolis-Sorten wurde nun entdeckt, dass das Propolis,
welches seine Herkunft in Deutschland, Irland oder Korea hat, die geringste antimikrobielle
Wirkung zeigt (Przybytek, Karpinski, 2019). Dies unterstitzt die Annahme, dass die Herkunft
und Zusammensetzung und somit die Wirksamkeit von Propolis deutlich variieren.

In dieser Studie wurde Propolis von einem deutschen Hersteller verwendet.

Es wurde in der experimentellen Studie eingehend mittels HPLC auf seine Zusammensetzung

untersucht.

Trotzdem kann die Herkunft, welche sich vom Propolis anderer Studien unterscheidet auch
die Unterschiede in der Wirksamkeit im Vergleich zu anderen Studien erklaren. Zudem kann
eine konstante, gleichbleibende Zusammensetzung der Propolis-Lésung chargenibergreifend

durch den Hersteller nicht gewahrleistet werden.

5.2 Kamillin-Tinktur als Placebo

Der charakteristische Geruch, die Farbe und Textur der Propolis-Losung stellten bei der Her-
stellung des Placebos eine Herausforderung dar. Fur diesen Einsatz zugelassene Farbstoffe
konnten die Farbe der propolishaltigen Lésung nicht angemessen imitieren. Somit wurde bei

der Herstellung des Placebos auf eine Kamillin-Losung zurlickgegriffen. Diese ahnelte der
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Propolis-Losung in Farbe und Textur. Zudem ist sie zur Anwendung am Menschen zugelassen
und unbedenklich. Die Losung wurde stark verdunnt, weshalb laut Aussage des leitenden Kili-
nikapothekers ein moglicher Effekt durch die in Kamillin enthaltenen Stoffe auf die Wundhei-
lung auszuschliefen war. Nichtsdestotrotz ist bekannt, dass es sich bei Kamillin-Konzentrat

um ein pflanzliches Arzneimittel handelt.

5.3 Die Korrelation von Wirkung und Konzentration

Derzeit wird die Wirkung von Propolis von diversen Arbeitsgruppen in den verschiedensten
Landern untersucht (Kilicoglu, Erdemli, 2008; Berretta, Nascimento, Bueno, Leite Vaz, et al.,
2012; Henshaw et al., 2014; Pasupuleti et al., 2017).

In daraus resultierenden Arbeiten wird von positiven Effekten auf die Proliferation, Migration
und Viabilitat von Propolis auf die untersuchten Zellen gesprochen (Castaldo, Capasso, 2002;
Martinotti, Ranzato, 2015). In unserer Studie wurden sowohl in-vitro als auch in-vivo statistisch
keine signifikanten Effekte auf die Fibroblastenproliferation bzw. Wundheilung nach dorsalem
Zugang zur Wirbelsaule mit einem mehrschichtigem Wundverschluss durch Naht nachgewie-
sen.

Die Literaturrecherche zeigte, dass in den durchgefuhrten Studien mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen der Propolis-Losung gearbeitet wurde (Berretta, Nascimento, Bueno, de Oliveira
Lima Leite Vaz, et al., 2012; Jacob et al., 2015; Khodabakhshi et al., 2019; Martinotti et al.,
2019). Zu Beginn unserer Studie haben wir uns fur die auf dem Markt erhaltliche 15 %ige
wassrige Losung des Propolis entschieden.

Aktuelle Studien zeigen nun, dass die Wirkung von Propolis stark abhangig von seiner Kon-
zentration ist (Jacob et al., 2015; Khodabakhshi et al., 2019). Martinotti et al. verdffentlichten
in ihrer Arbeit, die effektivste Konzentration des Propolis zur Induktion der Wundheilung liege
bei 0,001 % (Martinotti et al., 2019). Berretta et al. wiederum beschreiben die vielverspre-
chendste antimikrobielle und wundheilungsférdernde Wirkung von Propolis bei einer Konzent-
ration von 3,6 % (Berretta, Nascimento, Bueno, Leite Vaz, et al., 2012). Die Arbeitsgruppe um
A. Jacob beschrieb zudem eine inhibitorische Wirkung von Propolis auf die Proliferation Gber
dem Grenzwert von 100 ug/ml (Jacob et al., 2015).

In der Arbeit von S. Martinotti und Mitarbeitern zeigte sich, dass auch die Zelltoxizitat von
Propolis abhangig von der verwendeten Konzentration ist. Bei der EC50 (halb maximale ef-
fektive Konzentration) zeigte sich eine Zelltoxizitat von 0,048 %, wahrenddessen diese bei der
ECO05 (5 % maximale effektive Konzentration) bei 0,015 % lag (getestet an HaCaT-Zellen)
(Martinotti et al., 2019).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die wirkungsvollste Konzentration von Propolis noch

kontrovers diskutiert wird und Gegenstand aktueller Untersuchungen ist.
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5.4 Das Einsatzgebiet von Propolis

Propolis zeigte bereits in zahlreichen Studien eine positiven Effekt auf die Wundheilung (Tosi
et al., 1996; Kujumgiev et al., 1999; Vynograd, Vynograd and Sosnowski, 2000; Castaldo,
Capasso, 2002; Huleihel, Isanu, 2002; Scott R Gregory et al., 2002; Gekker et al., 2005;
Nolkemper et al., 2010; Berretta, Nascimento, Bueno, de Oliveira Lima Leite Vaz, et al., 2012;
Jastrzebska-Stojko et al., 2013; Martinotti, Ranzato, 2013; Henshaw et al., 2014; Takzaree et
al., 2016).

Untersucht wurden dabei jedoch meist Ulzerationen (Kucharzewski, Kézka, Urbanek, 2013b;
Henshaw et al., 2014; Afkhamizadeh et al., 2018; Mujica et al., 2019) oder Verbrennungen (De
Almeida et al., 2013; Olczyk, Komosinska-Vassev, et al., 2013; Olczyk, Komosinska-Vassev,
Wisowski, Mencner, Stojko, Ewa M Kozma, 2014; Krupp et al., 2019). Auch beim Einsatz auf
Schleimhauten in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde zeigte Propolis positive Effekte (Henatsch
et al., 2016; Moon et al., 2018).

Diese Einsatzbereiche wurden vermutlich gewahlt, weil gerade dort chronische Wunden und
Wundinfektionen bestehen oder entstehen. Zudem handelt es sich bei Verbrennungen und
Ulzerationen, verglichen mit chirurgischen Schnittwunden, in der Regel um Wunden mit gré-
Reren Wundflachen. Es lasst sich vermuten, dass die groRere Wundflache auch eine gréRere

Wirkungsflache flr die aufgetragene Tinktur darstellt.

Studien zur Verbesserung der Wundheilung durch Propolis nach chirurgischen Eingriffen beim
Menschen wurden bisher nicht veroffentlicht. Eine Studie von Ashraf untersuchte die Wund-
heilung nach einem Hautschnitt unter sterilen Kautelen bei Hunden. Dort zeigte sich eine ver-
besserte Wundheilung durch Verwendung der Propolis-Tinktur Gber 5 Wochen nach der Hau-
tinzision (Abu-Seida, 2015).

Somit Iasst sich noch nicht klar sagen, bei welcher Art von Wunde Propolis den grof3ten Vorteil

in der Wundheilung bringt.

5.5 Allergie, Kontaktdermatitis und Propolis

Aufgrund des allergogenen Potenzials von Bienenprodukten, schloss man Patienten mit einer
anamnestisch bekannten Bienenallergie von der Studie aus. Propolis wurde zudem in der Li-
teratur wiederholt als ein Produkt mit einem geringen Nebenwirkungsprofil beschrieben
(Rajpara et al., 2009; Henshaw et al., 2014). Trotzdem konnten in unserer Studie allergische

Reaktionen auf die Propolis-Tinktur beobachtet werden. In der Propolis-Gruppe kam es bei 3
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Patienten zum Studienabbruch infolge einer Hautreaktion mit Rétung, Schwellung und Juck-
reiz. Diese Hautreaktionen waren in der Placebo-Gruppe nicht zu beobachten.

Da bei den betroffenen Probanden keine Bienenallergie bekannt war, ist es moglich, dass eine
allergische Reaktion unabhangig von der Allergie zu Bienen und Honig auftreten kann. Diese
These ist auch in der Arbeit von J. M. Sforcin zu finden, wo von einer Allergie und Kontaktder-
matitis in Zusammenhang mit Propolis berichtet wird, welche zu unterscheiden ist von der
sonst bekannten Allergie gegenlber Honig (Sforcin, 2007).

Auch bei diesem Sachverhalt kann die Konzentration des Propolis-Praparats eine grof3e Rolle
spielen. Kucharzewski et al. beschreibt in seiner Arbeit eine lokale Intoleranz gegeniber Pro-
polis, welche abhangig von der Konzentration der Tinktur sei (Kucharzewski, Kézka, Urbanek,
2013a). Sforcin, Orsi und Bankova veroffentlichten, dass Propolis in héheren Konzentrationen
(300 ng/ml) direkt Mastzellen aktiviere. Diese setzen proinflammatorische Mediatoren frei, was
in Zusammenhang gebracht werden kann mit der allergischen Reaktion mancher Probanden

auf Propolis (Sforcin, Orsi, Bankova, 2005).

Es ist also anzunehmen, dass Propolis, vor allem in hdheren Konzentrationen, ein Potenzial

fur allergische Reaktionen und Kontaktdermatitiden hat.

5.6 Wundauflagen als Alternative zur perioperativen Antibiotikaprophylaxe?

Durch die mogliche Entwicklung einer Wundauflage, welche suffizient eine postoperative
Wundheilungsstérung verhindern kann, stellt sich die Frage, ob man in der Zukunft auf eine
perioperative Antibiotikaprophylaxe verzichten kdnnte. Dies wurde einige Vorteile mit sich brin-
gen, wie zum Beispiel, dass die Notwendigkeit einer systemischen Gabe eines Antibiotikums
vermieden werden koénnte. Nach aktuellem Stand der Wissenschaft gibt es jedoch noch keine
Wundauflage, welche eine perioperative Antibiotikaprophylaxe vollstandig ersetzen kann.
Auch in dieser Studie, erfolgte standardmaRig eine perioperative Antibiotikaprophylaxe.

Die Wundauflagen mit der Idee zur Verminderung von Surgical Side Infections gelten derzeit

nur als Adjuvans.

5.7 Anwendung der Wundauflage

Der Erfolg der Studie war sehr stark von der Mitarbeit der Patienten abhangig.
Diese mussten die vorgeschriebenen 30 Tage Anwendung der Wundauflage, inklusive regel-
maRiger Wechsel dieser, selbststandig und ohne standige Kontrolle durch die Studienleitung

fortflhren. Die korrekte Durchfuhrung wurde eingangs sorgfaltig mit den Patienten
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besprochen. Zudem befragte man die Patienten in der 13. postoperativen Woche beim Follow-
Up zur sachgemaflen Anwendung der Wundauflage.

Um das Risiko einer fehlerhaften Anwendung zu minimieren, wurde zudem eine Anleitung fur
die Patienten, ihre Angehorigen und auch ihre/n Hausarzt/-arztin angefertigt (Anhang 15.3 An-

leitung zur Anlage eines Propolis-Oklusivverbandes, S. 100).

5.8 Patientenkollektiv

Es handelte sich um eine monozentrische Studie. Viele wirbelsaulenchirurgische Operationen
werden heute in minimalinvasiver Operationstechnik (ohne Hautschnitt) durchgefuhrt und
konnten daher nicht eingeschlossen werden. Zusatzlich zu den Ausschlusskriterien, die den
Einschluss vieler Patienten limitierten, kam es auRerdem zu Abbriichen der Studie. Diese wa-
ren zumeist Folge von Non-Compliance der Patienten oder Hautreaktionen auf die Wundauf-
lage.

Demnach blieb das Patientenkollektiv, welches eingeschlossen werden konnte relativ klein.

5.9 Nahtmaterialien

Ziel einer Hautnaht ist der komplikationslose Hautverschluss mit einer problemlosen Wund-
heilung und einer kosmetisch ansprechenden Narbe als Ergebnis.

Das Ergebnis des Hautverschlusses ist multifaktoriell bedingt. In dieser Studie bezog man so
viele dieser Faktoren wie mdglich mit ein. Einer davon ist das verwendete Nahtmaterial, wel-
ches einen mdglichen Einfluss auf die Wundheilung auf zellularer Ebene hat.

Um fur eine Standardisierung dieses Faktors zu sorgen, setzte man in der klinischen Studie
ausschliel3lich die Faden SERAFAST® 3/0, SERAFIT® 0 und SERAFIT® 1 der Firma Serag-
Wiessner GmbH & Co. KG ein. Alle verwendeten Faden sind resorbierbar und wechselwirken
somit mit den Zellen.

Die Studie untersuchte die Interaktion zwischen den Faden und den Fibroblasten, auch unter
Einfluss von Propolis oder dem Placebo. Es wurden jedoch nur diese drei Faden untersucht.
Somit kdnnen nur Aussagen Uber den Einfluss von Propolis auf die Wundheilung im Zusam-
menhang eben diesen drei Faden getroffen werden.

Unter der Verwendung von anderen Nahtmaterialien kénnte es mdglicherweise zu anderen
Ergebnissen kommen. Man musste demnach die Versuche auch mit anderen Nahtmaterialien

durchfihren.
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5.10 Methodenkritik
5.10.1 Experimenteller Teil

Allgemein bekannt ist, dass manuelle Prozesse fehlerbelastet sein kdnnen und somit ihre Er-

gebnisse einer gewissen Streuung unterliegen.

Zellzahl:
Fur die Bestimmung der Lebendzellzahl gilt die visuelle Zahlung mittels Burker-Kammer als
bewahrtes Mittel. Nichtsdestotrotz kann es bei dieser Methode zu Ungenauigkeiten kommen,

welche die Ergebnisse der im Anschluss durchgefihrten Versuche beeinflussen kénnen.

Zur Zahlung der Zellen stellte man eine Zellsuspension her. Durch Verwirbelungen mittels Pi-
pette und die Anwendung eines Vortexers soll eine mdglichst homogene Suspension herge-
stellt werden. Dennoch kénnen Inhomogenitaten der Suspension dazu flihren, dass zum einen
die Zahlung ungenau ist und somit die Wells nicht mit der korrekten Zellzahl beimpft werden.
Zum anderen kann auch nach dem Zahlvorgang durch eine inhomogene Zellsuspension eine
fehlerhafte Zellzahl pro Well auftreten.

Zur Durchfihrung des MTT- und des CellTiter-Glo®-Assays beimpfte man die Wells, welche
man vorher mit dem jeweiligen Faden versah, mit der berechneten Menge an Zellsuspension.
Diese Menge wurde danach bestimmt, welche Zellzahl fir den Versuch bendtigt wird.
Vor der Auswertung mittels ELISA mussten die Faden jedoch entfernt werden, da diese die
spektroskopische Untersuchung beeinflussen wirden. Hierbei kam es zu einem unbekannten
Verlust von Zellen in den Wells, welche auf dem Faden wuchsen. Zudem konnen Zellen, selbst
bei sehr vorsichtigem Arbeiten, durch diesen Vorgang der Entnahme des Nahtmaterials be-

schadigt worden sein.

Lésungsmittel.

Eine weitere Fehlerquelle bezliglich der Assays MTT- und CellTiter-Glo® kann auch die Ver-
wendung der Lésungsmittel sein. Laut Promega, Hersteller des CellTiter-Glo®-Assays, zeigt
beispielsweise das Losungsmittel DMSO unter einer Konzentration von 2 % nur minimale Ef-
fekte auf die Lumineszenz. Sigma Aldrich machte in seiner MTT-Testkitbeschreibung keine
Angaben zur Interferenz von Losungsmitteln und der kolometrischen Reaktion. Wir verwende-
ten als Losungsmittel Alkohol, welcher nicht in den Hinweisen der Hersteller thematisiert
wurde. Er ist Bestandenteil der verwendeten Propolis- und Kamillin-Ldsungen. Alkohol oder
auch Propolis oder Kamillin selbst kdnnen die Lumineszenz (CellTiter-Glo®-Assay) oder auch

die kolometrische Reaktion (MTT-Assay) beeinflusst und somit Ergebnisse beeinflusst haben.
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Zelluldrer ATP-Gehalt:

Promega thematisiert in seiner Testkitbeschreibung des CellTiterGlo-Assays® aulterdem den
zelluldren ATP-Gehalt. In verankerungsabhangige Zellen, zu denen auch die hier verwendeten
ortsstdndigen Fibroblasten zahlen, kann der intrazelluldre ATP-Gehalt in Abhangigkeit der
Zelldichte variieren. Daraus resultiert ein nicht-linearer Zusammenhang zwischen Zellzahl und

Lumineszenz (Promega, 2015).

Zelllinie vs. Zellverbund:

Zur Durchflhrung der In-Vitro-Versuche arbeiten wir mit einer bestimmten Zelllinie, Fibroblas-
ten der Fa. PromCell. Diese Zelllinie wurde stets einzeln betrachtet und niemals im Zusam-
menhang mit anderen Zellen. Somit kdnnen die Ergebnisse der In-vitro-Versuche nicht direkt
auf den menschlichen Organismus Ubertragen werden, wo Zellverblinde vorliegen. Die Inter-
aktion der unterschiedlichen zellularen Verbande unter Einfluss von Propolis kénnen anhand

dieser Studie nicht beurteilt werden.

5.10.2 Klinischer Teil

Narbenassessment:

Die fur das Narbenassessment verwendeten Scores (VSS und PSAS) gelten in der Literatur
als valide Scores zur Narbenbeurteilung (VSS: (Nedelec, Shankowsky, Tredget, 2000; Chan
et al., 2005; |. Stoffels et al., 2010) PSAS: (l. Stoffels et al., 2010)).

Um die Erhebung der Daten zu standarisieren fiihrte diese nur ein Arzt durch. Nichtsdestotrotz
ist es kein automatisiertes Verfahren, sondern wird von einem Menschen durchgefihrt. Dieser
verhalt sich so objektiv wie nur moglich, aber auch seine Wahrnehmung kann an verschiede-

nen Tagen unterschiedlich sein.

Erhebung des PSAS:

Die Durchflihrung des PSAS-Assessments war mitunter erschwert, da sich die Narbe auf dem
Rucken der Patienten befand. Wir machten sie durch Spiegel fir die Patienten sichtbar. Doch
gerade bei den alteren Patienten war dies, meist durch einen verminderten Visus oder eine
herabgesetzte Mobilitat, schwierig. Ihnen fiel es schwerer, als jlingeren Patienten, die Narben

zu beurteilen.
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6 Zusammenfassung

Ein komplikationsloser Hautverschluss ist Voraussetzung fiir gute klinische Behandlungser-
gebnisse und kosmetisch ansprechende Narben nach wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen.
Andererseits kdnnen Wundheilungsstérungen Infektionen, Schmerzen, vermehrte Narbenbil-
dung und hohere Behandlungskosten verursachen.

Die Frage des optimalen Wunderverschlusses nach dorsalen Eingriffen an der Brust- und Len-
denwirbelsaule ist bisher nicht systematisch untersucht und evaluiert worden, jedoch nach wie
vor von grofdem Interesse - in erster Linie fur die Betroffenen selbst, aber auch fur den Chirur-

gen, die Therapeuten und Kostentrager der Behandlung.

Propolis als naturheilkundliches Erganzungspraparat ist Gegenstand der aktuellen Forschung.
Noch sind diesbezlglich viele Fragen offen.

In der vorliegenden Arbeit wurde Propolis erstmals sowohl in-vitro als auch in-vivo auf seine
Wirksamkeit auf die Fibroblastenproliferation, Wundheilung und die klinischen Ergebnisse der
Narbenbildung, nach wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen mit Wundverschluss durch Naht,

prospektiv randomisiert untersucht.

Die Propolis-Tinktur untersuchte man anhand von Bindegewebszellen (Fibroblasten) mit einer
experimentellen in-vitro Studie (Teil 1). Hierbei wurde sowohl das Propolis, als auch die Reak-

tion der Fibroblasten, gemeinsam mit dem Nahtmaterial, auf die Tinktur naher charakterisiert.

In der in dieser Arbeit gewahlten Anwendung und Konzentration der Propolis-Lésung zeigte
sich kein Effekt auf die Proliferation und Viabilitat der untersuchten Zellen.

Bei der Aufklarung Uber die Studie und die Anwendung von Propolis, als naturheilkundliches
Praparat mit moglicherweise vorteilhaftem Effekt, waren die Patienten stets sehr offen fir die
Teilnahme an dieser. Jedoch zeigte sich kein statistisch signifikanter Vorteil gegenlber der
Anwendung des Placebos (VSS: Propolis p=0,154; Placebo p=0,089; PSAS: Pla-

cebo p=0,049; Propolis p=0,200).

Die Studie vergleicht die Ergebnisse unterschiedlicher Wundauflagen nach Wundverschluss
bei dorsalen wirbelsaulenchirurgischen Eingriffen an der Brust- und Lendenwirbelsaule (Teil2).
Hierzu wurden die Patienten zwei verschiedenen Gruppen zugeteilt und erhielten die dement-
sprechende Behandlung. Gruppe 1 erhielt einen Wundverschluss durch eine dreischichtige
Naht mit Propolis-haltiger Wundauflage. Verglichen wurde diese mit Gruppe 2, welche eben-
falls einen Wundverschluss mit dreischichtiger Naht bekam, jedoch mit einer mit Placebo-Tink-

tur getrankten Wundauflage.
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Die unterschiedlichen therapeutischen Wirkungen der Wundauflagen auf die Narbenbildung
wurden durch den klinisch, prospektiv randomisierten Teil der Studie (Teil 2) evaluiert. Dabei
kamen validierte Scores, die Vancouver Scar Scale (VSS) und die Patient Assessment Scale

(PSAS) zur Beurteilung der Narben zum Einsatz.

Vorbehaltlich der kleinen Fallzahlen und des nachuntersuchten Anwendungsbeispiels (chirur-
gischer Wundverschluss durch mehrschichtige Naht am Rucken) ist nicht auszuschlief3en,
dass mit Propolis bei anderer Verwendung und in unterschiedlicher Konzentration bessere
Ergebnisse bei der Behandlung beispielsweise sekundar heilender Wundheilung (z.B. Ulcera
cruris) erzielt werden kénnen.

Zur Klarung dieser Fragen bedarf es weiterer Studien mit korrekten Fragestellungen (Art der

Anwendung, Konzentration der Lésung, Dauer und Zusammensetzung des Praparates).
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7 Ausblick

Die Studienlage zeigt, dass es sich bei Propolis um einen potenziellen Kandidaten als Ergan-
zungspraparat zur Verbesserung der Wundheilung handelt.

Die von uns durchgefuhrte Pilotstudie zeigte jedoch keinen Vorteil durch die Anwendung von
Propolis in-vitro und in-vivo.

Um der Frage weiter nachzugehen, ob Propolis zur Verbesserung der Wundheilung beitragen
kann und somit in den klinischen Alltag mit integriert werden kann, bedarf es nun noch weiteren
Studien.

Hierbei sollten korrekte Fragestellungen geklart werden wie beispielsweise:
Welcher Inhaltsstoff von Propolis tragt am meisten zu seiner Wirksamkeit bei?

Wie lasst sich eine Propolis-Losung und ihre Zusammensetzung standarisieren?

Welche Konzentration der Propolis-Losung zeigt eine optimale Wirkung?

0N~

Koénnen durch propolishaltige Wundauflagen postoperativ chirurgische Begleitinfekti-
onen vermindert werden?

Wie ist das allergogene Potenzial von Propolis einzuschatzen?

Welche Patienten profitieren am meisten von dem Einsatz von propolishaltigen Wund-
auflagen? (z.B. Patienten mit Wunden nach Hautschnitt im Rahmen einer Operation,

Dekubitus, Ulkus, Verbrennungen)
Sowohl in-vivo als auch in-vitro werden noch Daten benétigt (ein grofReres Patientenkollektiv

und mehr Versuche auf zellularer Ebene), um eine genauere Aussage Uber das Potenzial von

Propolis in der Medizin machen zu kénnen.
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1)

2)

Propolis hat durch verschiedene Wirkmechanismen einen positiven Effekt auf die
Wundheilung.

Die VSS (Vancouver Scar Scale) stellt ein etabliertes Tool dar, welches sich fur die
objektive Beurteilung einer Narbe durch einen Untersucher eignet, wahrend die PSAS
(Patient Scar Assessment Scale) der subjektiven Beurteilung der Narbe durch den Pa-
tienten dient.

Die Beurteilung einer Narbe durch den Patienten (PSAS) und durch den Untersucher
(VSS) unterscheiden sich voneinander.

Die Anwendung von Propolis-Wundauflagen hat einen Effekt auf die Wundheilung
und Narbenbildung gemal® PSAS und VSS.

Die Pravention und effektive Behandlung von postoperativen Wundheilungsstérungen
und -infektionen sind von groRem Interesse fir die Patienten, den Therapeuten und
fur die Kostentrager.

Die Zusammensetzung von Propolis variiert je nach Einzugsgebiet und Subspezies
der Apis mellifera.

Das Wirkspektrum von Propolis ist in erster Linie auf die Polyphenole, einer der we-
sentlichen Wirkstoffgruppen und Hauptbestandteil des Propolis, zurtickzufiihren.

Die Zellviabilitdt und -proliferation von Fibroblasten werden durch Propolis beein-

flusst.
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16.1 Erfassungsbogen/ Untersuchungsblatt

(

Dr. Maximilian Reinhold

Wirbelsaulenchirurgie, Orthopadie, Unfallchirurgie

Untersuchungsblatt
Untersucher: Datum:

Name Vorname Geburtsdatum Patientennummer

Geschlecht Ausschlusskriterien | Gewicht GroRe

MO w O JaO Nein O

Alkohol Nikotin [PY] Allergien

Aufnahmedatum Dauer stat. Dauer amb. OP Dauer
Aufenthalt [d] Behandlung [d]

OP-Dauer Schnitt-Naht-Zeit Besonderheiten der OP

Blutverlust Wunddrainagen

intraoperativ[ml]

-Anzahl
-Dauer

-Férdermenge [ml]

O nein

[ Ja, welche?

Intraoperative Komplikationen

0 Keine; 1 Blutg.; 2 latr. Duraverletzg.; 3 Nerv.-/RMverletzg.; 4
Verletzung innerer Organe; 5 Schraubenfehlplazierung; 6
Konversion Endoskopie - Offen; 7Sonstige (Klartext)

Postoperative Komplikationen

O nein

O Ja, welche?

0 Keine; 1 Tod; 2 Neurolog. Verschlechterung; 3 Infektion; 4
Woundheilungsstérg.; 5 Thrombose/Embolie; 6
Implantatfehll.; 7 Korrekturverl./Fehlstellg.; 8 Beckenkamm; 9

Sonst. (Klartext)

Schnittlange (Narbe) [cm]

Revisionen
onein

oOja, Datum

Neurologie bei
Aufnahme (AIS)

A kompletter QS; B
Inkompl. QS: Restsensibil.,
keine Kraft; Cinkompl. QS:
Kraft <3; D Inkompl. QS: Kraft
>3; E keine neurolog. Ausfille

Neurologie bei
Entlassung (AlIS)

A kompletter QS;B Inkompl.
QS: Restsensibil., keine
Kraft; C inkompl. QS: Kraft
<3; D Inkompl. QS: Kraft >3;
E keine neurolog. Ausfille
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Hauptdiagnose

O Degeneration
O Fraktur

O sonstiges (Freitext)

Medikamente

ASA-Klassifikation

1 normaler gesunder Patient

2 Patient mit leichter Systemerkrankung

3 Patient mit Systemerkrankung und
Leistungsminderung

4 Patient mit schwerster Systemerkrankung und
konstanter Lebensbedrohung

5 moribunder Patient, der mit oder ohne OP die
nachsten 24h voraussichtlich nicht tiberlebt

6 Hirntod

Karnofsky-Index

Normalzustand, keine Beschwerden keine Manifeste

100 Erkrankung

Normale Leistungsfahigkeit, minimale

%0 Krankheitssymptome

Normale Leistungsfahigkeit mit Anstrengung, geringe

80 Krankheitssymptome

70 Eingeschrankte Leistungsfahigkeit, arbeitsunfihig, kann

sich selbst versorgen

60 Eingeschrankte Leistungsfahigkeit, benotigt
gelegentlich fremde Hilfe
Eingeschrankte Leistungsfahigkeit, braucht

50 krankenpflegerische und &rztliche Betreuung, nicht
dauernd bettlagerig

40 Bettlagerig, spezielle Pflege erforderlich

30 Schwer krank, Krankenhauspflege notwendig

Schwer krank, Krankenhauspflege und supportive

20 MaRnahmen erforderlich

10 Moribund, Krankheit schreitet schnell fort
0 Tod

Betroffene Segmente

NN

Am schwersten verletzter Wirbelkdrper: z. B. T 12 (BWK 12) oder

L01 (LWK 1)

Ausdehnung Segmente

Bek. Hauterkrankungen/ Besonderheiten

Foto erfasst

10
20
30
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Vancouver Scar Scale (VSS)

Normal / Wie | Pink Rot
umliegende
Haut

Vaskularitat

Violett

Erhabenheit Flach / Wie
umliegende

Haut

<2mm

2-5mm

>5mm

Geschmeidigkeit | Normal/ Wie
umliegende

Haut

Geschmeidig

Nachgiebig

Fest

Narbenstrang | Kontraktur

Normal/ Wie
umliegende
Haut

Pigmentierung Hypopigmentierung

Patient Scar Assessment Scale (PSAS)

Garnicht 1 2

Schmerzen
Juckreiz

Nein,wie 1 2
normale
Haut

Ist die Farbe der o o
Narbe anders als die
normale Haut?

Fihlt sich die Narbe o o
harter/fester an als
die normale Haut?

Ist die Narbe dicker, o O
als normale Haut?

Fihlt sich die Narbe o o
uneben an?

Wie sind Sie mit der
Narbe insgesamt
zufrieden?

Sehr
zufrieden
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Gemischt

Hyperpigmentierung

10 Sehr zutreffend

10 Ja, sehr
unterschiedlich

Nicht zufrieden
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16.2 Patienteninformation und Einverstandniserklarung

‘l Dr. Maximilian Reinhold i) Klinikum Siidstadt

Wirbelsaulenchirurgie, Orthopadie, Unfallchirurgie ey «/ Rostock

Patienteninformation und Einverstandniserkldrung
(Version 3 2018/12/11)

Liebe Patientin, lieber Patient,

Sie befinden sich derzeit aufgrund eines operativen Eingriffes im Klinikum Stidstadt in Behandlung.

Ein guter chirurgischer Hautverschluss ist Voraussetzung fiir gute klinische und kosmetische
Behandlungsergebnisse nach wirbelsdulenchirurgischen Eingriffen. Andererseits konnen
Wundheilungsstérungen Infektionen, Schmerzen und vermehrte Narbenbildung verursachen.

Die Frage des optimalen Wundverschlusses nach chirurgischen Eingriffen an der Brust- und
Lendenwirbelsdule ist deshalb von besonderer Bedeutung.

Mit dieser randomisierten Studie vergleichen wir unterschiendliche etablierte Verfahren des
Wundverschlusses. Sie werden dabei per Losverfahren einer der Gruppen zugeordnet. Untersucht
werden zwei geprifte Medizinprodukte (Propolis, Wundgel). Firr beide Substanzen wurden bereits
positive Eigenschaften auf die Wundheilung nachgewiesen.

Durch die Teilnahme an der Studie kommt es zu keinem Mehraufwand fir Sie. Auch lhre persénliche
Behandlung und Nachsorge andert sich dadurch nicht!

Hinweis zum Datenschutz

Zugang zu den vertraulichen Daten, die auf technisch hochstem Niveau gesichert sind,
haben ausschlieBlich die behandelnden Arzte und Doktoranden. Diese unterliegen der
Schweigepflicht.

Die Weitergabe der Daten erfolgt ausschlieflich zu statistischen und wissenschaftlichen
Zwecken und sie werden ausnahmslos darin nicht namentlich genannt. Auch in etwaigen
Veroffentlichungen der Daten dieser Studie werden Sie nicht namentlich genannt.

Datenschutzbeauftragte im Klinikum Stidstadt Rostock, Mail: datenschutz@kliniksued-rostock.de
Die zustdndige Aufsichtsbehdrde finden Sie unter: Der Landesbeauftragte fir Datenschutz und
Informationsfreiheit Mecklenburg —Vorpommern, Schloss Schwerin, LennéstraBe 1, 19053 Schwerin

Information zur Freiwilligkeit und vorzeitigen Beendigungsmaoglichkeit
lhre Freigabe der Behandlungsdaten zu dieser Studie erfolgt freiwillig. Sie konnen jederzeit
ohne Angabe von Griinden aus der Studie ausscheiden. Die Ablehnung der Teilnahme oder

ein vorzeitiges Ausscheiden aus dieser Studie hat keine nachteiligen Folgen fir Ihre weitere
medizinische Betreuung.

15.02.2018
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‘l Dr. Maximilian Reinhold “i#i?) Klinikum Stidstadt

Wirbelsaulenchirurgie, Orthopadie, Unfallchirurgie eus w‘*; RO StOCk

Gibt es Risiken, Beschwerden und Begleiterscheinungen?

Nein. Dennoch besteht fir Sie als Teilnehmer an dieser der gesetzlich vorgeschriebene
Versicherungsschutz, der alle Schaden abdeckt, die an lhrem Leben oder Ihrer Gesundheit
durch die an lhnen durchgefiihrten MaBnahmen wahrend des Krankenhausaufenthaltes und
der Studie verursacht werden kdnnen; ausgenommen sind genetische Schaden.

Eine Probandenversicherung ist fiir diese Studie vom Gesetzgeber nicht vorgeschriebenen
und wurde deshalb nicht abgeschlossen. Im Schadenfall besteht Versicherungsschutz Gber
die Haftpflichtversicherung des Klinikum Stdstadt, die beim Kommunalen Schadenausgleich
in Berlin abgeschlossen wurde. Sofern Sie Anspriiche geltend machen wollen, wenden Sie
sich bitte an: Kommunaler Schadenausgleich (KSA) der Lander Brandenburg, Mecklenburg-
Vorpommern, Sachsen, Sachsen-Anhalt und Thiringen, Konrad-Wolf-StraRe 91/92, 13055
Berlin, Tel.: 030.4215.2307, Fax.: 030.4215.28307, Web: http://www.ksa.de

©M. Reinhold 2 31.10.16

Fur den Versicherungsvertrag ist deutsches Recht anwendbar, die Versicherungsanspriiche
sind in Deutschland einklagbar.

Einwilligung

Ich bin mit der oben geschilderten Auswertung meiner Behandlungsdaten und dem Zugang der
behandelnden Arzte und Doktoranden zu diesen im Rahmen der Studie einverstanden.

Ich habe die Patienteninformation und Einverstandniserklarung gelesen und verstanden.

Alle meine Fragen wurden beantwortet und ich habe zur Zeit keine weiteren Fragen mehr.
Sollten sich wahrend der Behandlung Fragen ergeben, kann ich mich jederzeit an meine
behandelnden Arzte oder den Studienkoordinator, Herrn Priv.-Doz. Dr. M. Reinhold, MBA

(Tel. +49 381 4401 8443) wenden.

Name des Patienten Name des verantwortlichen Arztes

Ort, Datum, Unterschrift des Patienten Ort, Datum, Unterschrift des Arztes

15.02.2018
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Anhang

16.3 Anleitung zur Anlage des Propolis-Okklusivverbandes

o=\ Klinikum Stidstadt

‘l \ Dr. Maximilian Reinhold e
e/ ROStOCk

Wirbelsaulenchirurgie, Orthopadie, Unfallchirurgie

Anlage des Propolis-Okklusivverbandes

Materialien:

Gazin-Mullkompresse OPSITE FLEXIFIX 5cm x 10m Propolis wassrige Lsg.
5x5cm 20ml/50ml
Vorgehen:

1.Vorbereitung der Wunde nach Hygienestandard

2. Gazin-Mullkompresse 2-lagig falten, auf Wunde
auflegen

3. Gazin-Mullkompresse mit 35 Tropfen
Propolisldsung pro 5cm Wunde tranken
(Tropfflasche/Spriihfalsche)

4.Verschluss mit OPSITE FLEXIFIX (okklusiv)

Vielen Dank firr Ihre Mitarbeit!
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