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1 Zweck

Diese Standardarbeitsanweisung beschreibt die Anforderungen an die Spendertiere, den
Vorgang der Hautentnahme, des Transports und der Praparation der Haut zur Gewahrleis-
tung einer reproduzierbaren, optimalen Organqualitat sowie die standardisierte Vorbereitung

der Haut fir den Einsatz in der Franz-Diffusionzelle.

2 Einsatzbereich

Gewinnung und Vorbereitung von tierischer Haut zum Einsatz in der medizini-

schen/biotechnologischen Forschung als in vitro Testsystem.

3 Grundlagen

Die Entnahme der Haut soll méglichst keimarm und schnell erfolgen.

4 Einschlusskriterien

Vor der Toétung der fir die Hautentnahme benutzten Tiere ist bei diesen eine tierarztliche
Untersuchung vorzunehmen. Bei dieser sind Stérungen des Allgemeinbefindens der Tiere
sowie das Vorliegen von Ubertragbaren Krankheiten auszuschlieen. Bei Tieren, die im nor-
malen Schlachtbetrieb getttet werden, kann diese im Rahmen der Schlachttieruntersuchung,

geregelt in der Fleischhygieneverordnung (FLHV) Anlage 1, Kapitel |, Absatz 2 erfolgen.

5 Gerate, Gerate-Einstellungen und Material

5.1 Geréate und Materialien zur Hautentnahme

Instrumente (2 chirurgische Pinzetten, 2 Skalpelle)
2 OP-Tucher

PE-Gefrierbeutel

Kihlbox mit Eis bzw. Kihlpacks (4 — 8 °C)
Protokoll, Uhr, Kugelschreiber, wasserfester Stift

Evtl. Schutzkleidung, Stiefel, Hauben, Handschuhe, Plastikschirze
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5.2 Geréate und Materialien zur Hautpraparation

Instrumente (2 Skalpelle, 2 Chirurgische Pinzetten, 2 Anatomische Pinzetten)
Vorrichtung zur Fixierung der Haut (beispielsweise Préaparierplatte, 4 gerade Arte-
rienklemmen nach Rochester-Ochsner, Gummiringe oder Styroporplatte, 4 Injekti-
onsnadeln (0.6 mm))

Mullkompresse
Aluminiumfolie
PE-Gefrierbeutel

Mikrometer: Pocket Thickness Cage (Mitutuyo Messgerate GmbH, Neuss, Deutsch-
land, Art.Nr.: 7309)

Hammer und Stanzen

Becherglas, 250ml

5.3 Spendertiere

Es werden Schweine der Deutschen Landrasse eingesetzt, in einem Alter zwischen 5 bis 8
Monate. Alter, Geschlecht und Gewicht des jeweiligen Spendertieres sind im Versuchsproto-
koll zu dokumentieren.

5.4 Chemikalien

isotonischer Phosphatpuffer pH 7,4 (PBS): Normale Pufferkapazitat (siehe
SOP_M_LOS 04)
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6 Durchfihrung des Verfahrens

6.1 Totung der Tiere

Die To6tung der Tiere muss gemald den in der Tierschutz-Schlachtverordnung angegebenen

Kriterien vorgenommen werden. Der Zeitpunkt der Totung ist im Protokoll zu notieren.

6.2 Hautgewinnung und Transport

Hautstlicke von ca. 10 cm x 10 cm werden mit Hilfe eines Skalpells aus dem Bereich der
seitlichen Bauchwand entnommen. Dabei sind zur Wirbelsaule, zu den Rippen und zur
Bauchmitte jeweils mindestens 5 cm Abstand einzuhalten. Die Hautstiicke werden in OP-
Tucher eingeschlagen um eine Kontamination mit subkutanem Fettgewebe zu vermeiden.
Der Transport in das Labor erfolgt in Gefrierbeuteln in einer Kiihlbox bei ca. 4-8 °C auf Kuhl-

akkus oder Eis.

6.3 Reinigung und Lagerung der Haut

Zunachst erfolgt die Reinigung der Hautoberfliche mit lauwarmem Wasser. Daraufhin wird
die Praparierunterlage mit einer Lage Aluminiumfolie und dartiber einer Lage saugféhigen
Materials (z.B. Zemuko Universalkompresse) abgedeckt. Auf diese wird ein Hautstiick mit
der Stratum-corneum-Seite nach unten gelegt. An den vier Hautecken werden die Arterien-
klemmen befestigt, und mittels der Gummiringe wird die Haut gespannt. Alternativ ist eine
Fixierung mittels vier Nadeln, die durch die Hautecken in eine Styroporunterlage gesteckt
werden, mdglich. Mittels eines Skalpells wird das subkutane Fettgewebe abprapariert. Hierzu
wird das subkutane Fettgewebe mit einer chirurgischen Pinzette gegriffen und direkt unter-
halb der Dermis mit dem Skalpell abgetrennt. Dabei ist darauf zu achtet, dass keine Konta-
mination der Oberflache durch subkutanes Fett erfolgt. Wegen Kontaminationsgefahr mus-
sen nach Abtrennung des subkutanen Fettgewebes daher die duR3ersten 5 mm im Randbe-
reich verworfen werden. Die praparierte Haut wird sodann mit anatomischen Pinzetten auf
die Aluminiumfolie gelegt, gegebenenfalls glattgestrichen, und in Aluminiumfolie eingeschla-
gen in den Gefrierbeutel gegeben. Dieser wird moglichst luftdicht verschlossen. Die Haut

wird bei —20°C bis —30°C in der Kuhltruhe auf einer ebenen Unterlage eingefroren. Vor der
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Weiterverwendung sind die Proben mindestens 24 Stunden in der Gefriertruhe zu lagern. Die
maximale Lagerungszeit betragt 6 Monate. Eine Dokumentation der Lagerungsdauer muss

erfolgen.

6.4 Spalthautgewinnung, Dickenmessung und Integritats-
prifung

Die Haut wird mittels eines Dermatons auf 1000 um + 100 pum dicke Spalthaut nach entspre-
chender SOP prapariert. Die Dicke der Hautstlicke wird mit dem Mikrometer nachgemessen

und protokolliert.

Die Hautstiicke werden visuell auf Integritat inspiziert.

6.5 Hydratisierung der Haut

Ein Becherglas mit Akzeptormedium wird auf 32 °C temperiert. AnschlieBend werden die
Hautsticke in das Becherglas gelegt und vollstdndig vom Akzeptormedium bedeckt. Die
Hautsticke werden 30 min. hydratisiert. Das weitere Vorgehen erfolgt gemafR der
SOP_M_FZ.

6.6 Entsorgung von Hautresten

Hautreste sind der Tierkdrperbeseitigung zuzufihren.




