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2. Generelles

2.1 Proben

Textil ecru (Kissen bezug),

Probennummer: 1201003

2.2 Referenzmaterial

2.3 Auftraqqeber

smartfiber AG

Breitscheidstr. 154

07407 Rudolstadt

2.4 Prüfeinrichtunq

Klinik für Hautkrankheiten

Universitätsklinikum Jena

Erfurter Straße 35

0-07740 Jena

Studienleiter: PO Or. Uta-Christina Hipler

2.5 Durchführunqszeitraum

Start: 27.01.2012

Ende: 09.02.2012

Fälligkeit des Berichts: 10.02.2012
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3. GLP und Qualitätssicherunq

Universitäts klinikum
Jena

Ich versichere, dass die Prüfeinrichtung entsprechend der "Principles of Good Laboratory Practice"

arbeitet und technisch validierte Standard Operating Procedures für die beschriebenen Testmethoden

vorliegen. Die Prüfeinrichtung ist nach DIN EN ISO 9001 :2008 zertifiziert .

•
Datum Studienleiter: PIl1 Dr. Uta-Christina Hipler
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4. Zusammenfassunq

Universitäts klinikum
Jena

•

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung eines Extraktes des Testmaterials

(Extraktionsverhältnis: 1g:50mL, Extraktionszeit: 24h, Extraktionstemperatur: 3rC) auf

humane HaCaT-Keratinozyten entsprechend der DIN Norm ISO 10993-12 in vitra

untersucht. Dazu wurden der ATP-Biolumineszenzassay, der BCA-Protein Assay und der

Lactatdehydrogenase-Assay eingesetzt.

Die Untersuchungen ergaben, dass für den untersuchten Extrakt (1g:50mL) sowie die

eingesetzten Extraktverdünnungen kein zytotoxischer Effekt auf die humanen HaCaT

Keratinozyten nachgewiesen werden konnte. Als Kontrolle diente das Zellkulturmedium.

Datum

"', Gyt
Studienleiter: PD Dr. Uta-Christina Hipler
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5. Hinten~rund

Universitäts klinikum
Jena

•

Die Haut stellt die Schnittstelle zwischen unserem Körper und der Umwelt dar. Sie ist

funktionell das vielseitigste Organ des menschlichen Organismus und erfüllt unterschiedliche

Aufgaben. Sie dient der Abgrenzung nach Außen, dem Erhalt der Homöostase, dem Schutz

vor Umwelteinflüssen und ist an Stoffwechselprozessen und immunologischen Vorgängen

beteiligt. Unsere Kleidung hat den längsten und engsten Kontakt mit unserer Haut. Im

klinischen und kosmetischen Bereich werden daher Textilien bereits in vielfältiger Weise

genutzt. Dementsprechend unterliegen sie den Regularien zur Beurteilung und Prüfung im

Rahmen eines Risikomanagementsystems [DIN EN ISO 10993-1]. Materialien, die in Kontakt

mit menschlichen Zellen oder Gewebe kommen, müssen als bioverträglich deklariert werden .

Die Prüfung auf In-vitro-Zytotoxizität wird durch die DIN-Norm EN ISO 10993-5 geregelt. Die

Proben können als Extrakte, im direkten Zell/Material-Kontakt oder im indirekten

Zell/Material-Kontakt untersucht werden [DIN EN ISO 10993-5, DIN EN ISO 10993-12]. Die

Bestimmung der in vitro Zytotoxizität ist häufig eine qualitative Analyse, die auf der

Untersuchung von Zellschädigung und Zellwachstum nach Kontakt mit dem Material beruht.

Dafür werden verschiedene Zeillinien verwendet, wobei diese unterschiedlich sensitiv auf

entsprechende Materialien reagieren. Prinzipiell sollten Zellen für die Testung der in vitra

Toxizität eingesetzt werden, die den Zellen und Geweben einer späteren Applikation

entsprechen [Wiegand & Hipler 2009, Wiegand & Hipler 2008]. Die Biokompatibilität von

medizinischen Textilien kann durch weitere zelluläre und molekulare Faktoren bestimmt

werden. Mediatoren, wie z.B. Interleukine, vermitteln die Zellproliferation, die Zellmigration

und mögliche Entzündungsreaktionen. Durch die Analyse der zellulären

Interleukinfreisetzung kann z.B. auf pro-inflammatorische Wirkungen geschlossen werden,

die allein durch Zytotoxizitätsprüfungen nicht nachweisbar wären [Hipler & Wiegand 2011,

Wiegand et al. 2010, Wiegand & Hipler 2009, Wiegand & Hipler 2008]. Die Freisetzung von

Lactatcehydrogenase (LDH) ist ein Anzeichen für Zell nekrose, wobei durch die Schädigung

der Zellmembran das Enzym aus dem Zytosol der Zellen freigesetzt wird [Wiegand & Hipler

2009, Wiegand & Hipler 2008].

CONFIDENTIAL - VERTRAULICH
Ergebnisbericht
Untersuchung der In vitro-Zytotoxizität von Textilprobe



Seite 8 von 18

6. Material und Methoden

6.1 Vorbereitunq der Proben

Universitäts klinikum
Jena

•

In Anlehnung an die DIN-Norm EN ISO 10993-12 wurde 1 g des Testmaterials in 50 mL

Medium (Dulbecco's modifiziertem Eagle's Medium, DMEM (Lot 359P072, 12/2012), ohne

FKS) für 24 h bei 37°C extrahiert. Das Testmaterial wurde anschließend abgetrennt, indem

der Extrakt über Gaze zentrifugiert und dann steril filtriert wurde. Danach erfolgte die

Supplementierung mit 10% FKS (fetales Kälberserum, Lot 05372935, 12/2014, Promocell).

Zur Untersuchung des Einflusses der Extrakte auf humane Zellen in vitra wurden

Verdünnungen des Originalextraktes (100%, Extraktionsverhältnis 19:50mL) in DMEM

angefertigt. Die Verdünnungsstufen entsprechen folgenden Extraktionsverhältnissen 75% 

0,75g:50mL, 50% - 0,5g:50mL, 25% - 0,25g:50mL, 10% - O,1g:50mL und 1% - 0,01g:50mL.

6.2 Anzucht der HaCaT-Keratinozvten

Humane HaCaT-Keratinozyten wurden in Dulbecco's modifiziertem Eagle's Medium (DMEM

Lot 359P072, 12/2012, Promocell) kultiviert, welches mit einer 1%igen antibiotisch

antimykotischen Lösung (Lot 07370190, 01/2013, Promocell) und 10°/oigem fetalem

Kälberserum (Lot 05372935, 12/2014, Promocell) supplementiert wurde. Die Kultivierung

erfolgte über 7 Tage in 75cm2 Zellkulturflaschen (Greiner bio-one) bei 3rC und einer

5%igen CO2-Atmosphäre. Die Zellen wurden anschließend mit Trypsin-EDTA (Lot 1076006,

OS/2013, Invitrogen) abgelöst, in 96-Well-Mikrotiterplatten (Greiner bio-one) (30.000

Zellen/cm2) ausgesät und für 48h kultiviert. Die HaCaT-Keratinozyten wurden anschließend

mit den angegebenen Verdünnungen des Testmaterials für 1-48h inkubiert. Als Kontrolle

dienten in Medium (DMEM) kultivierte Zellen. Als Referenz für eine zytotoxische Wirkung

wurde Triton-X 100 eingesetzt.

6.3 Bestimmunq der Zellviabilität und Zellproliferation mittels ATP-Biolumineszenz-Messunq

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte auf der Basis der luminometrischen ATP

Messung mit Hilfe des ATPLite™-M Assays (Lot 69-11442, 02/2013, PerkinEImer). Der

Assay basiert auf der Produktion von Licht, das bei der Reaktion von ATP mit Luciferase und

D-Luciferin entsteht. Das emittierte Licht ist zur ATP-Konzentration direkt proportional. 50 I..IL

CONFIDENTIAL - VERTRAULICH
Ergebnisbericht
Untersuchung der In vitro-Zytotoxizität von Textilprobe
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der Zeillyselösung wurden jeweils zu 100 IJLder Zellsuspension pro Weil gegeben. Danach

wurde 5 min bei 700 rpm im Orbitalshaker geschüttelt. Nach Addition von jeweils 50 IJL

Substratlösung (Luciferin/Luciferase) zu jedem Weil wurde erneut für 5 min geschüttelt.

Danach wurde die Mikrotiterplatte 10 min im Dunkeln inkubiert und anschließend die

Lumineszenz im Mikroplattenluminometer LUMlstar Galaxy (BMG LabTechnologies GmbH)

gemessen. Die ATP-Konzentrationen wurden auf der Basis einer ATP-Standardkurve

ermittelt.

6.4 Bestimmunq des ProteinQehaltesmittels BCA-Protein Assav

Der Proteingehalt wurde mit Hilfe des kolorimetrischen BCA Protein Assay Kit (Lot

MK166712, Thermo Scientific) bestimmt. Der Assay beruht auf folgendem Prinzip: Protein

bildet mit Cu2+-lonen in alkalischer Lösung einen Komplex (Biuret-Reaktion). Die Cu2+-lonen

des Komplexes werden zu Cu+-Ionen reduziert, die mit Bicinchonininsäure (BCA) einen

violetten Farbkomplex bilden. Dazu wurden die HaCaT-Zellen nach entsprechender

Inkubationszeit 2x mit PBS gewaschen und dann 10 min mit einer Proteinlyselösung (PBS +

0,1% Triton-X100) bei 90°C Iysiert. Im Anschluss wurden die Proteinlysate bei -20°C

eingefroren. Die Quantifizierung des Gesamtproteingehaltes erfolgte mittels einer BSA

Standardkurve, indem zu 25 IJL Lysat 200 IJL BCA-Reagenz gegeben wurde. Die Bildung

des violetten Farbkomplexes erfolgte bei einer 30-minütigen Inkubation bei 60°C. Die

Messung der optischen Dichte wurde bei 580nm im Mikrotiterplattenreader FLUOstar Galaxy

(BMG LabTechnologies GmbH) durchgeführt.

6.5 Bestimmunq der Zvtotoxizität mittels photometrischer LDH-MessunQ

Die Messung der zytotoxischen Wirkung der Probenextrakte erfolgte mittels Cytotoxicity

Detection Kit (Lot 12173400, 07/2012, Roche Diagnostics). Dabei handelt es sich um einen

kolorimetrischen Assay zur Quantifizierung der Zeillyse, basierend auf der Aktivitätsmessung

von Lactatdehydrogenase (LDH), welche bei Zellmembranschädigung aus dem Zytosol in

das Medium freigesetzt wird. Durch das freigesetzte LDH wird im ersten Schritt NAD+ zu

NADH + H+ durch Oxidation von Lactat zu Pyruvat umgewandelt. In der zweiten

enzymatischen Reaktion werden 2 H-Atome auf INT (2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5

phenyltetrazolinsalzchlorid) übertragen und dadurch das gelbe Tetrazolinsalz in ein rotes

Formazansalz umgewandelt. Eine stärkere Schädigung der Plasmamembran resultiert in
CONFIDENTIAL - VERTRAULICH
Ergebnisbericht
Untersuchung der In vitro-Zytotoxizität von Textilprobe
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einem Anstieg der LOH-Aktivität im Zellkulturüberstand. Dementsprechend ist die Menge des

gebildeten Formazansalzes proportional zur Anzahl der Iysierten Zellen. 80 IJL des

Zellkulturüberstandes wurden vorsichtig in eine neue 96-Well-Mikrotiterplatte überführt und

80 IJL der Tetrazolinfarbstofflösung pro Weil zugegeben. Danach erfolgte ein

Inkubationschritt für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschließend wurde die

Absorption bei 490 nm im MikroplattenPhotometer FLUOstar Galaxy (BMG LabTechnologies

GmbH) gemessen. Die Zytoxozität wurde im Vergleich zu einer Positivkontrolle (Triton-X

100) ermittelt.

ODprobe - ODMediumkontrolie

Zytotoxizität [%] = ------------- x 100 %

ODpOSitivkontrolle-ODMediumkontrolle

6.6 Statistik

Alle Versuche wurden in zwei unabhängigen Ansätzen durchgeführt. Die einzelnen

Messungen erfolgen in Vierfachbestimmungen. Angeben sind die Mittelwerte ±

Standardabweichung. Die statistische Auswertung der Messwerte erfolgte auf der Basis des

Students-T-Test (Microsoft® Excel SP2). Als statistisch signifikant wurden Werte von p < 0,05

bewertet. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden durch Sternsymbolik gekennzeichnet:

[***] ps 0,001; [**] ps 0,01; [*] P s 0,05.

7. Dokumentation

Entsprechend der GLP vorschriften werden die folgenden Akten und Daten im Archiv der

Klinik für Hautkrankheiten am Universitätsklinikum Jena aufbewahrt:

Eine Kopie des Studienberichtes und das Studienprotokoll sowie die Rohdaten, die während

der Studie generiert wurden, werden mindestens für 4 Jahre nach Abschluss der Studie

aufbewahrt.

Nicht verwendete Proben und Referenzmaterialien werden mindestens für 12 Monate nach

Abschluss de Studie aufbewahrt und danach vernichtet. Materialien und Proben, die über

diesen Zeitraum nicht stabil sind, können vor diesem Zeitpunkt ohne die vorherige

Zustimmung des Auftraggebers vernichtet werden.

Unterlagen und Berichte zu Wartung und Kalibrierung von Geräten, Validierungen für

rechnergestützte Systeme und die Akten der Operating Procedures (SOPs) werden

entsprechend der behördlichen Vorschriften aufbewahrt.
CONFIDENTIAL - VERTRAULICH
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8. Eraebnisse und Diskussion

Universitäts klinikum
Jena

•

8.1 Bestimmuna der Zellviabilität und Zell proliferation mittels ATP-Biolumineszenz-Messuna

Zur Untersuchung des Einflusses der Extrakte auf humane Zellen in vitro wurden

Verdünnungen des Originalextraktes (100%, Extraktionsverhältnis 1g:50mL) in DMEM

angefertigt. Die Verdünnungsstufen entsprechen folgenden Extraktionsverhältnissen 75% 

0,75g:50mL, 50% - 0,5g:50mL, 25% - 0,25g:50mL, 10% - 0,1g:50mL, 1% - 0,01g:50mL und

0,1% - 0,001g:50mL.

Die Inkubationszeiten der Verdünnungsstufen auf den Zellen betrugen jeweils 1h, 24h bzw .

48h. Als Kontrolle diente das Zellkulturmedium.

Dabei konnte weder für den Originalextrakt noch für die untersuchten Verdünnungsstufen ein

zytotoxischer Effekt auf die humanen HaCaT-Keratinozyten nachgewiesen werden (Abb. 1).

Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe des ATP-Assays durchgeführt.

Zytotoxizitätsuntersuchungen an HaCaT·Zellen unter Einfluss von
Textilextrakt nach 1h, 24h und 48h Inkubation (A TP)

140

120

100

~ 80

~
0;
N 60

40

10011001100

II01h
o24h

o48h

20

Medium Triton X·100 01% 10%

2.\h Textilextrakt

25% 50% 7·,·~.o 100%

Abbildung 1: Einfluss von 24h Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen erfolgte mittels luminometrischer Messung des zellulären
ATP-Gehaltes.
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8.2 BestimmunQ des ProteinQehaltes mittels BCA-Protein Assav

Zur Untersuchung des Einflusses der Extrakte auf humane Zellen in vitro wurden

Verdünnungen des Originalextraktes (100%, Extraktionsverhältnis 1g:50mL) in DMEM

angefertigt. Die Verdünnungsstufen entsprechen folgenden Extraktionsverhältnissen 75% 

0,75g:50mL, 50% - O,5g:50mL, 25% - 0,25g:50mL, 10% - 0,1g:50mL, 1% - O,01g:50mL und

0,1% - 0,001g:50mL.

Die Inkubationszeiten der Verdünnungsstufen auf den Zellen betrugen jeweils 1h, 24h bzw.

48h. Als Kontrolle diente das Zellkulturmedium.

Dabei konnte weder für den Originalextrakt noch für die untersuchten Verdünnungsstufen ein

zytotoxischer Effekt auf die humanen HaCaT-Keratinozyten nachgewiesen werden (Abb. 2) .

Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe des BCA-Protein Assays durchgeführt.

Zytotoxlzltätsuntersuchungen an HaCaT· Keratlnozyten unter Einfluss von
Textilextrakt nach 1h, 24h und 48h Inkubation (Protein)

93

1~0

120100
I nmlm~

80

~
Q

N 60

~O200

Medium
Triton X-10001%

1% 10%

24h Textilextrakt

25% 50%

92

75%

1

j

I

ml 1

I

·llo1h

o24h

o48h

I

1

100%

Abbildung 2: Einfluss von 24h Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels kolorimetrischer Messung des Gesamtproteingehaltes.
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8.3 Bestimmunq der Zvtotoxizität mittels photometrischer LDH-Messunq

Zur Untersuchung des Einflusses der Extrakte auf humane Zellen in vitra wurden

Verdünnungen des Originalextraktes (100%, Extraktionsverhältnis 19:50mL) in DMEM

angefertigt. Die Verdünnungsstufen entsprechen folgenden Extraktionsverhältnissen 75% 

0,75g:50mL, 50% - 0,5g:50mL, 25% - 0,25g:50mL, 10% - 0,1g:50mL, 1% - 0,01g:50mL und

0,1% - 0,001g:50mL.

Die Inkubationszeiten der Verdünnungsstufen auf den Zellen betrugen jeweils 1h, 24h bzw.

48h. Als Kontrolle diente das Zellkulturmedium.

Dabei konnte weder für den Originalextrakt noch für die untersuchten Verdünnungsstufen ein

zytotoxischer Effekt auf die humanen HaCaT-Keratinozyten nachgewiesen werden (Abb. 3) .

Diese Untersuchungen erfolgten durch Bestimmung der Lactatdehydrogenase im

Zellkulturüberstand.

Zytotoxlzltätsuntersuchungen an HaCaT·Zellen unter Einfluss von
Textilextrakt nach 1h, 24h und 48h Inkubation (LDH)

1-10

120100

I nWIW::

80

~ 0

c: 60~

.1020ob
r..1edillm

Triton X-100

2Jh Textilextrakt

25% 50% 75% 100%

I

I

",II01h

o2Jh

oJ8h
i

!

1

I

I

Abbildung 3: Freisetzung von Lactatdehydrogenase durch HaCaT-Keratinozyten nach Behandlung
mit Textilextrakt für 1, 24 und 48h. Die Bestimmung der Lactatdehydrogenase-Aktivität erfolgte mit
Hilfe eines spezifischen Cytotoxicity Detection Kit im Zellkulturüberstand.
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9. Appendix

9.1 Abkürzun!::!sverzeichnis

cm2 Quadratzentimeter

°C Grad Celsius

BCA Bicinchonininsäure

OMEM Oulbecco's modified Eagle Medium

FKS fetales Kälberserum

g Gramm

h

Stunde

IL-6

interleukin 6

IL-8

interleukin 8

LOH

Laktatdehydrogenase

M

Molar

mL

milliliters

IJL

microliters

mM

millimolar

MW

Mittelwert

PBS

phosphate buffered saline

SO

Standardabweichung
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9.2 Tabellen und AbbildunQen
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Abbildung 1: Einfluss von 24h Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und
48h. Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen erfolgte mittels luminometrischer
Messung des zellularen ATP-Gehaltes.
Abbildung 2: Einfluss von 24h Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und
48h. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels kolorimetrischer Messung des
Gesamtproteingehaltes.
Abbildung 3: Freisetzung von Lactatdehydrogenase durch HaCaT-Keratinozyten nach
Behandlung mit Textilextrakt für 1, 24 und 48h. Die Bestimmung der
Lactatdehydrogenase-Aktivitat erfolgte mit Hilfe eines spezifischen Cytotoxicity Detection
Kit im Zellkulturüberstand.
Tabelle 1: Einfluss von Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen erfolgte mittels luminometrischer Messung des
zellularen ATP-Gehaltes.

Tabelle 2: Einfluss von Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels kolorimetrischer Messung des
Gesamtproteingehaltes.
Tabelle 3: Freisetzung von Lactatdehydrogenase durch HaCaT-Keratinozyten nach
Behandlung mit Textilextrakt für 1, 24 und 48h. Die Bestimmung der
Lactatdehydrogenase erfolgte mittels kolorimetrischer Messung im Zellkulturüberstand.
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9.4 Messdaten
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Tabelle 1: Einfluss von Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Anzahl lebender Zellen erfolgte mittels luminometrischer Messung des
zellulären ATP-Gehaltes.

Zeit [h] KontrolleTestmaterial- Extraktkonzentration [%]
Medium

0,1%1%10%25%50%75%100%
1

ATP-Gehalt1530214580144981405513939137061360313564
[nM] SO [nM]

966626425391220712609421

Zellzahl [%]
10095959291908989

SO[%]
64332543

24
ATP-Gehalt3164029885310362977929038292212824029218

[nM] SO [nM]
9766169061050119511671685820

Zellzahl [%]
10094989492928992

SO[%]
32344463

48
ATP-Gehalt6810769597711406770067364656996421361266

[nM] SO [nM]

27202755290531832730371528381353
Zellzahl [%]

1001021049999969490
SO [%]

44454642

Tabelle 2: Einfluss von Textilextrakt auf HaCaT-Keratinozyten nach 1, 24 und 48h. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels kolorimetrischer Messung des
Gesamtproteingehaltes.

-- -J --- - ----- -

Zeit [h]
KontrolleTestmaterial - Extraktkonzentration [%]

Medium
0,1%1%10%25%50%75%100%

1
Protein-Gehalt3839383736363535

[uq/mL] SO [lJg/mL]

42432133
Zellzahl [%]

1001041009997969293
SO [%]

105986478
24

Protein-Gehalt8683838586838684
[uq/mL] SO [lJg/mL]

74446463
Zellzahl [%]

1009696981009610097
SO[%]

85557473
48

Protein-Gehalt171166171169183175179173
[uq/mL] SO [lJg/mL]

9201281191210
Zellzahl [%]

1009710099107102105101
SO Wo]

512756576
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Tabelle 3: Freisetzung von Lactatdehydrogenase durch HaCaT-Keratinozyten nach
Behandlung mit Textilextrakt für 1, 24 und 48h. Die Bestimmung der Lactatdehydrogenase
erfolgte mittels kolorimetrischer Messung im Zellkulturüberstand.
". .,-- •• --. -I

Zeit [h]
KontrolleTestmaterial- Extraktkonzentration f%l

Medium
0,1%1%10%25%50%75%100%

1

Zytotoxizität00,70,53,61,91,92,22,5

[%1 SO [%1

0,71,41,30,81,32,00,91,2

24

Zytotoxizität000,71,42,22,63,93,6

[%1 SO [%1

2,00,81,41,11,90,91,51,2

48

Zytotoxizität04,01,43,83,23,84,95,0

[%1 SO [%1

0,93,30,61,91,12,02,01,8
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