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EINLEITUNG

l. Einleitung

In Deutschland wird aktuell die Zahl der an chronischen, versorgungsrelevanten Wunden lei-
denden Patienten zwischen 400.000 und 1,8 Millionen geschatzt (1). Die Datenlage ist hete-
rogen, da es wenig standardisierte und systematische Erhebungen gibt (2). Ausléser dieser
chronischen Wunden ist meist eine vaskulare Grunderkrankung, welche haufig auf einer durch
Diabetes mellitus induzierten chronisch-vendsen Insuffizienz und arteriellen Verschlusskrank-
heit basiert (1, 3). Daher ist die Behandlung der zugrunde liegenden Pathologie entscheidend
fur die Verhinderung der Entstehung chronischer Wunden und der damit einhergehenden
Wundheilungsstérung. Um damit neuen Therapien und Entwicklungen begegnen zu kdnnen,
ist somit nicht nur ein Verstandnis der Wunde an sich, sondern auch der Wundheilung von

grolier Relevanz (1).

1.1 Die Wundheilung

1.1.1 Grundlagen der Wundheilung

Die Haut, auch Cutis genannt, besteht aus drei Schichten (Abb. 1): der Oberhaut (Epidermis),
der Lederhaut (Dermis/Corium) und der Unterhaut (Subcutis) (3, 4).

— Epidermis

— Dermis/Corium

— Subcutis

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Cutis (modifiziert nach (5), erstellt mit BioRender.com)
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Die Haut ist das grofite Organ des Korpers und besitzt vielfaltige Funktionen. Sie dient unter
anderem als Sinnesorgan, hilft bei der Temperaturregulation, unterstiitzt die Vitamin-D-Syn-
these und vorrangig schutzt sie den Menschen vor auf3eren Einflissen (1, 3, 4). Wird die Haut
geschadigt, spricht man von einer Wunde (3, 6).

Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der sich zeitlich in drei Phasen gliedern lasst: die
entzindliche Phase, die proliferative Phase und die Phase der Remodellierung (Abb.2). Jede

dieser Phasen kann ineinander Gbergehen und sich ebenso Uberlappen (1, 7-10).

r 3

: Phase der Remodellierung

proliferative Phase

i !
[ entziindliche Phase

-

i i | | | T ] ™
0 2 4 6 8 10 12 14 16 Tage 2 Jahre

Abb. 2: Die Phasen der Wundheilung im zeitlichen Verlauf nach Verletzung (modifiziert nach (7) ,erstellt

mit BioRender.com)

Ein verletztes Blutgefal} stellt den Beginn der inflammatorischen Phase der Wundheilung dar.
Um das verletzte Gefald zu verschlieRen, kommt es zu einer Aggregation verschiedener Zell-
typen, wie Thrombozyten, die in ein Netz von Fibrinfasern eingebettet werden. Dieser gebil-
dete Thrombus stellt das Gerist fur die weiteren Reparationsvorgange wahrend der Wundhei-
lung dar (10, 11). Der gebildete Thrombus sezerniert verschiedene Wachstumsfaktoren, wie
z.B. den Blutplattchen-Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF), den transfor-
mierenden Wachstumsfaktor 3 (transforming growth factor beta, TGF-3), den vaskularen en-
dothelialen Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF), Zytokine sowie an-
dere inflammatorische Proteine (7, 10). Diese Wachstumsfaktoren und weitere inflammatori-
sche Zellen, wie Makrophagen, setzen Prozesse in Gang, die ein VerschlielRen der gesamten
Wunde bahnen und den Ubergang in die proliferative Phase der Wundheilung markieren (10,

11). In der proliferativen Phase der Wundheilung kommt es zu einem Wundverschluss, zu der
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Ausbildung von Granulationsgewebe und zu einer Reepithelialisierung. Am Wundverschluss
entscheidend beteiligt sind die Fibroblasten. Fibroblasten konnen wahrend der Wundheilung
weitere Differenzierungsschritte vollziehen und dann kontraktile Eigenschaften von glatten
Muskelzellen aufweisen. Sie werden dann als ,Myofibroblasten” bezeichnet. Das wahrend die-
ser Regenerationsphase entstehende sogenannte Granulationsgewebe besteht u.a. aus Fib-
roblasten, Kapillaren und inflammatorischen Zellen (10, 12). Parallel dazu wandern Kera-
tinozyten von den Wundrandern zum Wundort, um die Wunde zu verschlieRen (Reepitheliali-
sierung) (11). Die Phase der Remodellierung ist gekennzeichnet durch die Reorganisation,
Degradation von Zell-bzw. Gewebetrummern u.a. durch Matrix-degradierende Enzyme (Mat-
rix-Metalloproteasen) und Synthese von Extrazellularmatrix (z.B. Kollagene) durch Fibroblas-
ten (7, 11, 12). Dadurch steigt die Festigkeit der Wunde immer mehr an, der Defekt wird ver-
mehrt mechanisch stabil und es entsteht eine dichte, gefallarme Narbe im Hautniveau (13).
Diese Vorgange beschreiben den Wundheilungsprozess bei einer akuten Wunde, der nicht
durch eine zugrundeliegende Pathophysiologie erschwert wird (3, 6). Von einer chronischen
Wunde spricht man dann, wenn eine Wunde innerhalb von 8 Wochen mit entsprechender
Therapie und unter Berlicksichtigung der zugrundeliegenden Erkrankung nicht abheilt (1, 14).
Gerade die Minderdurchblutung durch eine vorherrschende Grunderkrankung und die damit
einhergehende erhohte Infektionsneigung heraus fordern die Entstehung solcher, nicht heilen-
der Wunden (3, 6).

1.1.2 An der Wundheilung beteiligte Zelltypen

1.1.2.1 Fibroblasten

Am Ende der inflammatorischen Phase befinden sich im Granulationsgewebe unter anderem
Fibroblasten (9). Diese sind, neben den Endothelzellen, in der proliferativen Phase der Wund-
heilung die entscheidenden Zellen. Fibroblasten migrieren zum Wundgeschehen und werden
u.a. durch Wachstumsfaktoren aktiviert. Dort regen sie Keratinozyten zur Proliferation und
Migration an und bilden durch die Stimulation mit u.a. PDGF und Tumornekrosefaktor- a (TNF-
a) die vorlaufige Extrazellularmatrix. Einige dieser Wachstumsfaktoren befinden sich im
Thrombus selbst und kénnen die Fibroblasten autokrin aktivieren, beispielsweise der fir Fib-
roblasten charakteristische PDGF. Wahrend der Wundheilung verandern die Fibroblasten kon-
tinuierlich ihren Phanotyp. Ein Beispiel dafiir ist die durch TGF-B1 und PDGF induzierte Diffe-
renzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (7, 15). Die Myofibroblasten kénnen kontra-
hieren und damit einen Wundverschluss bewirken, mit Fibroblasten interagieren und gemein-
sam eine Narbe bilden. Diese Narbe wird dann im Laufe der Zeit aktiv in ein Typ I-Kollagen

umgewandelt , gewinnt an Festigkeit und an Stabilitat (13, 15).
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1.1.2.2 Endothelzellen

Endothelzellen kleiden alle Blutgefale des menschlichen Korpers aus und bilden bei einem
durchschnittlichen Erwachsenen von 70 kg eine Oberflache von mehr als 1000 m? (16). In vivo
sind Endothelzellen an einer Basalmembran verankert, die eine zusatzliche Barriere zu dem

daran vorbeiflieBenden Blut und zum Extrazellularraum darstellt (Abb.3) (16).

:]— Basalmembran
_I” Endothelzellen

i

XN
"0'°0’ o
o © o Qg

= [) = - ;||: Endothelzellen

Basalmembran

— zirkulierendes

L N 4

Abb. 3: Vereinfachte schematische Darstellung des Endothels mit der Basalmembran (erstellt mit Bio-

Render.com)

Endothelzellen spielen nicht nur eine Rolle bei der Aufrechterhaltung einer Gewebshomaoo-
stase, sondern regulieren unter anderem sowohl den Blutfluss als auch die Blutgerinnung. Im
Rahmen von Entzindungen und ganz besonders hinsichtlich der Wundheilung spielen die En-
dothelzellen eine entscheidende Rolle, insbesondere bei der Neubildung von Gefallen (Angi-
ogenese) (17, 18). In die bei der Wundheilung entstehende bzw. veranderte Extrazellular-
matrix wandern Blutgefalie ein. Diese BlutgefaRe werden unter anderem durch Endothelzellen
und unter Einfluss von angiogenen Zytokinen wie VEGF und TGF-f3 gebildet (4, 19). Endothel-
zellen kdnnen aulRerdem auf die von mesenchymalen Stammzellen (MSC) ausgeschutteten
parakrinen Signale und Mediatoren reagieren und aus ihnen entstehen. Auch die Differenzie-
rung zu Perizyten, auf der Basalmembran von Endothelzellen aufsitzenden Zellen, wird durch
die MSC unterstitzt (8, 20).

1.1.2.3 Mesenchymale Stammzellen

Im Rahmen der Wundheilung sind auch mesenchymale Stammzellen (MSC) von Bedeutung.
Die MSC gehéren zu den adulten Stammzellen (21). Stammzellen werden definiert durch ihre

Fahigkeit, Uber lange Zeit identische Kopien herzustellen und, sich in verschiedene Zelltypen
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differenzieren zu kdnnen (22). Sie sind jedoch trotz ihrer Plastizitat und Differenzierungsfahig-
keiten groftenteils auf einen bestimmten Zelltyp festgelegt und zeichnen sich durch ihre ein-
geschrankte Proliferationsfahigkeit in vitro aus (23). Sie finden sich perivaskular in fast jedem
Gewebe des Korpers, unter anderem im Nabelschnurblut, im Knochenmark oder im Fettge-
webe (8, 21, 24-28). Es wurde gezeigt, dass MSC zum Wundort migrieren und sich in ver-
schiedene Zelltypen differenzieren kénnen (27) Nach Maxson et al. spielen die MSC in den
entsprechenden Phasen der Wundheilung eine wesentliche Rolle (Abb.4) (8). In der entziind-
lichen Phase der Wundheilung sind MSC in die Regulation der Entziindungsreaktion involviert.
In der proliferativen Phase setzen sie PDGF und VEGF frei und rekrutieren weitere Stamm-
zellen zum Wundgeschehen. In der langer anhaltenden Phase der Remodellierung ist die
Rolle der MSC v.a. gekennzeichnet durch die Produktion von TGF-3 (Abb.4) (8).
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Abb. 4: Rolle der MSC in den einzelnen Phasen der Wundheilung (modifiziert nach (8), erstellt mit

BioRender.com)

Es gibt von der Internationalen Gesellschaft flir Zelltherapien (International Society for Cellular
Therapy, ISCT) Kriterien, die die MSC definieren, wie u.a. die Fahigkeit, sich in vitro in Osteo-
blasten, Adipozyten und Chrondrozyten differenzieren zu kdnnen (26, 27). Die in dieser Arbeit
verwendeten MSC aus dem Fettgewebe (adipose tissue derived MSC, adMSC) zeigen eben-
diese Eigenschaften (29). Darliber hinaus kénnen sich im Rahmen der epithelialen-mesen-

chymalen Transition (EMT) epitheliale Zellen durch biochemische Vorgange in den Phanotyp
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einer mesenchymalen Stammzelle verwandeln und die Geweberegeneration so unterstutzen
(30).

1.1.2.4 Thrombozyten

Thrombozyten sind kernlose, scheibchenférmige Blutbestandteile mit einem Durchmesser von
2,0 bis 5,0 um und einer Dicke von 0,5 ym (9, 31, 32). Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Adhasion
und Aggregation spielen sie eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung. Die in den Thrombozy-
ten am haufigsten vorhandenen Organellen sind die a-Granula. Diese sind enthalten u.a. Ge-
rinnungsfaktoren, fibrinolytische Faktoren , Proteasen und die fir die Wundheilung so bedeut-
samen Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine, v.a. PDGF, TGF-81 und VEGF (7, 9,
31, 33, 34). Wahrend der inflammatorischen Phase der Wundheilung formen die Thrombozy-
ten einen Thrombus , setzen eine Reihe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen frei und be-

wirken dahingehend die initiale Hamostase, die primare Blutstillung (7).

1.1.3 An der Wundheilung beteiligte I6sliche Faktoren

Die Wundheilung als komplexer Prozess vereint nicht nur eine Vielzahl an unterschiedlichen
Zellen. Es wird ferner auch ein Netzwerk an Signalmolekulen, den Zytokinen, Chemokinen und

Wachstumsfaktoren bendtigt (35).

1.1.3.1 Zytokine

Zytokine sind regulatorisch aktive Peptide oder Glykoproteine, die Immun- oder Reparaturpro-
zesse modulieren, indem sie das Zellwachstum, die Differenzierung, den Stoffwechsel und die
Proteinsynthese beeinflussen (7). Es gibt unterschiedliche Méglichkeiten, die Zytokine einzu-
teilen, generell jedoch wird eine Unterscheidung aufgrund von Struktur und Funktion getroffen
(36). Unsere Kategorisierung basiert auf Loffler/Petrides, die die Zytokine in Interleukine (z.B.
Interleukin-1, IL-1; Interleukin-6, IL-6; Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender
Faktor, GM-CSF; Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor, G-CSF), Interferone (z.B. Inter-
leukin-10, IL-10; Interferon- y, IFN-y), Chemokine (z.B. Interleukin-8, IL-8) und Wachstumsfak-

toren (z.B. PDGF) einteilt (37). Diese sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1: Einteilung ausgewahlter Zytokine (modifiziert nach Loéffler/Petrides (37))

Interleukine Interferone Chemokine Wachstumsfaktoren
z.B.IL-1,IL-6,GM- | z.B. IL-10, IFN-y | z.B. IL-8 z.B. TGF-B3, PDGF,
CSF,G-CSF VEGF

Die Interleukine sind Peptidhormone, welche bei der Immunabwehr, den Entziindungsreaktio-
nen, der Hamatopoese ,der Apoptose und auch bei der Wundheilung einen entscheidenden
Anteil haben (7, 37). Sie kdnnen von unterschiedlichen Zellen, wie Monozyten, Makrophagen
oder auch Keratinozyten, aber hauptsachlich von T-Zellen und natlrlichen Killerzellen (NK-
Zellen) gebildet werden (7, 38). Insbesondere die Interleukine vermitteln wundheilungs-rele-
vante Effekte wie die Proliferationsstimulation von Keratinozyten und Fibroblasten und die
Regulation der Immunantwort (7, 39). Sowohl IL-1 als auch IL-6 sind insbesondere an der
Inflammation beteiligt, unterstiitzen die Reepithelialisierung und die Angiogenese (35, 39, 40).
IL-1 soll ferner, neben anderen Zytokinen, mit dem Endothel kommunizieren und das endothe-
liale Wachstum hemmen, wahrend IL-6 auch von MSC sezerniert wird (41, 42). Unter der
Gruppe der Interleukine haben die Kolonie-stimulierenden Faktoren wie GM-CSF und G-CSF
im Rahmen der Wundheilung stimulatorische Effekte (7). GM-CSF ist vor allem wahrend der
inflammatorischen Phase der Wundheilung entscheidend, indem es die Zahl der Neutrophilen
erhoht. Es wird diskutiert, dass GM-CSF die Keratinozytenproliferation stimulieren soll und
damit die Reepithelialisierung vorantreibt. GM-CSF soll die Migration und Proliferation von En-
dothelzellen unterstitzen (35). Auch G-CSF unterstutzt die Heilungsreaktion verschiedener
Gewebe (43). Wie GM-CSF, férdert G-CSF die endotheliale Proliferation und soll dartiber hin-
aus auch MSC mobilisieren kénnen (44, 45). Es ist aullerdem bekannt, dass G-CSF die Ent-
zundungsreaktion abschwachen kann und die Angiogenese induziert. Diese Eigenschaften
tragen zur Férderung der Wundheilung bei (43).

Interferone sind eine Untergruppe der Zytokine, deren Wirkung sich von ihnrem Namen ableitet:
sie ,interferieren® mit dem viralen Wachstum. Sie haben eine immunmodulierende, antivirale
und antiproliferative Wirkung (37, 46). IL-10 kann beispielsweise die Synthese unterschiedli-
cher Zytokine, wie z.B. IL-1 und IFN-y inhibieren (46, 47). IFN-y ist wichtig beim Remodelling
von Wunden und kann lokal die Wundkontraktion reduzieren (47).

Chemokine sind proinflammatorische Molekile die, wie der Name vermuten lasst, Uberwie-
gend chemotaktischen Eigenschaften besitzen. Die Bewegung von Zellen entlang eines durch
chemische Botenstoffe hervorgerufenen extrazellularen Gradienten wird Chemotaxis genannt.

Durch die Initialisierung der Leukozytenadhasion an das Endothel und der darauf folgenden
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Diapedese sind die Chemokine an der Extravasation von Leukozyten in entzindliches Ge-
webe beteiligt (7, 36, 48, 49). Im Kontext der Wundheilung werden sie von verschiedenen
Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten und Leukozyten produziert (50) . IL-8
gehort zur Familie der Chemokine, wird von Makrophagen, Mastzellen, Keratinozyten, Lym-
phozyten und Endothelzellen gebildet und ist entscheidend beteiligt an der Inflammation und
Hamostase. IL-8 induziert die Neutrophilen- und Monozyten-Chemotaxis und unterstitzt die
Epithelialisierung durch erhéhte Migration und Proliferation der Keratinozyten (7, 35, 47, 50).
Bei Endothelzellen fordert IL-8 die Proliferation und Angiogenese (51).

1.1.3.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Mediatoren, welche die Wundheilung beispielsweise durch die Syn-
these von Proteinen, der Extrazellularmatrix, Zelldifferenzierung und den Zelltod beeinflussen
(7). Eine entscheidende Rolle im Rahmen der Wundheilung spielen die Thrombozyten-stam-
migen Wachstumsfaktoren (T-WF), PDGF, VEGF und TGF-f3 (7). Insbesondere durch die Frei-
setzung der a-Granula der Thrombozyten zeigen diese ihre Bedeutung. PDGF und TGF-3
aktivieren inflammatorische Zellen wie Neutrophile oder Makrophagen. Diese Wachstumsfak-
toren in Kombination mit VEGF bewirken die Ausbildung von Granulationsgewebe und indu-

zieren die Angiogenese und die Kollagensynthese (Abb.5) (52).

[Gewebsverletzung] > [ Thrombozytenaktivierung ]—+ [Gerinnungskaskade]

N

VEGF] / PDGF/TGF-B

Bildung von
Granulationsgewebe,
Angiogenese,
Kollagensynthese

Aktivierung von
— inflammatorischen
Zellen

Abb. 5: Schematische Darstellung der Rolle der T-WF wahrend der einzelnen Phasen der Wundheilung

(modifiziert nach (52), erstellt mit BioRender.com)
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1.1.3.21.1 PDGF

PDGF wird nicht nur von Thrombozyten, sondern auch von anderen Zellen wie Makrophagen,
Fibroblasten, glatten Muskelzellen und Endothelzellen sezerniert (7, 53). PDGF ist in jeder
Phase der Wundheilung vorhanden und wird, direkt nach der Verletzung, von Thrombozyten
freigesetzt und befindet sich folglich in der Wundfllssigkeit (35). Dies bewirkt, dass Neutro-
phile, Makrophagen, Fibroblasten, glatte Muskelzellen und MSC zum Wundgeschehen trans-
portiert werden bzw. dorthin migrieren (35, 52). Ferner stimuliert PDGF die Makrophagen zur
Synthese von weiteren Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF-$ (35, 52). Bereits 1990 konnten
Pierce et. al zeigen, dass die entzindliche Phase der Wundheilung durch die Zugabe von
PDGF verklrzt und die Bildung einer provisorischen extrazelluldaren Matrix mit einer anschlie-

3enden Kollagenbildung beschleunigt werden kann (53, 54).

1.13.21.2 TGF-8

Vom Wachstumsfaktor TGF-f3 gibt es zahlreiche Subtypen, die in vivo unterschiedliche und in
vitro ahnliche Funktionen aufweisen (55). TGF-B konnte in einer Vielzahl von Zellen, wie z.B.
Thrombozyten, Makrophagen, Lymphozyten oder Geweben wie z.B. Knochen und Nieren
nachgewiesen werden (7, 46, 56). Ein einzelner Thrombozyt beispielsweise kann bis zu 1.200-
1.400 Moleklle TGF-f freisetzen (57). Im Rahmen der Wundheilung stimuliert TGF-8 die Syn-
these der Extrazellularmatrix und die Chemotaxis inflammatorischer Zellen. Als einer der
starksten Stimulatoren der Kollagensynthese ist TGF- auch beim Narbenumbau und bei der
Kontraktion innerhalb der Wunde beteiligt (7, 53, 56, 58).

1.2 Die Zellproliferation bei der Wundheilung

Im Rahmen der Wundheilung spielt die Zellproliferation unter anderem hinsichtlich der Wie-
derherstellung einer Gewebshomoostase, beispielsweise durch die Reepithelialisierung, eine
entscheidende Rolle. Die Zellproliferation wird vom Zellzyklus und den ihn kontrollierenden
Faktoren reguliert (59). Beim Zellzyklus handelt es sich um einen komplexen Prozess, bei dem
wahrend der Mitose aus einer Zelle zwei Tochterzellen entstehen (37, 60, 61). Es lassen sich
5 Phasen des Zellzyklus unterscheiden: die G1-, S-, M-, G2 und Go-Phase (Abb.6) (37, 60, 62).
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Zellzyklus (erstellt mit BioRender.com)

Grundlegend Iasst sich der Zellzyklus in die mitotische Phase und die Interphase einteilen. Zur
Interphase gehoren die G1-, S- und G2-Phase (60). In der S-Phase (Replikation) wird die DNA
verdoppelt und in der M-Phase (Mitose) werden die Chromosomen auf die Tochterzellen ver-
teilt. Die G1- und G2-Phase sind sogenannte ,gaps*, Licken, die die DNA-Synthese und Mitose
voneinander trennen (60). In der G1-Phase wird die DNA und ihre sie umgebenden Signale,
wie Wachstumsfaktoren, geprift, bevor sie in die S-Phase eintreten und repliziert werden kén-
nen. In der G2-Phase wird die neu replizierte DNA auf ihre Unversehrtheit Gberprift. Proliferie-
rende Zellen befinden sich in der G1-, S-, M- oder G- Phase, nicht-proliferierende Zellen be-
finden sich in der Go-Phase. Die in der Go-Phase befindlichen Zellen nehmen somit nicht aktiv
am Zellzyklus teil (60, 61). Jede der Zellzyklusphasen unterliegt verschiedenen Kontrollen
(auch als ,check points“ oder ,restriction points“ bezeichnet) (Abb. 6): dem G1/S-Kontrollpunkt,
dem Gy/M-Kontrollpunkt und der M/G1-Kontrollpunkt (37, 62, 63). Werden hier Schaden oder
andere Fehler, wie eine ungenugende Nahrstoffversorgung, detektiert, kann sich die Zelle
nicht weiter replizieren (37, 62). Diese Schritte werden durch interne Kontrollmechanismen,
die sogenannten Zykline und Zyklin-abhangigen Kinasen (cyclin dependant kinases, CDK) re-
guliert (60—64).

1.3 Der Zelltod wahrend der Wundheilung

Um die Gewebehomoostase aufrecht erhalten zu konnen, muss es eine Balance zwischen
Zellproliferation und dem Zelltod geben (65). Durch den programmierten Zelltod, die Apoptose,
kontrolliert die Zelle nicht nur die Zellzahl und ihre Gewebsgré3e, sondern sorgt auch dafr,

dass geschadigte, infizierte oder gestresste Zellen den Organismus verlassen kénnen (66,

10
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67). Die Apoptose ist ein aktiver zellularer Prozess, der in verschiedene Schritte gegliedert ist
(Abb. 7 links) (62). Zu Beginn der Apoptose kommt es zu einer Kondensation des Chromatins,

was zu einer Schrumpfung der Zelle fihrt (37, 68-71).

s | Verklumpung
) | des Chromatins,
/| Zellschwellung

Kondensation
von Chromatin
und Cytoplasma

Fragmentierung |
des Zellkerns,
blebbing

pe
e )
S

[Feomne] | 1

Apoptose- T
< ——— 8\ n Freisetzung
kbrperchen S @\ intrazelluldrer

p S Bestandteile |
Phagozytie- _/ / ;
rende Zelle l

\__ A .I

Entziindungs-
reaktion

Abb. 7: Vergleichende schematische Darstellung der zellulédren Vorgange bei Apoptose und Nekrose
nach Loffler/Petrides (37).

Die Plasmamembran wirft daraufhin Blasen, es kommt zum sogenannten ,blebbing®, der Zell-
kern fragmentiert und die gesamte Zelle zerlegt sich in apoptotische Partikel (37, 70-72). Be-
nachbarte Makrophagen und Granulozyten bauen diese durch Phagozytose ab (37, 70).
Dadurch kommt es weder zu einer Entziindungsreaktion noch zu einer Aktivierung des Im-
munsystems (37). Im Gegensatz zur Apoptose handelt es sich beim nekrotischen Zelltod um
einen passiven Prozess, der das Schrumpfen der Zelle an sich , die Kondensierung des Chro-
matins und die Fragmentierung der DNA enthalt (Abb.7 rechts) (62, 70). Die Nekrose geht mit
einer Zellschwellung und einem Verlust der Membranintegritat einher, sodass sowohl entziind-
liche als auch immunologische Reaktionen ausgelost werden (67, 70, 71). Innerhalb der

Wundheilung ist die Apoptose vor allem entscheidend fir die Entfernung entzlindlicher Zellen
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und die Verwandlung von Granulationsgewebe in eine Narbe. Der Zeitpunkt, an dem die My-
ofibroblasten und vaskularen Zellen in die Apoptose gehen, markiert die Umwandlung von

einem Granulationsgewebe in eine Narbe (10, 73).

1.4 Der therapeutische Einsatz von Wachstumsfaktoren und Thrombozyten-rei-

chem Plasma

Heutzutage wird im klinischen Alltag in der Oralchirurgie, Orthopadie, bei der Heilung von Mus-
kel- oder Sehnenverletzungen bzw. bei der Behandlung von Ulzera Thrombozyten-reiches
Plasma (platelet rich plasma, PRP) angewendet. Durch die Anwendung von PRPs konnten
deutlich verbesserte Heilungsmoglichkeiten und Vorteile erzielt werden (33, 74).

Das PRP ist definiert als ein bestimmter Teil des Blutplasmas, dessen Thrombozytenkonzent-
ration sich tber 150.000/uL bis 350.000/uL befindet (75—79). Durch die hohe Anzahl an Throm-
bozyten enthalt das PRP eine hohe Konzentration an Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF und
TGF-B (75, 78, 80). Im Rahmen der Wundheilung kann die Zytokinausschuttung und Entzin-
dungsreaktion durch die Anwendung von PRPs reduziert werden. Ebenso wird die Gewebs-
heilung, Regeneration und die Ausbildung neuer Kapillaren unterstutzt und die Epithelialisie-
rung chronischer Wunden geférdert (76). Damit spielen neben unterschiedlichen Wundaufla-
gen wie Hydrokolloiden oder Schaumstoffen bei der Wundbehandlung auch Wundauflagen mit

PRP eine zunehmend wichtigere Rolle (10, 14).

12
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1.5 Motivation der Arbeit

Sowohl adMSC als auch Endothelzellen haben Einfluss auf die Wundheilung, indem sie regu-
lierend auf die Inflammation wirken, zur spezifischen Zelldifferenzierung im betroffenen Ge-
webe beitragen bzw. die Ausbildung neuer Kapillaren und damit auch die adaquate Versor-
gung der Wunde mit Nahrstoffen unterstutzen (8, 81). Da chronische Wunden nicht nur durch
eine andauernde Entziindung, sondern auch durch eine vaskulare Minderversorgung gekenn-
zeichnet sind, kdnnte die Behandlung mit T-WF neue Behandlungsansatze bieten (1, 8).
Daher bestand die Motivation dieser Arbeit darin, das Verhalten sowohl der adMSC als auch
der Endothelzellen (human dermal microvascular endothelial cells, HDMEC) hinsichtlich ihrer
in vitro-Reaktionen auf unterschiedliche Konzentrationen an T-WF und TGF-31 zu analysieren
und diese Effekte vergleichend darzustellen.

Wir sind der Frage nachgegangen, welchen Einfluss die T-WF und TGF-B1 auf die Morpholo-
gie der adMSC bzw. HDMEC besitzen. Auch wollten wir untersuchen, ob die Gabe von T-WF
bzw. TGF-B1 toxisch auf die adMSC bzw. HDMEC wirkt und ob es quantitative Hinweise auf
die Viabilitat der adMSC bzw. HDMEC gibt. Weiterhin wurde untersucht, ob durch die meta-
bolische Aktivitat unsere Ergebnisse der Viabilitat gestitzt werden kénnen und sie Hinweise
auf eine mogliche Proliferationsaktivitat geben konnen. Ferner mussten wir uns fragen, ob die
Zugabe von T-WF alleine unterschiedliche Auswirkungen auf die Proliferation bei adMSC bzw.
HDMEC zeigt oder die Gabe von TGF-B1 daran etwas verandert. Dann schlief3t sich an, ob
man die Veranderungen der Proliferation durch die Erkenntnisse hinsichtlich des Zellzyklus
bestatigen kann und ob TGF-B1 eine entscheidende Bedeutung bei diesen Veranderungen
spielt. Auch musste eruiert werden, welche Rolle die Apoptose bzw. Nekrose bei diesen Vor-
gangen spielt. Dariiber hinaus musste beantwortet werden, ob eine Kombination von T-WF
und TGF-B1 sinnvoll ist und ob die beiden untersuchten Zelltypen darauf unterschiedlich rea-
gieren. Hinsichtlich der Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wurde untersucht, ob die
Zugabe von T-WF und TGF-B1 die Freisetzung beeinflusst und ob Zytokine und Chemokine
gibt, die nur von einem der beiden untersuchten Zelltypen freigesetzt werden. Diese Fragen

sollen als Leitfaden fur unsere Ergebnisse dienen und den Leser durch die Arbeit fuhren.
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VERWENDETE GERATE, MATERIALIEN UND REAGENZIEN

Il Verwendete Gerate, Materialien und

Reagenzien

21 Laborgerate

Anthos Plattenreader rosys 2010

Anthos Mikrosysteme, Deutschland

Bio-Plex® 200 Systems

Bio-Rad Laboratories, Inc., USA

Brutschranke

Binder, Deutschland

Heizblock Eppendorf ThermoMixer® C

Eppendorf, Deutschland

Mikroskop Carl Zeiss Axiovert 25

Zeiss, Deutschland

Nucleocounter® NC-3000™

Chemometec, Danemark

Platten-Schuttler Unimax 1010

Heidolph, Deutschland

Rollenschuttler Roller Mixer

Ratek, Australien

Sterilbanke

Nunc, Deutschland

Stickstofftank

Cryotherm, Deutschland

Vortex- Schittler Heidolph REAX 2000

Heidolph, Deutschland

Wasserbad

GFL, Deutschland

WiScan® Hermes

IDEA Bio-Medical Ltd, Israel

Zentrifuge 5417 R Eppendorf

Eppendorf, Deutschland

Zentrifuge 5810 R Eppendorf

Eppendorf, Deutschland

2.2 Verbrauchsmaterialien

Cryovials Cryo.s™

Greiner Bio-One, Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5 mL, 1,5 mL,
2mL

Eppendorf, Deutschland

Falcon-Rohrchen CELLSTAR® 50 mL

Greiner Bio-One, Deutschland

Injektionsfilter 0,2 ym Sterifix® Luer Lock

Braun, Deutschland
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Kantlen BD Microlance™3 20 G 1 %2 - Nr.1
0,9x 40 mm

Becton Dickinson, USA

Laborglasflaschen Duran® 500 mL, 250 mL,
100 mL

Duran, Deutschland

Auftaubehalter Nalgene™ Cryo 1 °C Freez-
ing Container (Mr.Frosty™)

ThermoFisher Scientific, USA

NC-Slide A2, A8

Chemometec, Danemark

Pasteurpipetten Vacusafe

ThermoFisher Scientific, USA

Pipetten, serologisch 2 mL, 5mL, 10 mL,
25 mL, 50 mL

Greiner Bio-One, Deutschland

Pipettenspitzen 200 uL, 1000 pL, 10 pL

Sarstedt, Deutschland

Platten
6 Well Cell Culture Plate
96 Well Cell Culture Plate

Greiner Bio-One, Deutschland

Spritzen 10 mL BD Discardit™!|

Becton Dickinson, USA

Via 1-Cassette

Chemometec, Danemark

Zellkulturflaschen 75 cm?

Werner Hassa GmbH, Deutschland

23 Reagenzien und Chemikalien

Annexin V-CF 488 A

Chemometec, Danemark

Bovine Serum Albumin, BSA

Cell Signaling Technology®, USA

Calcein AM

BD Biosciences, USA

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay MTS

Promega, USA

Collagenase NB4 Standard Grade

Nordmark Biochemicals, Deutschland

Dynabeads® CD31 Endothelial Cell

Invitrogen™ by life technologies™, USA

Dynabeads® CD34 Positive Isolation Kit

Invitrogen ™by life technologies™, USA
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Ethanol 70 %, vergallt

Apomix PKH Pharmazeutisches
GmbH, Deutschland

Labor

Fetales Kalberserum

PAN Biotech GmbH, Deutschland

Hoechst 33342 bisBenzimide H 33342 trihy-
drochloride

Sigma Aldrich, Deutschland

Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel 29-plex

Merck Millipore, Deutschland

Humanserum

PAN Biotech GmbH, Deutschland

Isopropanol, 35 %

Walter-CMP GmbH, Deutschland

Paraformaldehyd, 4 %

Sigma-Aldrich, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

ThermoFisher Scientific, USA

Propidium lodide, PI

BD Becton Dickinson, USA

Solution 7, 200 pg/mL JC-1

Chemometec, Danemark

Solution 8, 1 ug/mL DAPI in PBS

Chemometec, Danemark

Solution 12, 500 pyg/mL DAPI

Chemometec, Danemark

Solution 15, Hochst 33342 500 pg/mL

Chemometec, Danemark

Solution 16, Propidium lodide 500 pg/mL,
NC-3000

Chemometec, Danemark

rh TGF-B1, Recombinant Human Transform-
ing Growth Factor-beta1

ImmunoTools GmbH, Deutschland

Trypsin (0,25 %) mit EDTA

ThermoFisher Scientific

2.4 Puffer, Losungen, Medien

Annexin V binding buffer

Chemometec, Danemark

Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Assay Buffer, Bioplex

BioRad, USA

Dimethylsufloxid, DMSO

Sigma-Aldrich, Deutschland
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DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supple-
ment, pyruvate

Gibco, ThermoFisher Scientific, USA

DPBS w/o Calcium, w/o Magnesium

PAN Biotech GmbH, Deutschland

Endothelial Cell Basal Medium MV2 Kit

PromoCell, Deutschland

Millipore- Wasser

Wasser gefiltert ibers TKA-Filtersystem
LabTower UP/UPW

Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Sheath Fluid, Bioplex

BioRad, USA

Solution 10, Lysis buffer

Chemometec, Danemark

Solution 11, Stabilization buffer

Chemometec, Danemark

Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Wash Buffer, Bioplex

BioRad, USA

25 Software

Athena software

WiScan® Hermes, IDEA Bio-Medical Ltd, Is-
rael

AxioVision Rel.4.8.

Zeiss, Deutschland

Bio-Plex Manager, Version 6

BioRad, USA

GraphPad Prism 9.2.0

GraphPad Software, USA

Microsoft Excel, Version 2109

Microsoft, USA

Microsoft Word, Version 2109

Microsoft, USA

Microsoft Power Point, Version 18

Microsoft, USA

Nucleoview software

Chemometec, Danemark

17




METHODEN

1ll. Methoden

3.1 Basalmedien

In der folgenden Arbeit wurde mit zwei Primarzelltypen gearbeitet, den adMSC und den En-
dothelzellen (human dermal microvascular endothelial cells, HDMEC). Fir ein optimales Zell-
wachstum sind fur beide Zelltypen bestimmte Medien-Zusammensetzungen notwendig. Der
nun im folgenden verwendete Begriff des Komplettmediums setzt sich im Einzelnen wie in
Tabelle 2 gelistet zusammen. Als Basalmedium fir die adMSC wurde das Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) verwendet, wahrend das Microvascular Vessel's 2 Medium (MV2)

den HDMEC als Basalmedium diente.

Tabelle 2: Komplettmedien

Zusatze Volumina Endkonzentration
DMEM komplett fir | DMEM-GlutaMax- 500 mL
die adMSC supplement,

pyruvate

Fetales Kalberserum 50 mL 10 %

(FKS) bzw. Hu-
manserum (HS)

Penicillin/Streptomy- 5mL 1%
cin (P/S)

MV2 Medium kom- Endothelial Cell 500 mL

plett fir die En- Growth Medium

dothelzellen MV2
Supplement 27,20 mL 6,44 %
Penicillin/Streptomy- 5mL 1%
cin (P/S)
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3.2  Zellgewinnung

Die in dieser Arbeit verwendeten adMSC stammen von sechs Patienten, die ihre Einwilligung
zur Weiterverwendung ihres Fettgewebes im Rahmen einer Liposuktion gegeben haben (de-
taillierte Auflistung der Patientendaten befindet sich im Anhang in Tabelle 18). Das Votum der
Rostocker Ethikkommission zur Verwendung des Fettgewebes ist unter folgender Registrie-
rungsnummer A2019-0107 hinterlegt.

Die HDMEC wurden kommerziell von der Firma PromoCell® erworben.

Da im Rahmen dieser experimentellen Arbeit mit kryokonservierten Zellen gearbeitet wurde,
wird im Weiteren kurz die Aufarbeitung der adMSC (3.2.1) bis zur Kryokonservierung darge-

stellt.

3.2.1 Mesenchymale Stammzellen des Fettgewebes

Das bei einer Liposuktion anfallende Fettgewebe wurde bis zur Aufarbeitung in der Tumes-
zenzlésung gelagert. Nach der enzymatischen Verdauung mit Kollagenase wurde aus dem
Fettgewebe die stromale vaskulare Fraktion (SVF) isoliert. Diese enthalt eine heterogene Zell-
population, bestehend aus den MSC, adipogenen stromalen Zellen, Endothelzellen, Fibroblas-
ten, Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen (82). Im Zellkulturlabor wurden 30 mL Fett-
gewebe abgenommen und in ein 50 mL Falcon Uberflihrt. AnschlieRend wurde 10 mL Kol-
lagenase (0,15 U/mL) in einer gepufferten Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS), die
der Aufrechterhaltung des pH-Wertes, der Osmolaritat und der Bereitstellung von essenziellen
anorganischen lonen dient, mit Magnesium und Kalzium geldst, zugefugt (DPBS, (10x) with
Ca?* and Mg?*) (83). Furr 30 min wurde das Fettgewebe bei 37°C mit 100 rpm schittelnd ver-
daut und Uber ein 100 um Sieb filtriert. Anschlieend folgte ein Waschschritt mit 10 mL PBS
mit 10 % fetalem Kalberserum (FKS) sowie ein Sedimentationsschritt von 10 min. Der Unter-
stand wurde daraufhin Uber ein 40 uym Sieb filtriert und in ein weiteres 50 mL Falcon Uberfihrt.
Beide Falcons wurden bei RT fiir 10 min bei 400 x g zentrifugiert und anschlieRend der Uber-
stand vorsichtig abgesaugt. Nach dem Vorlegen von 10 mL PBS mit 10 % FKS wurden beide
Pellets resuspendiert und erneut zentrifugiert, diesmal fir 5 min bei RT und 400 x g. Der Uber-
stand wurde erneut vorsichtig abgesaugt, das Pellet in 12 mL DMEM mit 10 % FKS und
1 % P/S (DMEM komplett) resuspendiert und anschlieRend in eine 75 cm? Kulturflasche tber-
fuhrt. Die Inkubation erfolgte fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO..
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3.2.1.1 CD34-Trennung

Um die adMSC von den restlichen in der Zellsuspension befindlichen Zellen der SVF zu tren-
nen, erfolgte eine CD34-Trennung. CD34, ein trans-membranares Glykoprotein, konnte bei
den adMSC nachgewiesen werden (84, 85). Die CD34-Trennung der MSC fand 20 — 24 h nach
der Aufarbeitung statt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS folgte ein Uberschichten der ad-
MSC mit Komplettmedium und anschliel3iender mikroskopischer Beurteilung der einzusetzen-
den Menge an magnetischen Beads (86). Hierflir wurden ca. 10 — 25 yL CD34-Beads in 7 mL
PBS mit 0,1 % bovinem Serumalbumin (BSA) aufgenommen und gewaschen, mit dem Ziel,
zwei bis drei Beads pro Zelle zu binden. Die CD34-Beads in 7 mL PBS und 0,1 % BSA wurden
anschlieBend fiir eine Minute an den Magneten gestellt, der Uberstand abgesaugt, direkt aus
dem Magneten genommen und die CD34-Beads in entsprechender Menge Komplettmedium
(ca. 5 yL CD34-Beads/mL DMEM komplett) aufgenommen. 3 - 3,5 mL der gewaschenen Be-
ads im Komplettmedium wurden auf eine 75 cm? Zellkulturflasche gegeben, sofort ge-
schwenkt, gefolgt von einem Inkubationsschritt von 5 - 10 min bei 37 °C, 5 % CO.. Die Beur-
teilung der Bindung der CD34-Beads an die adMSC erfolgte mikroskopisch. AnschlieRend
wurde zwei Mal mit PBS gewaschen, 1 mL Trypsin auf die Zellkulturflasche gegeben, durch
sofortiges Schwenken auf dem Flaschenboden verteilt und fir 5 min bei 37 °C und 5 % CO-
inkubiert. Das Abldsen der Zellen wurde erneut mikroskopisch beurteilt. Die Zellen wurden mit
7 mL PBS mit 10 % FKS von der Flasche abgespdult, in ein 15 mL Réhrchen Gberfuhrt und far
8 min auf einem Rollenschittler bei 4 °C geschittelt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
Uber ein 40 pym Sieb filtriert, in ein 15 mL Réhrchen Gberfiihrt, flr eine Minute an den Magneten
gestellt und danach der Uberstand abgesaugt. Die adMSC wurden mit den gebundenen Beads
in 7 mL PBS mit 1 % BSA aufgenommen und erneut fur 8 min bei 4 °C geschuttelt, fir eine
Minute an den Magneten gestellt, der Uberstand abgesaugt und mit den gebundenen CD34-
Beads in 12 mL Komplettmedium aufgenommen und auf eine 75 cm? Zellkulturflasche ausge-
sat. 24 h nach Aussaat erfolgte jeweils ein Medienwechsel. Zu diesem Zeitpunkt befanden

sich die Zellen in Passage 1.

3.2.2 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Beide Zelltypen wurden nach den gleichen Arbeitsschritten kryokonserviert. Die Kryokonser-
vierung erfolgte stets bei 80 - 90 % Konfluenz, die mikroskopisch beurteilt wurde. Folgende

Arbeitsschritte beziehen sich auf das Vorgehen bei einer 75 cm? Zellkulturflasche.
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Auf ein zweimaliges Waschen mit PBS folgte das Ablésen der Zellen mit 1 mL Trypsin fur
5 min bei 37°C und 5 % CO,, anschliel’end das Aufnehmen in Komplettmedium und der Zent-
rifugation fir 5 min bei RT und 400 x g. Fir eine 75 cm? Zellkulturflasche wurde 3 mL Kom-
plettmedium bei drei Kryovials benétigt. Folglich wurde 1 mL der Zellsuspension in ein Kryovial
uberfuhrt, je 350 pL (£ 23 %) FKS und 150 pL (£ 10 %) DMSO hinzugegeben und tber Kopf
geschwenkt. Die Kryovials wurden im Auftaubehalter unmittelbar bei - 80 °C Uber Nacht gela-
gert und anschlieRend in den flissigen Stickstoff Uberflhrt. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich
die Zellen in Passage 2. Fir das Auftauen der Zellen wurden die gewlinschten Kryovials aus
dem Stickstofftank in den Auftaubehalter tberfihrt. Zu Beginn wurden die Kryovials flir 60 s
im Wasserband geschwenkt und anschliefend in 10 mL vorgewarmten Komplettmedium stu-
fenweise aufgetaut. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fur 5 min bei RT und 400 x g, das Ab-
saugen des Uberstandes und das Resuspendieren des entstandenen Zellpellets in 10 mL
Komplettmedium. Anschliefliend wurde erneut fir 5 min bei RT und 400 x g zentrifugiert, da-
nach der Uberstand abgesaugt, die Zellen in 12 mL Komplettmedium aufgenommen und auf
eine 75 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Am nachfolgenden Tag fand stets ein Medienwechsel
statt.

3.3 Zellkultivierung

Bei einer Konfluenz von 80 — 90 %, dessen Beurteilung mikroskopisch erfolgte, wurden die
Zellen fur die Versuche ausgesat. Die Arbeitsschritte, sowohl fir die adMSC als auch die
HDMEC unterscheiden sich nicht im Wesentlichen, bei Unterschieden wird jedoch im Einzel-
nen nochmal darauf verwiesen. Die folgenden Arbeitsschritte beziehen sich auf eine 75 cm?
Zellkulturflasche. Das Medium wurde abgesaugt und zwei Mal mit PBS gewaschen. Anschlie-
Rend wurde 1 mL Trypsin auf dem Zellrasen verteilt und sofort geschwenkt. Bei den adMSC
wurde der gesamte Milliliter Trypsin auf dem Zellrasen belassen und die Zellen wurden fir
5 min bei 37 °C und 5 % CO inkubiert. Bei den HDMEC wurde das Trypsin sofort abgesaugt
und die Zellen fir 2 — 3 min bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. Durch optische Kontrolle unter
dem Mikroskop wurde das Abldsen der Zellen beurteilt. Sofern sich die Zellen regelrecht ab-
geldst hatten, wurde mit entsprechendem Komplettmedium der Zellrasen abgespdlt und in ein
Falcon Uberfiihrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 400 x g. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 5 mL Komplettmedium resuspendiert. Eine Probe von
200 pL wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tberflhrt, um die Zellzahl mit dem Nucle-
ocounter® NC-3000™ im ,Viability and Cell Count Assay* zu bestimmen. Das Falcon mit dem

resuspendierten Zellpellet und die Probe fir den Nucleocounter® NC-3000™ wurden bis zur
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Weiterverwendung auf Eis gelagert. Beim Viability and Cell Count Assay erfolgt eine fluores-
zenzmikroskopische Quantifizierung der Zellen mittels Acridin Orange, welches die lebenden
Zellen anfarbt, und DAPI, dass die toten Zellen anfarbt (87).

Nach Bestimmung der Zellzahl mittels Nucleocounter® NC-3000™ wurden die adMSC mit ei-
ner Zelldichte von 20 000 Zellen/cm? und die Endothelzellen mit 32 000 Zellen/cm? in Passage

4 (P4) ausgesat.

3.4  Stimulation mit T-WF sowie TGF-31

Am 4. Tag nach der Aussaat (definiert als Tag 0 = Beginn der Stimulation) wurden die Zellen
mit jeweils unterschiedlichen Konzentrationen an T-WF und TGF-31 stimuliert, auf die im Fol-
genden eingegangen wird.

Zu Beginn einer jeden Stimulation wurden die Zellen mit dem entsprechenden Basalmedium
ohne Zusatze, d.h. fur die adMSC mit DMEM und fir die Endothelzellen MV2 Medium, zwei
Mal gespdilt. Fur die Stimulation selbst wurden zun&chst alle Uberstande entfernt und die Zell-
kulturen mit den entsprechenden Stimulationskombinationen aus T-WF ohne TGF-31 bzw. mit
TGF-B1 Zugabe (Tabelle 3) versetzt. Wichtig zu erwahnen ist hierbei, dass das bis zur Stimu-

lation verwendete FKS durch 10% Humanserum (HS) ersetzt wurde.

Tabelle 3: Stimulationskombinationen T-WF ohne bzw. mit TGF-B1-Zugabe. Das entsprechende Ba-
salmedium (DMEM bzw. MV Endothelial Cell Medium) enthalt stets 10% HS und 1% P/S.

T-WF

us 0,05 0,1 1 5

TGF-B1 [ng/mL] - - - - -

1,5und10 | 1,5und 10 | 1,5und 10 | 1,5und 10 | 1,5und 10

Bei den T-WF handelt es sich um ein y-bestrahltes Lyophilisat (DOT GmbH medical implant
solution, Rostock, Deutschland). Das Aufarbeitungsprotokoll der Lyophilisate wurde 2017 von
Kieb et al. veroffentlicht (88) und wird nachfolgend kurz dargestellt.

Von 12 unterschiedlichen Patienten wurden durch Apherese Thrombozytenkonzentrate ge-
wonnen. Jedes gewonnene Thromboyztenkonzentrat enthielt minimal 2 x 10" Thrombozyten
und weniger als 1 x 10° Leukozyten. Es folgten Waschschritte, bis der Anteil an Plasmaprotein
bei ca. 30 mg/mL lag. Alle 12 Thrombozytenkonzentrate wurden gepoolt, in 1 mL Portionen
abgeflllt und gefriergetrocknet. Um Pathogene abzutdten, erfolgte eine y-Bestrahlung mit

30 Gy. Als Ergebnis wurden 1000 identische Proben produziert, von denen jede 30 mg an
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PRP- Pulver enthielt. In den PRP Praparationen wurden unter anderem folgende Wachstums-
faktoren mit unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen: anteilsmalig am meisten
TGF-B1 und PDGF, gefolgt von VEGF und FGF (88). Fiir unsere Untersuchungen wurde das
Lyophilisat in 1 mL des entsprechenden Mediums geldst und mittels des Vortex- Schittlers
resuspendiert, im Anschluss Uber einen 0,2 um Membranfilter in ein Eppendorf-Reaktionsge-
fan filtriert und entsprechend der Tabelle 3 mit allen Stimulationskombinationen angesetzt.

Alle Analysen erfolgten 48 h nach Stimulationsbeginn. Vor jeder Analyse wurden zunachst die
Uberstande abgenommen, 5 min bei 400 x g zentrifugiert und bei - 20 °C bis zur Analyse der

Zytokine und Chemokine gelagert.

3.5 Quantifizierung der Zellkernanzahl mittels Hoechst-Farbung

Fir die Quantifizierung der Anzahl der Zellkerne wurde die Hoechst-Farbung verwendet. Dabei
handelt es sich um das Agens bisBenzimide H 33342 trihydrochloride, das an die Adenin-
Thymidin-reiche Region doppelstrangige DNA (dsDNA) und damit an Zellkerne bindet (89).
Alle Versuchsschritte erfolgten im Dunkeln und nach Messung der MTS Konversion (3.6). Die
Hoechst-Farbelésung wurde zunachst in einem Verhaltnis von 1:2000 mit dem entsprechen-
dem Basalmedium verdlnnt. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt mit PBS und eine Fixie-
rung der Zellen mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 10 min bei 37 °C und 5 % CO,. Im An-
schluss wurde 100 pL der verdinnten Hoechst-Farbeldsung auf die Zellen gegeben, gefolgt
von einer Inkubation von 6 min bei 37 °C und 5 % CO2. Nach der Inkubationszeit wurde die
Farbeldsung abgenommen und die Zellen mit 100 uL PBS Uberschichtet. Die fluoreszenzmik-
roskopische Messung sowie Quantifizierung der Zellkerne fand am WiScan® Hermes mit dem
Protokoll ,Cell Count” statt.

3.6  Quantifizierung der metabolischen Aktivitat mittels MTS-Test

Der MTS-Test erlaubt den Rickschluss auf die metabolische Aktivitat eines bestimmten Zell-
typs durch die Konversion eines farblosen Tetrazoliumsalzes in ein farbiges Formazansalz.
Die Quantifizierung der Konversionsrate erfolgte bei 490 nm in einem Absorptionsreader (90).
Die MTS-L6sung wurde in einem Verhaltnis von 1:6 mit dem entsprechenden Basalmedium
verdunnt. Bei den folgenden Beschreibungen wird von einer 96-well-Platte ausgegangen. Alle
Schritte erfolgten im Dunkeln. Pro Well wurden 95 pL des Mediums abgenommen und der
Uberstand wie in 3.2.2 beschrieben bis zur Analyse bei - 20 °C gelagert. Dann wurden 120 pL
der verdiinnten MTS-Lésung auf die Zellen gegeben, wobei ein Blank als Triplett mitgefiihrt
wurde. Die Zellkulturplatte wurde fiir 2 h bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Nach
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Ablauf der Inkubationszeit wurden 100 L des Uberstandes in eine ELISA-Reader-Platte tiber-

fuhrt und bei 490 nm im Anthos Plattenreader gemessen.

3.7  Visualisierung und Quantifzierung des Lebend-Tot-Anteils

Zur Visualisierung des Phanotyps der Zelltypen sowie deren Quantifizierung wurde die Vital-
farbung durchgefuhrt. Die Farbeldsung setzt sich dabei aus dem Basalmedium, Hoechst
33342, Calcein AM (91) und Propidiumiodid (92) zusammen. Hoechst 33342 (Verdinnung;
1:2000) farbt die Zellkerne, Calcein AM (Verdiinnung; 1:3000) farbt lebende Zellen und Propi-
diumiodid (Verdiinnung; 1:50) farbt tote Zellen an. Jeder Arbeitsschritt erfolgte im Dunkeln. Die
Farbelésung wurde mit 100 pL pro Well auf die Zellen gegeben. Je nach Zelltyp wurden die
Zellen fir 15 min (adMSC) oder 6 min (HDMEC) bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inku-
biert. Die Farbelésung wurde im Anschluss abgenommen und fiir die Analyse das entspre-
chende Basalmedium hinzugefgt.

Die Visualisierung und Quantifizierung der Zellen erfolgte mit dem WiScan® Hermes und dem

Protokoll ,Intranuclear Foci®.

3.8  Zellzyklusanalysen mittels Two-Step-Cell-Cycle Assay

Zur Analyse des Zellzyklusses nach Stimulation wurde der Nucleocounter® NC-3000™ ver-
wendet. Mittels des Two-Step-Cell Cycle Analysis Assays sind Rickschlusse auf die Zellzyk-
lusphasen der verwendeten Zellen méglich. Dieser Assay erlaubt eine Unterscheidung sowohl
der Go/G+-, S- als auch G2- Phase. Ferner wird bei diesem Assay eine sub-Gi-Phase darge-
stellt, die die apoptotischen Zellen reprasentiert (93). Zur Vorbereitung der Analysen wurden
beide Zelltypen auf einer 6-Well-Platte ausgesat, flr 48 h kultiviert und stimuliert. Dabei wur-
den die adMSC mit einer Zelldichte von 20 000 Zellen/cm? und die HDMEC mit 32 000 Zel-
len/cm? ausgesat. Hierbei wurden die Stimulationskombinationen auf lediglich 1 und 10 ng/mL
(Tabelle 4) reduziert.
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Tabelle 4: Stimulationskombinationen T-WF ohne bzw. mit TGF-B1 Zugabe. Das entsprechende Ba-
salmedium (DMEM bzw. MV Endothelial Cell Medium) enthielt stets 10 % HS und 1 % P/S.

T-WF
us 0,1 5
TGF-$1 [ng/mL] - - -
1und 10 1und 10 1und 10

Zunachst wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und danach mit Trypsin von der
Zellkulturplatte abgeldst. Die Inkubationszeit betrug bei den adMSC 5 min und bei den HDMEC
3 min bei 37 °C, 5 % CO,. Das Abldsen der Zellen wurde erneut mikroskopisch beurteilt. An-
schliefend wurden die Zellen in dem entsprechenden Komplettmedium mit Humanserum auf-
genommen, in ein Falcon Uberfiihrt und bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlielend verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde mit 1 mL PBS resuspendiert
und bis zu den nachfolgenden Arbeitsschritten auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde mit dem
Nucleocounter® NC-3000 ™im ,Viability and Cell Count Assay“ die Zellzahl der einzelnen Zell-
kulturen bestimmt. Von der vorbereiteten Zellsuspension wurden 250 L in ein separates Ep-
pendorf-Reaktionsgefal} Uberfihrt und fir 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Im Vorfeld wurde ein
weiteres Falcon mit einer Kombination aus Solution 10 (Lyse Puffer) und Solution 12 (Stock:
500 pg/mL DAPI) mit einer Endkonzentration von 10 ug DAPI/mL vorbereitet. Alle Arbeits-
schritte fanden im Dunkeln statt. Nach der Zentrifugation wurde das PBS verworfen und die
Zellpellets mit der vorbereiteten DAPI-Lésung Uberschichtet und in einem Heizblock fir 5 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde gut resuspendiert und zu jedem Eppendorf-Reakti-
onsgefal 250 pL von Solution 11 (Stabilisierungspuffer) hinzugegeben. Die Messung erfolgte
am Nucleocounter® NC-3000™ mittels des NC-Slides A8 und dem Protokoll , Two-step-cell-

cycle Assay“.

3.9 Analyse des Zelltodes mittels Mitochondrial Potential Assay bzw. Annexin-v-

Assay

3.9.1 Mitochondrial Potential Assay

Mittels des Mitochondrial Potential Assays lasst sich differenzieren, ob die zu untersuchenden
Zellen viabel oder apoptotisch sind. Dieser Assay macht sich die Tatsache zu Nutze, dass ein

Verlust des mitochondrialen, transmembrandsen Potentials mit einer Apoptose und Nekrose
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einhergeht. Der verwendete Metabolit 5,5,6,6-tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazol-car-
bocyanine iodid (JC-1) befindet sich bei gesunden Zellen in der intakten mitochondrialen
Membran und fluoresziert rot. Kommt es zu einer Apoptose, geht das transmembrandse, mi-
tochondriale Potential zugrunde und das JC-1 tritt durch die geschadigte mitochondriale
Membran ins Zytosol und fluoresziert grin. Eine Differenzierung zwischen einer Apoptose oder
einer Nekrose ist bei diesem Assay nicht méglich (94). Zur Vorbereitung der Analysen wurde
zunachst wie in 3.8 bis zum Abldsen der Zellen und der Lagerung auf Eis vorgegangen. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte ebenfalls entsprechend mit dem Viability and Cell Count Assay.
Fur diesen Assay wurde die Zellzahlen aller Zellkulturen auf die niedrigste Zellzahl normiert,
um einen direkten Vergleich zu ermdglichen. Dementsprechend wurde die jeweilige Menge
von der bendtigten Zellsuspension in ein separates Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert und
auf ein Volumen von 250 yL mit PBS aufgefillt. Im ersten Arbeitsschritt wurden bei diesem
Assay 3,2 uL Solution 7 (200 pg/mL JC-1) zu jedem Zellkulturansatz hinzugefiigt und flr
10 min bei 37 °C in einem Heizblock inkubiert. Die gefarbten Zellen wurden fur 5 min bei RT
und 400 x g zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abgesaugt. Danach wurde mit je-
weils 1 mL PBS resuspendiert, erneut fiir 5 min bei RT und 400 x g zentrifugiert und anschlie-
Rend der Uberstand abgesaugt. Es folgte ein erneuter Waschschritt wie zuvor beschrieben.
AnschlieRend wurde das Zellpellet mit 62,5 yL von Solution 8 (1 ug/ mL DAPI in PBS) resus-
pendiert und mit dem Nucleocounter® NC-3000™, dem dazugehdrigen NC-Slide A2 und dem

Protokoll ,Mitochondrial Potential“ gemessen.

3.9.2 Annexin-V-Assay

Mittels des Annexin V Assays lasst sich eine friihe Apoptose, die durch die Umlagerung von
Phosphatdiylserin gekennzeichnet ist, nachweisen (70, 91). Das in diesem Assay verwendete
Annexin V bindet Phosphatidylserin und kann, an einen Fluoreszenz-Marker gekoppelt, detek-
tiert werden. Annexin V bindet, neben Zellen der friihen Apoptose, auch an Zellen der spaten
Apoptose sowie an nekrotische Zellen. Durch die Verwendung von Propidiumiodid kann hier
jedoch eine Differenzierung stattfinden. Bei Zellen der friihen Apoptose ist die Plasmamemb-
ran noch intakt, so dass Propidiumiodid diese Zellen anfarben kann, da es in der Zelle selbst
verbleibt. Gleichzeitig wird in diesem Assay Hoechst 33342 verwendet, was die gesamte Zell-
population anfarbt und damit Gberhaupt messbar macht (95). Alle durchgeflihrten Arbeits-
schritte erfolgten im Dunkeln. Zur Vorbereitung der Analysen wurde zunachst wie in 3.2.2 bis
zum Abldsen der Zellen und der Lagerung auf Eis vorgegangen. Die Zellzahlbestimmung er-
folgte ebenfalls mit dem ,Viability and Cell Count Assay“ des Nucleocounter® NC-3000™. Die
letzten verbliebenen 250 pL der vorbereiteten Zellsuspension wurden in ein weiteres Eppen-

dorf-ReaktionsgefaR tberfiihrt und die Zellen fiir 5 min bei 400 x g zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde im Anschluss verworfen und in 300 uL PBS resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zent-
rifugationsschritt fir 5 min bei 400 x g, das anschlieRende Absaugen des Uberstandes und
das Resuspendieren des Zellpellets in 100 uL Annexin V binding buffer, der zuvor als einfache
Arbeitslosung angesetzt wurde. Anschlieffend wurden 2 pL Annexin V-CF488A conjugate und
2 pL Solution 15 (Hoechst 33342, 500 ug/mL) hinzugegeben, erneut resuspendiert und bei
37 °C fur 15 min im Heizblock inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation erfolgte flir 5 min bei
400 x g ein erneuter Zentrifugationsschritt, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
in 300 puL Annexin V binding buffer resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde zwei Mal durch-
gefiihrt. Nach der zweiten Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in
100 yL der vorher angesetzten Losung aus Annexin V binding buffer und Propidiumiodid
(Stock: 500 pg/mL, mit einer Endkonzentration von 10 pg/mL PI) resuspendiert. Die Messung
erfolgte ebenfalls mit dem Nucleocounter® NC-3000™, einem NC-Slide A2 und dem Protokoll

~2Annexin V Assay".

3.10 Quantifizierung der Zytokine und Chemokine

Fir die Analysen der Zytokine und Chemokine im Uberstand wurde ein Multiplex Assay ver-
wendet. Beim Multiplex Assay werden multiple Analyten zeitgleich automatisiert quantifiziert.
Das Funktionsprinzip des Assays ist ein Enzym-gekoppelter Immuno-Assay (enzyme-linked
immunosorbant assay, ELISA), im speziellen ein Sandwich-ELISA, dessen Basis eine Antigen-
Antikérper-Reaktion ist. Ein Antigen wird an eine feste Oberflache gebunden, die umliegende
Oberflache wird durch unwichtige Proteine blockiert (Abb.8) (96). Zwischen jedem Schritt wird
gesplilt. Dann wird die Probe hinzugegeben, die Antikérper enthalt, die an das Antigen auf der
Oberflache binden (Detektions-Antikorper). Um diese Bindung nun sichtbar machen zu kén-
nen, wird im folgenden Waschschritt ein chromogenes Substrat zugegeben, das von dem En-
zym des Detektions-Antikdrpers in einen Farbstoff umgewandelt wird. Diese Farbreaktion lasst

sich dann mittels eines Photometers messen.
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Probe Detektions-AK,

Chromogenes
i enzymmarkiert Substrat
o m | \ \
Ag @ :
Ag Ag
Antikérper-
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Waschen Waschen Waschen Waschen

Abb. 8: Prinzip eines Sandwich-ELISA zum Antigennachweis nach Broker/Schitt (96)

In den vorliegenden Versuchen wurde das Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Pa-
nel, ein 29 Plex, verwendet und die Proben als Dupletts untersucht. Die, in 3.2.2 beschriebe-
nen, bei - 20 °C gelagerten Uberstande wurden zunachst auf Eis aufgetaut. Alle weiteren Re-
agenzien wurden wie folgt bei RT vorbereitet. Control 1 und 2 wurden in 250 yL diH20 gel6st,
mehrfach Uber Kopf geschwenkt, mittels eines Vortex-Schittlers resuspendiert und fur 5 min
auf Eis inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden sie in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tber-
fuhrt. Der Standard wurde in 250 pL diH2O (Endkonzentration 10 000 pg/mL) gel6st, ebenfalls
mehrfach Gber Kopf geschwenkt, flir 10 s mit einem Vortex-Schittler resuspendiert und flr
5 min auf Eis inkubiert. Der geloste Standard wurde anschlief3end in ein Eppendorf-Reaktions-
gefal Uberfuhrt. Es folgte die Herstellung einer Standard-Verdinnungsreihe mit dem Assay
Buffer, wobei 7 Konzentrationen (10 000 pg/mL, 2 000 pg/mL, 400 pg/mL, 80 pg/mL,
16 pg/mL, 3,2 pg/mL, 0 pg/mL) fir die Standardkurve verwendet wurden. Alle Reagenzien
wurden bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Aus dem 5 x Waschpuffer wurde mit diH2O eine
1 x verdiinnte Lésung angesetzt. Zu Beginn der Analyse wurde zunachst zu jedem Well 200 yL
Waschpuffer hinzugeflgt und die Zellkulturplatte auf dem Platten-Schuttler fiir 10 min bei RT
geschittelt. Nach der Inkubationszeit wurde der Waschpuffer entfernt und die 96-Well Platte
auf Tuchern ausgeschlagen. Nun wurden 25 yL MV2 Komplettmedium zu den Standards,
Control 1 und 2 entsprechend der Plattenbelegung gegeben, gefolgt von jeweils 25 uL der
Standardverdinnungsreihe sowie je 25 pyL Control 1 und 2. Zu den Probenwells wurde jeweils
25 pL Assay Buffer hinzugegeben, gefolgt von je 25 pL/Well der entsprechenden Proben.

Die premixed Beads wurden zunachst fiir eine Minute mit dem Vortex-Schuttler resuspendiert

und anschlieend 25 uL/ Well auf die gesamte Zellkulturplatte verteilt. AbschlieRend wurde
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die Zellkulturplatte lichtdicht verschlossen und Uber Nacht bei 4 °C schittelnd gelagert. Am
nachsten Tag wurde die Platte fir eine Minute auf den Magneten gestellt, dann der Uberstand
ausgeschlagen, die Platte vom Magneten genommen und mit 200 uL Waschpuffer pro Well
gewaschen. Nach 30 s Inkubationszeit des Waschpuffers wurde die Platte erneut fur eine Mi-
nute auf den Magneten gestellt, der Uberstand ausgeschlagen und der Waschschritt wieder-
holt. Im Anschluss wurde 25 pL der Detektionsantikdrper/Well hinzugegeben und fiir eine
Stunde bei RT auf dem Plattenschittler inkubiert. Es folgte die Zugabe von 25 L Streptavidin-
Phycoerythrin (SAPE) pro Well mit einer Inkubationszeit von 30 min, schuttelnd bei RT. Darauf
folgten zwei Waschschritte mit dem Waschpuffer wie bereits oben beschrieben. Als letzter
Schritt wurde 150 yL Sheath Fluid hinzugefigt, fir 5 min bei RT schittelnd inkubiert und die

Zellkulturplatte im Bio-Plex mit dem Bioplex Manager Version 6 gemessen.

3.11 Statistik

Alle Analysen wurden mit mindestens drei unabhangigen Zellkulturen mit je drei technischen
Replikaten realisiert und mit ihnren Kontrollen verglichen. Die Darstellung der Diagramme und
die statistische Analyse wurden mit GraphPad Prism Version 8.00 Windows (GraphPad Soft-
ware, San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Daten sind als Boxplots dargestellt, wobei Boxplots
ohne Whisker die Minimal- und Maximalwerte anzeigen und die horizontalen Linien innerhalb
der Boxen die Mediane darstellen. Boxplots mit Whiskern reprasentieren die Interquartilsbe-
reiche, die horizontalen Linien innerhalb der Boxen die Mediane und die Whisker die Minimal-
und Maximalwerte. Da die erhaltenen Datensatze sowohl normalverteilt als auch nicht normal-
verteilt waren (Shapiro-Wilk-Test), wurde die statistische Signifikanz innerhalb der Daten mit
der Zwei-Wege-Varianzanalyse (ANOVA) berechnet, gefolgt von einem Dunnett-Post-Hoc-
Test fur Mehrfachvergleiche. Der p-Wert wurde auf < 0,05, < 0,01 oder < 0,001 gesetzt.
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Iv. Ergebnisse

4.1 Einfluss der Wachstumsfaktorexposition auf die Morphologie der Zellen

41.1 Morphologie der adMSC

Die Untersuchung der adMSC mittels Phasenkontrastmikroskopie zeigte im unbehandelten
Zustand (Kontrolle) eine schlanke, spindelférmige Morphologie mit gut definierbaren Zellgren-
zen. Teilweise organisierten sich die Zellen in dreidimensionalen Clustern, in denen sich die
Zellen kreisférmig orientierten (Abb. 9 A, B). Die Zugabe von 1 ng/mL bzw. 10 ng/mL flihrte
nicht zu Veranderungen der Zellmorphologie (Abb. 9 C, D, E, F). Bei keiner Stimulationskom-
bination waren abgekugelte, apoptotische Zellen erkennbar. Zusammenfassend lasst sich also
sagen, dass weder die Zugabe von T-WF noch die Zugabe von TGF-B1 zu Morphologiever-
anderungen der adMSC flihrten.

5 % T-WF

0 ng/mL TGF-1

1 ng/mL TGF-B1

10 ng/mL TGF-B1

Abb. 9: Phasenkontrastmikroskopie von adMSC nach 48- stiindiger Behandlung mit unterschiedlichen
Konzentrationen der T-WF bzw. von TGF-31 (n = 3, MaRstabsbalken: 100 um)
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4.1.2 Morphologie der HDMEC

Die Untersuchung der HDMEC mittels Phasenkontrastmikroskopie zeigte im unbehandelten
Zustand (Kontrolle) einen dichten Zellrasen an polygonalen Zellen mit einem zentralen Nuk-
leus (Abb. 10 A). Die Zellgrenzen waren nicht eindeutig erkennbar, jedoch stellten sich die
HDMEC als homogene Population dar. Diese Morphologie veranderte sich weder durch Zu-
gabe von 5 % an T-WF (Abb. 10 B) noch durch Zugabe von 1 ng/mL bzw. 10 ng/mL TGF-31
(Abb. 10 C, D, E, F). Keinerlei apoptotische Zellen konnten dargestellt werden. Zusammen-
fassend lasst sich also sagen, dass hinsichtlich der Morphologie sowohl die Zugabe an T-WF

als auch die Zugabe von TGF-31 keinen mikroskopisch sichtbaren Effekt erzielte.
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Abb. 10: Phasenkontrastmikroskopie von HDMEC nach 48- stiindiger Behandlung mit unterschiedli-
chen Konzentrationen der T-WF bzw. von TGF-$1 (n = 3, MaRstabsbalken: 100 um)
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4.2 Morphologie der adMSC Mittels Lebend/Tot-Farbung nach Wachstumsfaktorex-
position

4.21 Lebend/Tot-Farbung der adMSC

Die Morphologie und Viabilitat der Zellen wurde durch eine Lebend/Tot-Farbung dargestellt.

Die adMSC zeigten sich ohne Zugabe an T-WF und TGF-1 lang, schlank und spindelférmig
mit definierten Zellgrenzen (Abb. 11 A). 48 Stunden nach Start des Versuches war der Zellra-
sen noch subkonfluent. Durch die Zugabe von 5 % T-WF erreichte der Zellrasen Konfluenz,
jedoch blieb die Zellmorphologie unverandert (Abb. 11 B). Tote Zellen konnten zu diesem Zeit-

punkt nicht festgestellt werden.

5 % T-WF

0 ng/mL TGF-31

1 ng/mL TGF-B1

10 ng/mL TGF-B1

Abb. 11: Lebend/Tot-Farbung der adMSC nach 48 -stiindiger Behandlung im unstimulierten Zustand
(US) bzw. mit 5 % T-WF und zwei unterschiedlichen Konzentrationen von TGF-1 (n = 3; Fluoreszenz-

mikroskopie, griin: lebende Zellen, blau: Zellkerne, rot: tote Zellen; Maflstabsbalken: 50 um)

Die Zugabe von 1 ng/mL bzw. 10 ng/mL TGF-31 (Abb. 11 C, D, E, F) flhrte nicht zu Verande-

rungen der Zellmorphologie der adMSC. Unterschiede zeigten sich jedoch dadurch, dass die
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adMSC durch Zugabe von TGF-31 ein vermehrt dreidimensionales Wachstum aufwiesen. Die-
ses mehrschichtige Wachstum lie® sich im phasenkontrastmikroskopischen Bild nicht erken-
nen. Generell scheint die Zugabe von T-WF einen geringen Einfluss auf die Morphologie der
adMSC zu haben.

4.2.2 Lebend/Tot-Farbung der HDMEC

Die Morphologie und Viabilitat der Zellen wurde auch bei den HDMEC durch eine Lebend/Tot-
Farbung dargestellt. Die HDMEC zeigten sich im unstimulierten Zustand als dichter Zellrasen
mit polygonalen Zellen und definierten Nuklei (Abb.12 A). Die Zellen wuchsen als dichter Mo-
nolayer und wiesen teilweise Nester von Zellen auf, die sich zirkular anordneten. Auch in den
phasenkontrastmikroskopischen Darstellungen wird dies bei genauerem Hinsehen deutlich,

jedoch nicht so prominent wie in der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung.

5 % T-WF

0 ng/mL TGF-B1

1 ng/mL TGF-B1

10 ng/mL TGF-B1

Abb. 12: Lebend/Tot-Farbung der HDMEC nach 48 -stiindiger Behandlung im unstimulierten Zustand
(US) bzw. mit 5 % T-WF und zwei unterschiedlichen Konzentrationen von TGF-B1 (n = 3; Fluoreszenz-

mikroskopie, grin: lebende Zellen, blau: Zellkerne, rot: tote Zellen; MaRstabsbalken: 50 um)
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Mit Zugabe von 5 % an T-WF (Abb. 12 B) und Zugabe von 1 ng/mL bzw. 10 ng/mL TGF-31
(Abb. 12 C, D, E, F) zeigte sich in der Morphologie der HDMEC keine Veranderung. Auch die
Konfluenz des Zellrasens erschien unverandert. Eine substanzielle Menge toter Zellen konnte
bei keiner Stimulationskombination ausgemacht werden. Zusammenfassend lasst sich also
sagen, dass die Morphologie der HDMEC weder durch Zugabe von T-WF noch durch Zugabe

von TGF-31 verandert wurde.

4.3  Testung der Viabilitdt mittels Lebend/Tot-Farbung

Die Quantifizierung des Lebend- bzw. Tot-Anteils wurde anhand der Bilder der Vitalfarbung
Software-gestutzt durchgefuhrt. Dazu wurden die Bilder der Vitalfarbung analysiert, indem ein-
zelne Zellbestandteile mit dem Fluoreszenzmikroskop detektiert und diese durch die Software
gezahlt wurden. Anschliellend wurde der Quotient aus den lebenden und toten Zellen berech-
net und im Folgenden betrachtet (Abb. 13).
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Abb. 13: Darstellung des Lebend/Tot- Anteils nach 48-stindiger Stimulation mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen der T-WF bzw. von TGF-B1 (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e Boxplots; mit Me-
dian, Interquartil-, Minimum und Maximumwerten) (n = 3; Two-way ANOVA (Dunnett’'s multiple compa-

rison), p < 0,05 ermittelt)
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Bei den adMSC kam es bei Zugabe von 5 ng/mL (Abb. 13 E) und 10 ng/mL TGF-31 (Abb.13
G) zu einem dezenten konzentrationsabhangigen Anstieg der Lebend/Tot-Ratio, der mit einer
erhohten Varianz, im Vergleich zu 0 und 1 ng/mL TGF-1, einherging (Abb. 13 A, C). Eine
konzentrationsabhdngige Reduktion der Lebend/Tot-Ratio konnte als Tendenz bei den
HDMEC ausgemacht werden (Abb. 13 B, D, F). Mit Zugabe von 10 ng/mL TGF-B1 schien
dieser Trend dezent abgeschwacht und die Varianz der Werte erhéhte sich. Auffallend war
zudem der Wert bei 5 % an T-WF, der mit Zugabe von TGF-B1 weiter abfiel. Zur Verdeutli-
chung dieses komplexen Sachverhaltes wurde der Median der HDMEC bei 5 % T-WF in einer
Tabelle (Tabelle 5) zusammengefasst

Tabelle 5: Mediane der Lebend/Tot-Ratio bei den HDMEC mit Zugabe von 5 % an T-WF in Abhangigkeit

von der unterschiedlichen TGF-1- Konzentration (n = 3, Deskriptive Statistik)

TGF-B1 Median HDMEC mit 5 % T-

[ng/mL] WF
0 ng/mL 21
1 ng/mL 20
5 ng/mL 13
10 ng/mL 18

Zusammenfassend lasst sich bei den adMSC mit steigender Konzentration an TGF-$1 ein
dezenter konzentrationsabhangiger Anstieg der Lebend/Tot-Ratio erkennen. Bei den HDMEC
stellte sich eine konzentrationsabhangige Reduktion der Lebend/Tot-Ratio dar, die von der
Zugabe an TGF-B1 minimal beeinflusst wurde. Es kam jedoch weder bei den adMSC noch bei

den HDMEC zu signifikanten Veranderungen.

4.4 Nachweis der Metabolischen Aktivitat nach Wachstumsfaktorexposition

Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde mittels des MTS- Konversionsassays untersucht.
In der Analyse konnten bei der metabolischen Aktivitdt der adMSC nach Wachstumsfaktorex-

position signifikante Veranderungen beobachtet werden.
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Abb. 14: Nachweis der metabolischen Aktivitdt nach 48-stlindiger Stimulation mit unterschiedlichen
Konzentrationen der T-WF bzw. von TGF-$1 (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e Boxplots; mit
Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3; Two-way ANOVA (Dunnett’'s multiple com-
parison), p < 0,05; OD: Optische Dichte)
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Es stellte sich ein konzentrationsabhangiger, signifikanter Anstieg der metabolischen Aktivitat
bei Zugabe von 1 % und 5 % T-WF dar (Abb.14 A, C, E, G). Dieser zeigte sich unabhangig
von der Konzentration an zugegebenem TGF-31. Auffallend war ferner die geringe Varianz
der Werte. Zur Verdeutlichung des Sachverhalts sind die Signifikanzen und Werte der meta-
bolischen Aktivitat in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Metabolische Aktivitat der adMSC bei unterschiedlichen Konzentrationen sowohl an T-WF
als auch TGF-B1 (OD der Mediane und dazugehdrige Signifikanzniveaus) (n = 3, Two-way ANOVA

(Dunnett’s multiple comparison), p < 0,05)

TGF-81 [ng/mL] Metabolische Aktivitat
1% T-WF 5 % T-WF
0 ng/mL 0,57 (p = 0,0007) 0,68 (p = 0,0001)
1 ng/mL 0,53 (p = 0,0207) 0,68 (p = 0,0207)
5 ng/mL 0,55 (p = 0,0030) 0,61 (p = 0,0030)
10 ng/mL 0,54 (p = 0,0029) 0,68 (p = 0,0001)

Auch bei den HDMEC zeigten sich signifikante Veranderungen. Ohne TGF-B1 blieb die meta-
bolische Aktivitat unverandert (Abb. 14 B). Ab Zugabe von 1 ng/mL TGF-B1 stellte sich ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der metabolischen Aktivitat dar (OD: 0,41 ohne TGF-31 vs.
0,43 bei 1 ng/mL TGF-31) (Abb. 14 D), der mit der Zugabe von 5 ng/mL (OD: 0,45, p = 0,0009)
bzw. 10 ng/mL TGF-p1 (OD: 0,57, p < 0,0001) (Abb. 14 F, H) signifikant anstieg. Insgesamt
wurde eine grofRRere Varianz der Werte im Vergleich zu den Ergebnissen der adMSC beobach-
tet.

4.4.1 Normierung der Metabolischen Aktivitat auf die Zellzahl

Um sowohl die adMSC als auch die HDMEC vergleichen zu kdnnen und gleichzeitig die Zell-
zahl zu berlcksichtigen, haben wir die metabolische Aktivitat auf die Zellzahl normiert. Es
wurde der Quotient aus der metabolischen Aktivitdt und der Zellzahl gebildet. Die Analyse

zeigte sowohl bei den adMSC als auch bei den HDMEC signifikante Veranderungen.
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Abb. 15: MTS Umsatz bezogen auf die Zellzahl (Quotient) nach 48-stindiger Stimulation mit unter-
schiedlichen Konzentrationen der T-WF bzw. von TGF- (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e
Boxplots; mit Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3; Two-way ANOVA (Dunnett’s
multiple comparison), p < 0,05; OD: Optische Dichte)
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Bei den adMSC zeigte sich, unabhangig von der Zugabe an TGF-1, eine signifikante Reduk-
tion des Quotienten MTS-Umsatz/ Zellzahl bei Zugabe von 5 % T-WF (Abb. 15 A, C, E, G).
Bei Zugabe von 1 ng/mL TGF-B1 ergab sich auch mit 1 % T-WF eine Signifikanz (Abb. 15 C).
Die Tabelle 7 fasst die entscheidenden Quotienten und deren Signifikanzen bei den adMSC

und HDMEC zusammen.

Tabelle 7: Quotienten MTS-Umsatz/Zellzahl der adMSC und HDMEC bei unterschiedlichen Konzent-
rationen von T-WF und TGF-1 (Mediane und dazugehorige Signifikanzwerte) (n = 3; Two-way ANOVA

(Dunnett’s multiple comparison), p < 0,05)

TGF-B1 [ng/mL] Quotient MTS Umsatz/Zellzahl (x 107)

adMSC HDMEC
1% T-WF 5 % T-WF 5 % T-WF

0 ng/mL 4,32 3,95 (p = 0,0026) 1,94 (p = 0,0001)

1 ng/mL 4,39 (p = 0,0351) | 3,97 (p = 0,0001) 1,99 (p = 0,0050)

5 ng/mL 4,67 4,04 (p = 0,0001) 2,17 (p = 0,0036)

10 ng/mL 4,70 3,89 (p = 0,0001) 2,23 (p = 0,0001)

Auch bei den HDMEC liel} sich ein signifikanter Anstieg des Quotienten MTS Umsatz/Zellzahl,
bei Zugabe von 5 % an T-WF erkennen (Abb. 15 B, D, F, H). Der Quotient blieb aber weitest-
gehend unbeeindruckt von der Zugabe an TGF-f31.

4.5 Proliferation nach Wachstumsfaktorexposition

4.5.1 Entwicklung der Zellzahlen nach Wachstumsfaktorexposition

Die Quantifizierung der Zellzahlen von adMSC und HDMEC nach Stimulation mit T-WF bzw.
TGF-B1 erfolgte durch Farbung der Zellkerne und die anschlieRende mikroskopische Auswer-
tung (3.5).
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Abb. 16: Quantifizierung der Zellzahl nach 48-stiindiger Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrati-
onen von T-WF bzw. TGF-$1 (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weilRe Boxplots; mit Median-, Inter-

quartil- und Minimum/ Maximumwerten) (n = 3; Two-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison),
p < 0,05 ermittelt)

41



ERGEBNISSE

Bei der Analyse der adMSC konnten signifikante Veranderungen detektiert werden. Die ad-
MSC zeigten bei jeglicher Konzentration an TGF-31 eine signifikante, konzentrationsabhan-
gige Zunahme der Zellzahl (Abb. 16 A, C, E, G). Gleichzeitig auffallend war jedoch, dass die
Zellzahl ohne Zugabe von T-WF mit steigender TGF-31- Konzentration dezent geringer wurde
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Zellzahlen der adMSC bei unterschiedlichen Konzentrationen von T-WF und TGF-B1 (Medi-
ane und dazugehorige Signifikanzniveaus) (n = 3; Two-way ANOVA (Dunnett’s multiple comparison), p
<0,05)

TGF-B1 [ng/mL] Zellzahlen
Ohne T-WF 1% T-WF 5% T-WF
0 ng/mL 10.400 11.900 (p = 0,0002) | 17.500 (p = 0,0001)
1 ng/mL 10.600 12.200 (p = 0,0002) | 17.000 (p = 0,0001)
5 ng/mL 9.900 11.400 (p = 0,0198) | 16.400 (p = 0,0001)
10 ng/mL 9.900 11.400 (p = 0,0011) | 17.600 (p = 0,0001)

Bei den HDMEC konnten zwar keine signifikanten Veranderungen erkannt werden, jedoch
kam es zu einer Zellzahlreduktion der HDMEC mit steigender Konzentration an TGF-1 (Abb.
16 B, D, F, H) (Median von 28.300 Zellen ohne TGF-31 gegen Median von 24.800 Zellen/Ana-
lyse bei 10 ng/mL TGF-B1, Abb. 16 B vs. H). Die Zellzahl bei Zugabe von 5 % an T-WF und
steigender TGF-B1 Konzentration nahm zu (Median von 21.000 Zellen ohne TGF-B1 vs. Me-
dian von 23.100 Zellen bei 10 ng/mL TGF-1, Abb. 16 B gegen H). Wir konnten zeigen, dass
bei den HDMEC die Zugabe von 5 % T-WF die TGF-1 induzierte Zellzahlreduktion ausglich.

4.5.2 Zellzyklusanalysen nach Wachstumsfaktorexposition

Die Zellzyklusanalysen erfolgten nach Stimulation mit T-WF und sowohl mit als auch ohne
TGF-B1. Signifikante Veranderungen konnten weder bei den adMSC noch bei HDMEC detek-
tiert werden. Insgesamt befand sich der groRte Anteil der adMSC, unabhangig von der Zugabe
an T-WF, in der Go/G+-Phase (Abb. 17 A). Es folgte der Anteil der Zellen, die sich in der G2/M-
Phase befanden. Am geringsten vertreten stellten sich die S- und sub-G+- Phase dar. Mit stei-
gender Zugabe an T-WF sank der in der Go/G1-Phase befindliche Anteil der adMSC dezent
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ab, wahrend die in der G2/M-Phase und S-Phase befindlichen Zellen leicht anstiegen. Die Zu-

gabe von verschiedenen Konzentrationen von TGF-B1 hatte keinen Effekt auf den Zellzyklus

(Abb.22 im Anhang C, E).
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Abb. 17: Zellzyklusanalyse mittels Two-Step-Cell-Cycle Analysis Assay. Dargestellt ohne Zugabe von
TGF-B1 (adMSC: links, HDMEC: rechts; mit Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten)

(n = 3; Deskriptive Statistik)

Auch bei den HDMEC befand sich der groRte Teil der Zellen in der Go/G-Phase, unabhangig
von der Zugabe an T-WF. Insgesamt wirkte das Bild bei den HDMEC gleichmaRiger als bei

den adMSC. Anteilig folgten daraufhin die Zellen der G./M-Phase, wahrend die S- und sub-
G1-Phase erneut am geringsten abgebildet wurden. Dieser Sachverhalt anderte sich nicht

durch Zugabe von TGF-B1 (siehe Anhang Abb. 22 D, F).

4.6 Spezifische Untersuchungen zur Apoptose

4.6.1 Analyse viabler und apoptotischer Zellen

Mittels des Mitochondrial Potential Assays lasst sich differenzieren, ob die zu untersuchenden

Zellen viabel oder apoptotisch sind (94). Die Analyse zeigte weder bei den adMSC noch bei

den HDMEC signifikante Veranderungen.
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Abb. 18: Nachweis der lebenden und toten Zellen nach 48-stiindiger Stimulation mit unterschiedlichen
Konzentrationen von T-WF bzw. TGF-31 (adMSC: links, HDMEC: rechts; mit Median-, Interquartil- und

Minimum-/Maximumwerten) (n = 3; Deskriptive Statistik)

Deutlich stellte sich jedoch bei den adMSC bei jeglicher Konzentration an TGF-1 dar, dass
der grofdte Anteil an Zellen viabel war. Bei 0 ng/mL TGF-31 und keiner Zugabe an T-WF waren
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92,8 % der Zellen viabel (Abb.18 A), was auch durch die Zugabe von T-WF keinen deutlichen
Effekt hervorrief. Bei den toten Zellen konnten keine gro3en Veranderungen gesehen werden.
Mit steigender Konzentration an TGF-B1 und der Zugabe von 5 % an T-WF konnte ein dezen-
ter Abfall der viablen Zellen detektiert werden (Abb. 18 C, E). Zur Verdeutlichung sind in Ta-
belle 10 die Mediane der Viabilitat bei 5 % T-WF mit unterschiedlichen Konzentrationen von
TGF-B1 aufgeflihrt. Demnach flhrte die Zugabe von TGF-B1 zu einer dezenten Reduktion
viabler adMSC.

Tabelle 9: Mediane der viablen Zellen bei den adMSC mit Zugabe von 5% an T-WF in Abhangigkeit

von der unterschiedlichen TGF-B1- Konzentration (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-$1 [ng/mL] Median bei
5 % T-WF

0 ng/mL 93,5 %

1 ng/mL 87,7 %

10 ng/mL 89,1 %

Die Anzahl viabler HDMEC wies keine deutlichen Veranderungen auf, unabhangig von der
Zugabe von T-WF als auch TGF-31. In der unstimulierten Kontrolle gab 95,1% viable HDMEC
(Abb. 18 B). Bei Zugabe von 5 % T-WF fiel eine dezente Reduktion der toten HDMEC auf, die
mit zunehmender Konzentration an TGF-B1 umso deutlicher wurde (Abb. 18 B, D, F). Zur
Verdeutlichung sind die Mediane der toten Zellen bei 5 % T-WF in der Tabelle 10 in
Abhangigkeit von der Zugabe an TGF-31 auch bei den HDMEC dargestellt.

Tabelle 10: Mediane der toten Zellen bei den HDMEC mit Zugabe von 5% an T-WF in Abhangigkeit

von der unterschiedlichen TGF-B1- Konzentration (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-B1 [ng/mL] Median HDMEC bei
5 % T-WF

0 ng/mL 1,40 %

1 ng/mL 0,230 %

10 ng/mL 0,140 %
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4.6.2 Untersuchungen zum Zelltod durch Apoptose

Mittels des Annexin V Assays lassen sich die Zellen in der friihen und spaten Apoptosephase
analysieren und von nekrotischen Prozessen unterscheiden. Signifikante Veranderungen lie-
Ren sich weder bei den adMSC noch bei HDMEC feststellen.
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Abb. 19: Viable, nekrotische und apoptotische Zellen (frihe und spate Apoptose) nach 48-stindiger
Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen der T-WF mit Zugabe von TGF-B1 (adMSC: links,
HDMEC: rechts; mit Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten dargestellt) (n = 3; Deskrip-
tive Statistik)

Der groRte Anteil der Zellen gehért zu den viablen Zellen, sowohl bei den adMSC als auch bei
den HDMEC (Abb. 19 A, B). Anteilsmafig deutlich geringer folgen bei beiden Zelltypen die
nekrotischen Zellen. Die in der frihen und spaten Apoptose befindlichen Zellen sind kaum
vertreten. Weder die Zugabe von T-WF noch die Zugabe von TGF-1 (siehe Abb. 23 C, D, E,
F im Anhang) stellte einen grof3en Einfluss dar. Zur Verdeutlichung bildet Tabelle 11 diesen
Sachverhalt sowohl bei den adMSC als auch den HDMEC ab.

Tabelle 11: Viable und nekrotische Zellen sowohl bei adMSC als auch HDMEC bei der Untersuchung

des Zelltodes mittels des Annexin-V-Assays (n = 3; Deskriptive Statistik)
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Zugabe von T- Viable Zellen Nekrotische Zellen
WF
adMSC HDMEC adMSC HDMEC
us 94,8 % 99,0 % 4,9 % 0,6 %
0,1 % 95,9 % 98,4 % 3,9 % 1,1 %
5% 96,5 % 98,1 % 2,8 % 1,0 %

4.7 Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen

Die Quantifizierung der Zytokine und Chemokine erfolgte mittels eines Multiplex-Assays
(3.10). Es wurden insgesamt 29 Analyten untersucht und exemplarisch werden folgende dar-
gestellt: G-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-8, IL1-a und IL-1B3. Zusatzlich konnten noch weitere I6sliche
Faktoren identifiziert werden: EGF, IFN-a2, IL-10, IL12p70, IL-13, IL-15, IL-1a, IL-18, IL-2, IL-
6, IL-8, IP-10, MCP-1, VEGF, Eotaxin, INF-y, IL-3, IL-12p40, IL-17A, IL-RA, IL-4, IL-5, IL-7,
MIP-1a, MIP-1B, TNF-a, TNF-B. Nur bei den adMSC lieRen sich IFN-a2, IL-10, IL12p70, MCP-
1 und VEGF detektieren, wohingegen EGF, IL-15, IP-10 und IL-2 nur bei den HDMEC nach-
weisbar waren. Eine Tabelle im Anhang gibt einen Uberblick Uber die weiteren gefundenen

I6slichen Faktoren (Tabelle 19 im Anhang).

471 G-CSF und GM-CSF

In der Analyse der Menge an G-CSF im Uberstand der adMSC konnten zwar keine signifikan-
ten Veranderungen detektiert werden, jedoch liel3 sich ein konzentrationsabhangiger Anstieg
erkennen (Abb. 20 A, B).
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Abb. 20: Freisetzung von G-CSF und GM-CSF in dem Zellkulturiberstand nach 48-stiindiger Behand-
lung mit unterschiedlichen Konzentrationen von T-WF und TGF-31 (adMSC: graue Boxplots, HDMEC:

weille Boxplots) (n = 3; mit Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten)

Mit Zugabe von 10 ng/mL TGF-B1 veranderte sich zwar nicht die Tendenz, jedoch die absolute

Menge an G-CSF, sie stieg (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Mediane der G-CSF- Menge im Uberstand der adMSC nach Zugabe von T-WF und TGF-
B1 (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-B1 [ng/mL] Menge an G-CSF
Ohne T-WF Mit 5 % T-WF
0 ng/mL 42,5 pg/mL 70,4 pg/mL
10 ng/mL 62,0 pg/mL 99,1 pg/mL
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Bei der Betrachtung der Menge an G-CSF im Uberstand der HDMEC lieB sich ebenfalls keine
Signifikanz beobachten, jedoch eine erhdhte Varianz im Vergleich zu den adMSC (Abb. 20 A,

B). Ein Trend konnte nicht ausgemacht werden.

Hinsichtlich der Menge an GM-CSF im Uberstand der adMSC konnten weder Signifikanzen
noch tatsachliche Tendenzen erkannt werden (Abb. 20 C, D). Bei den HDMEC jedoch zeigte
sich eine dezente Reduktion der Menge an GM-CSF im Uberstand (Abb. 20 C, D), die in Ta-
belle 13 zusammengefasst wurde. Auch bei der Menge an GM-CSF fiel auf, dass die HDMEC

im Vergleich zu den adMSC eine héhere Varianz aufwiesen.

Tabelle 13: Mediane der GM-CSF Menge im Uberstand der HDMEC nach Zugabe von T-WF und TGF-
B1 (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-$1 [ng/mL] Menge an GM-CSF
Ohne T-WF Mit 5 % T-WF
0 ng/mL 16,9 pg/mL 18,4 pg/mL
10 ng/mL 12,3 pg/mL 11,3 pg/mL

4.7.2 IL-6 und IL-8

Die Analyse der Menge an IL-6 im Uberstand der adMSC stellte keine signifikanten
Veranderungen dar, gewisse Auffalligkeiten konnten jedoch beobachtet werden. Ohne Zugabe
von TGF-B1 zeigte sich ein Anstieg der Konzentration an IL-6 (Abb.21 A), der durch die Zugabe
von 10 ng/mL TGF-B1 scheinbar ausgeglichen wurde (Abb. 21 B). Zur Verdeutlichung werden
die Werte in Tabelle 14 dargestellt.
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Abb. 21: Freisetzung von IL-6 und IL-8 nach 48-stuindiger Stimulation mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen sowohl der T-WF als auch TGF-f1 (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e Boxplots; mit Me-

dian-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3, Deskriptive Statistik)

Tabelle 14: Mediane der Menge an IL-6 im Uberstand der adMSC in Abhangigkeit nach 48-stiindiger
Behandlung mit T -WF und TGF-B1 (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-$1 [ng/mL] Menge an IL-6
Ohne T-WF Mit 5 % T-WF
0 ng/mL 1071 pg/mL 2999 pg/mL
10 ng/mL 2288 pg/mL 3126 pg/mL

Bei den HDMEC wurden zwar ebenfalls keine signifikanten Veranderungen detektiert, die
Menge an IL-6 im Uberstand sank jedoch tendenziell, mit und ohne Zugabe von TGF-B1, ab
(Abb. 21 A, B), zur Verdeutlichung in Tabelle 15.

50



ERGEBNISSE

Tabelle 15: Mediane der Menge an IL-6 im Uberstand der HDMEC in Abhéngigkeit nach 48-stiindiger

Behandlung mit -WF und TGF-B1 (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-B1 [ng/mL] Menge an IL-6
Ohne T-WF Mit 5 % T-WF
0 ng/mL 39,6 pg/mL 27,7 pg/mL
10 ng/mL 43,0 pg/mL 28,2 pg/mL

Bei der Betrachtung der Menge an IL-8 im Uberstand der adMSC fiel ein konzentrationsab-
hangiger Anstieg auf (Abb. 21 C, D). Die Zugabe von TGF-B1 erhéhte die absolute Menge an
IL-8 im Uberstand der adMSC (Tabelle 16).

Tabelle 16: Mediane der Menge an IL-8 im Uberstand der adMSC in Abhangigkeit nach 48-stiindiger
Behandlung mit -WF und TGF-B1 (n = 3; Deskriptive Statistik)

TGF-B1 [ng/mL] Menge an IL-8

Ohne T-WF Mit 5 % T-WF
0 ng/mL 135,7 pg/mL 265,3 pg/mL
10 ng/mL 274,0 pg/mL 363,0 pg/mL

Die HDMEC zeigten ebenfalls keine signifikanten Veranderungen, jedoch ohne Zugabe von
TGF-B1 (Abb. 21 C) einen konzentrationsabhéngigen Abfall der Menge an IL-8 im Uberstand.
Mit Zugabe von 10 ng/mL TGF-B1 (Abb. 21 D) lieR sich kein Trend mehr erkennen.
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V. Diskussion

5.1 Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die Zellmorphologie

Um sich den Auswirkungen der T-WF alleine, aber auch zusammen mit dem TGF-B1 zu na-
hern, wurde zunachst die Morphologie sowohl der adMSC als auch der HDMEC betrachtet.
Die adMSC zeigten ein Fibroblasten-ahnliches Erscheinungsbild mit langen, schlanken, spin-
delférmigen Zellen. Dieses Erscheinungsbild entspricht den gangigen Beschreibungen (18,
97, 98). Bei den HDMEC konnte nach Kultivierung ein konfluenter Monolayer mit nah beiei-
nanderliegenden, polygonalen Zellen mit zentral gelegenem Nukleus beobachtet werden.
Auch dieses Erscheinungsbild entspricht den gangigen Darstellungen (18). Bei der Kultivie-
rung ordneten sich sowohl die adMSC als auch HDMEC zirkular an und zeigten sich in einem
dicht-gepackten Zellverband. Nach 48 Stunden Kultivierungszeit war das Wachstum der ad-
MSC teilweise dreidimensional. Die HDMEC hingegen wachsen auch bei langerer Kultivierung
einschichtig (Monolayer). Die Zugabe von T-WF alleine ergab bei beiden Zelltypen keine deut-
lichen Veranderungen in der Morphologie. Auch die Zugabe von T-WF zusammen mit TGF-
B1 fihrte bei beiden Zelltypen nicht zu einer Veranderung der Morphologie. Hinweise auf den
Zusammenhang von Morphologie und Differenzierung wurden bei den adMSC schon gefun-
den. Die nicht eintretenden morphologischen Veranderungen zu diesem frihen Zeitpunkt er-
geben keinen Hinweis fir eine eintretende Differenzierung (99). Bei den HDMEC wurde schon
beschrieben, dass sich ihre Morphologie durch zytotoxischen Einflisse verandert (100). Da
dies bei unseren Ergebnissen nicht auftrat, kdnnen wir einen zytotoxischen Einfluss der T-WF
bzw. des TGF-B1 auf die HDMEC ausschlieBen. Abgeldste, abgekugelte Zellen waren in kei-
ner mikroskopischen Darstellung der beiden Zelltypen zu erkennen. Damit kann man schluss-
folgern, dass weder die Zugabe von T-WF alleine, noch in der Kombination mit TGF-1, auf

beide Zelltypen toxisch wirkt.

5.2  Viabilitdit von adMSC und HDMEC unter dem Einfluss von T-WF und TGF-31

Die mikroskopischen Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf die Einschrankung der Zell-
viabilitat. Daher wurde die Viabilitat durch einen Lebend/Tot-Assay genauer untersucht. Dieser
zeigte bei den adMSC eine TGF-31 abhangige Reduktion des Anteils an toten Zellen, wahrend
bei den HDMEC eine T-WF abhangige Steigerung des Anteils toter Zellen zu beobachten war.
Damit kann man schlussfolgern, dass der Anteil viabler Zellen bei den adMSC durch die Zu-

gabe an TGF-1 steigt, wohingegen bei den HDMEC eine T-WF abhangige Abnahme des
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Anteils viabler Zellen eintrat. Somit zeigten die beiden Zelltypen bei Zugabe von T-WF als auch
in Kombination mit TGF-B1 gegensatzliche Veranderungen hinsichtlich ihrer Viabilitat.

Somit verandert die Zugabe von T-WF als auch TGF-31 eindeutig die metabolische Aktivitat
beider Zelltypen. Hahn et al. zeigten, dass die TGF-B1- Exposition zu einer Reduktion der
metabolischen Aktivitat bei adMSC fuhrt (101). Damit stehen diese Ergebnisse im Wider-
spruch. Bei genauerer Betrachtung der Versuchsbedingungen fallt jedoch auf, dass Hahn et
al. einen langeren Stimulationszeitraum untersucht haben (bis zu 7 Tagen). Damit ist zu ver-
muten, dass die TGF-B1-Stimulationsdauer bei adMSC einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung der metabolischen Aktivitdt haben kénnte (101). Walenda et al. konnten, kongru-
ent zu unseren Ergebnissen, eine Zunahme der metabolischen Aktivitat bei mit TGF-B1 be-
handelten adMSC darstellen. Es gibt sonst wenige vergleichbare Studien, die den Einfluss der
Zugabe von T-WF bzw. TGF-f1 auf adMSC und HDMEC abbilden. Jedoch zeigen Untersu-
chungen zu den Auswirkungen der Zugabe von PRPs auf z.B. Chondrozyten, dass durch eine
wiederholte Stimulation einen Anstieg der metabolischen Aktivitat verzeichnet werden konnte
(102). Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen zur erhdhten metabolischen Aktivitat der ad-
MSC durch T-WF Zugabe. Bosch et al. konnten in einer Studie zur Behandlung von Sehnen-
verletzungen beim Pferd mit PRPs zeigen, dass die metabolische Aktivitat in dem betroffenen
Areal anstieg (103). Im Gegensatz dazu zeigten Untersuchungen von Sun et al. zur Exposition
von pulmonalen Endothelzellen mit TGF-B1 eine verminderte mitochondriale Funktion an. Die-
ses Ergebnis steht im Widerspruch zu unseren Ergebnissen, jedoch wurde in unseren Unter-
suchungen der Formazansalz-Umsatz betrachtet und nicht wie bei Sun et al. mittels eines
Echtzeit-Zellmetabolismus-Analysegerates (Seahorse Analyzer) quantifiziert. Die Unter-
schiede kdnnen durch verschiedene Aspekte hervorgerufen werden, wie beispielsweise an-
dere Gewebequelle (Lunge vs. Haut), aber auch die Dauer der Stimulation mit TGF-$1 bzw.
die jeweiligen spezifischen Kulturbedingungen (Medium, Praparationsart, etc.). Durch diese
Datenlage lassen sich unsere Ergebnisse insoweit stiitzen, als dass Primarzelltypen unter-

schiedliche Tendenzen hinsichtlich inrer metabolischen Aktivitat aufweisen.

5.3 Proliferation der adMSC und HDMEC unter dem Einfluss von T-WF und TGF-31

Um weitere Hinweise zu méglichen Zusammenhangen der gesteigerten metabolischen Aktivi-
tat mit der Proliferationsaktivitat zu gewinnen, wurden die Zellzahlen quantifiziert. Bei den ad-
MSC fuhrte die Exposition mit T-WF zu einer konzentrationsabhangigen, signifikanten Zu-
nahme der Zellzahl. Die HDMEC hingegen zeigten eine konzentrationsabhangige Zellzahlre-

duktion durch die Exposition mit T-WF. Das Ergebnis bei TGF-31 Exposition ahnelt dem der
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T-WF Exposition: hier stieg abhangig von der Konzentration die Zellzahl der adMSC an, wah-
rend die Zellzahlen bei den HDMEC-Kulturen geringer wurden.

Es gibt bei Saugetieren drei Isoformen des TGF-B (TGF-B1, TGF-f2, TGF-B3) und die hete-
rogenen Effekte des TGF- werden Rezeptor-vermittelt ausgelost. Bei genauer Betrachtung
der Datenlage, werden seine dichotomen Effekte deutlich (104-108). Das Wachstum epitheli-
aler und endothelialer Zellen in vitro wird gehemmt, wobei in vivo das epitheliale Zellwachstum
unterstitzt wird (7, 104-106, 109, 110). Gerade im Rahmen der Wundheilung kann in vivo
eine erhdhte Festigkeit der Wunde und ein unterstitztes epitheliales Wachstum beobachtet
werden (7, 111). In mesenchymalen Zellen stimuliert TGF-B1 das Zellwachstum (104, 105,
111). Gerade die Abhangigkeit von der entsprechenden Zielzelle, die Zellkulturbedingungen,
ob andere Wachstumsfaktoren in der Nahe sind oder aber die Menge der Zugabe machen die
Wirkung von TGF-B1 so unterschiedlich (106, 112). Beispielsweise zeigen glatte Muskelzellen
bei einer geringen Menge eine erhdhte Proliferation, die bei einer héheren Menge an TGF-31
nicht mehr hervorgerufen werden kann (106). Auch Fukamizu et al. konnten an isolierten Fib-
roblasten zeigen, dass die Dosis des TGF-1 dessen Wirkung bestimmt. Bei einer geringen
Konzentration wurde die Kollagensynthese stimuliert, wahrend bei einer erhéhten Dosis die
Kollagensynthese reduziert wurde (107) Dass TGF-31 bei mesenchymalen Zellen zu einer
Unterstutzung des Zellwachstums fuhrt, kann sowohl durch Cassiede et al. als auch Hahn et
al. unterstrichen werden. Durch die TGF-$1 Zugabe stieg die Zellzahl der verwendeten MSC
(101, 113). Damit stehen unsere Ergebnisse zu den adMSC im Einklang mit der Literatur.
Bei den HDMEC zeigte sich bei uns eine TGF-31 abhangige Zellzahlreduktion, die ebenfalls
mit der Datenlage konform geht. /n vivo werden die HDMEC als proliferativ vergleichsweise
ruhend angesehen, wahrend sie in vitro einen proliferierenden Charakter haben (17, 114). Dies
wird dadurch begriindet, dass die endothelialen Zellen, sobald sie auf einer Plastikoberflache
kultiviert werden, den zellularen Kontakt zu anderen endothelialen Zellen, glatten Muskelzellen
und Perizyten verlieren. Es wird vermutet, dass dies an einer Aktivierung des TGF-31 liegt, die
durch den Kontakt zwischen endothelialen Zellen und glatten Muskelzellen oder auch Perizy-
ten hervorgerufen wird. Erst durch diese Aktivierung sei eine Wachstumsinhibition bei den En-
dothelzellen mdglich (110). TGF-B1 wird weitgehend als starker Proliferationsinhibitor en-
dothelialer Zellen gesehen (57). Insbesondere wird vermutet, dass die TGF-B1-vermittelten
Effekte von den Zellkontakten der Zielzelle abhangig sind, das Vorhandensein eines bestimm-
ten Milieus im Extrazellularraum und auch die Anwesenheit von anderen Faktoren, die TGF-
B1 beeinflussen kdnnten, entscheidend sind (109, 110, 115). Dies wird auch durch die Ergeb-
nisse von Tsukada et al. unterstitzt, die zeigen konnten, dass die Zellzahl der humane En-
dothelzellen aus der Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) TGF-
B1 abhangig signifikant reduziert wird (116). Dass die Wirkung des TGF-B1 nicht nur vom Zell-
typ, der Zellkultur, des entsprechenden Rezeptors und der Menge an TGF-31 abhangig ist,
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zeigen die Ergebnisse von Kilian et al., die zeigen konnten, dass geringe TGF-31 Konzentra-
tionen die Proliferation von Endothelzellen in vitro stimulieren (106, 117). Dies konnten wir in
unseren Ergebnissen nicht darstellen, es gibt jedoch Hinweise auf die vielfaltigen Wirkungen
des TGF-B1. Generell zeigt sich aber, dass T-WF und TGF-31 die Proliferation von adMSC
und HDMEC gegensatzlich beeinflussen.

54 Der Zellzyklus und die Apoptose der adMSC und HDMEC in Abhangigkeit von
der Zugabe an T-WF und TGF-B1

Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmungen deuten an, dass die Exposition von adMSC und
HDMEC mit T-WF und TGF-B1 Effekte auf den Zellzyklus ausiben kénnten.

Bei beiden Zelltypen befand sich ein Groldteil der Zellen in der Go/G1-Phase. Die Exposition
beider Zelltypen mit TGF-B1 induzierte dabei kaum Veranderung. Die Literaturlage stellt wenig
Hinweise zum Einfluss von T-WF und TGF-B1 auf den Zellzyklus bei den adMSC und HDMEC
dar. Als Naherung lasst sich jedoch anfiihren, dass die TGF-B1-Exposition bei Chondrozyten
auch zu keiner signifikanten Veranderung des Zellzyklus fuhrt (101). Bei Cornea-Endothelzel-
len flUhrte die Exposition mit TGF-B1 zu einer Reduktion des Anteils an Zellen in der S-Phase
bei gleichzeitiger Erhéhung des Go/Gs-Phasen- Anteils (118). In unseren Versuchen zur Ex-
position von HDMEC und adMSC mit TGF-B1, zeigten sich diese Phasenverschiebungen
nicht. Ursachen fir Widersprichlichkeiten kdnnen sowohl in der abweichenden Zellquelle
(Mensch vs. Kaninchen, Haut vs. Hornhaut), aber auch in den spezifischen Kulturbedingungen
(Zellkulturmedium, Behandlungszeitraum, etc.) liegen. Bei den Zellzyklusanalysen beider Zell-
typen war der Anteil an Zellen in der sub-G1-Phase aulerst gering. Die sub-G-Phase repra-
sentiert die apoptotischen Zellen, die vor der G1-Phase einen Peak bilden (93). In der Literatur
finden sich Hinweise auf eine apoptotische Aktivitat des TGF-B1 auf unterschiedliche Zellen,
wie Lymphozyten, Endothelzellen,Hepatozyten oder glatten Muskelzellen (119, 120). Bei un-
seren Ergebnissen gibt es keine Hinweise auf ausgepragte Anteile apoptotischer Zellen nach
Behandlung mit T-WF bzw. TGF-B1. Da unsere Hinweise auf Apopotose gering sind, missen
wir davon ausgehen, dass die geringen Anteile toter Zellen vornehmlich auf nekrotischen Pro-

zessen beruhen.
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5.5 Die Effekte der gemeinsamen Gabe von T-WF und TGF-1 auf adMSC und
HDMEC

Sowohl adMSC als auch HDMEC wurden mit dem Wachstumsfaktorgemisch, den T-WF, ex-
poniert. T-WF enthalt ,neben einer Reihe biologisch aktiver WF, ebenfalls TGF-B1 in grol3en
Anteilen (80, 88). Gleichzeitig wurde TGF-B1 zusatzlich in den unterschiedlichen Konzentrati-
onen auf die beiden Zelltypen gegeben. Diese zuséatzliche TGF-B1 Exposition fihrte zu Ver-
anderungen hinsichtlich der Viabilitat und Proliferation. Interessant bei unseren Proliferations-
ergebnissen war die Tatsache, dass die Zellzahl bei den adMSC durch Zugabe von TGF-$1
ohne Zugabe von T-WF geringer wurde. Dies kdnnte sich insoweit erklaren lassen, als dass
die proliferative Antwort mesenchymaler Zellen durch die autokrine Induktion von PDGF und
der Synthese von PDGF- ahnlichen Molekilen zustande kommt (105, 106). In dem Zusam-
menhang soll es einen autokrinen ,PDGF“-Loop geben, der PDGF durch TGF-31 hochregu-
liert. Somit soll die proliferative Funktion des TGF-31 durch die Induktion von PDGF gesteuert
werden (105, 106). Es wirde bedeuten, dass in einem proliferativen Setting die gleichzeitige
Gabe von PDGF mit TGF-B1 die proliferative Wirkung verstarkt. Die Zugabe von T-WF zusam-
men mit TGF-B1 wirde somit erst zu der beobachteten Zellzahlsteigerung fuhren. Unsere Er-
gebnisse, dass ohne T-WF Zugabe die Zellzahl sinkt, unterstiitzen dies. Da die HDMEC keinen
PDGF-Rezeptor exprimieren, ist eine abweichende Reaktion zu erwarten (106). Dies kdnnte
eine Ursache fir die gegensatzlichen Effekte der gemeinsamen Gabe von T-WF und TGF-$1
bei beiden Zelltypen sein. In dem Zusammenhang spielt, klinisch betrachtet, auch die Anwen-
dung des PRP eine wesentliche Rolle, da damit eine Vielzahl von verschieden wirksamen
biologischen Wachstumsfaktoren auf die Wunde gegeben werden kénnen (52). In der Literatur
zeigten sich positive Effekte des PRPs sowohl in vitro als auch in vivo an Zellen des musku-
loskelettalen Systems, wie Chondrozyten, Tenozyten, oder Muskelzellen (30, 121). In dieser
Hinsicht unterstitzen unsere Ergebnisse die Verwendung von Wachstumsfaktorkombinatio-
nen, aber es sind weitere Forschungsanstrengungen erforderlich, um das Risiko widerspriich-

licher zelltypabhangiger Wirkungen im klinischen Kontext besser einschatzen zu kénnen.

5.6 Die Effekte von T-WF und TGF-1 auf die Freisetzung loslicher Faktoren

Sowohl bei den adMSC als auch bei den HDMEC wurden eine Reihe von Faktoren in den
Zellkulturiberstand freigesetzt. Dabei flihrte die Zugabe von T-WF und TGF-B1 zu Verande-
rungen im Freisetzungsmuster. Es ist bekannt, dass MSC lokale reparative Effekte durch Dif-
ferenzierung in Gewebe-spezifische Zellen und durch parakrine Sekretion von Faktoren mit
antiinflammatorischen und wundheilungsspezifischen Aktivitdten auslésen (122). In der ent-

zundlichen Phase der Wundheilung regulieren die MSC scheinbar die Entziindung, wahrend
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sie in der proliferativen Phase nicht nur PDGF und VEGF produzieren, sondern auch Kera-
tinozyten und weitere Stammzellen zum Wundgeschehen rekrutieren. In der langer anhalten-
den Phase der Remodellierung produzieren die adMSC TGF-, regulieren MMPs und die Kol-
lagensynthese (8). Endothelzellen kdnnen in einem inflammatorischen Setting eine prothrom-
botische, antifibrinolytische Umgebung schaffen. Auch der Blutfluss wird durch die Sekretion
und Aufnahme vasoaktiver Stoffe seitens der Endothelzellen reguliert (114).

Es gibt nur wenige Daten zur T-WF und TGF-B1-abhangigen Freisetzung von Zytokinen bei
adMSC und HDMEC. Daher kénnen im Folgenden nur exemplarische Naherungen im Kontext
unserer Ergebnisse dargestellt werden. Beide Zelltypen setzten G-CSF, GM-CSF, IL-6 und IL-
8 frei. Die Exposition mit TGF-B1 fuhrte bei den adMSC nicht zu einer Veranderung der GM-
CSF- Freisetzung, bei den HDMEC fihrte die Exposition zu einer geringfiigigen Reduktion der
GM-CSF-Menge im Zellkulturiiberstand. Nilsen et al. beschrieben die Sekretion von GM-CSF
bei HUVEC (123). Auch wird beschrieben, dass die GM-CSF Produktion durch TGF-1 redu-
ziert wird (124).

Endothelzellen setzen eine Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 frei
(125). Dies koénnen wir durch unsere Ergebnisse bestatigen, da die HDMEC sowohl IL-6 als
auch IL-8 sezernieren. Chen et al. beschrieben ferner, dass die Stimulation von HUVEC mit
TGF-B1 zu keiner Veranderung bei der Sekretion von IL-6 oder IL-8 fuhrte (125). In unseren
Untersuchungen jedoch konnten wir Veranderungen beobachten, es kam zu einer reduzierten
Freisetzung dieser Faktoren. Die Ursachen fiir diese Unterschiede kénnen durch verschiedene
Aspekte hervorgerufen werden, wie beispielsweise die jeweiligen spezifischen Kulturbedin-
gungen (Medium, Praparationsart, etc.).

Bei den beiden untersuchten Zelltypen gibt es Faktoren, welche nur von einem Zelltyp freige-
setzt werden. So setzen in unseren Untersuchungen ausschlief3lich adMSC IL-10 und VEGF
frei. Laut Literatur wird die Freisetzung von IL-10 durch MSC widersprichlich beschrieben, d.h.
einige Studien konnten die IL-10 Freisetzung bei MSC zeigen, anderen gelang der Nachweis
nicht (122). Beispielsweise konnten Park et al. zwar zeigen, dass die von ihnen verwendeten,
Knochenmark-MSC sowohl IL-8 als auch VEGF sezernierten, dafur jedoch kein IL-10 (126).
Bei Newman et al. findet man keinerlei Hinweise fur eine Sekretion von IL-10 oder VEGF (127).
Hingegen bei Ma et al. konnte zunachst die Sekretion von VEGF durch MSC bestatigt werden,
der Nachweis der IL-10-Freisetzung gelang jedoch nicht (128). Blaber et al. konnten bei ad-
MSC die Freisetzung von IL-10 nachweisen. Die Exposition der adMSC mit TGF-31 fuhrte zu
einer Steigerung der IL-10 und VEGF-Freisetzung. IL-10 wirkt anti-inflammatorisch, induziert
die Immuntoleranz und hemmt die Ausschuattung proinflammatorischer Zytokine (122). Die von
den adMSC sezernierten |8slichen Faktoren werden entweder spontan oder durch den Ein-

fluss anderer Zytokinme wie IFN-y, TNFa und IL-1( freigesetzt (122). Mdglicherweise hat auch
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TGF-B1 einen Einfluss auf die Freisetzung dieser |8slichen Faktoren. Die Tatsache, dass Fib-
roblasten innerhalb der Wunde durch TGF-B1 und PDGF zur Differenzierung in Myofibroblas-
ten stimuliert werden, wirde diese Vermutung stlitzen (7). Auch die HDMEC zeigen ein spe-
zifisches Freisetzungsmuster. So werden EGF, IL-2 und IL-15 ausschlieRlich durch HDMEC,
nicht aber durch adMSC freigesetzt. IL-2, sowie auch IL-15, wirken immunmodulierend und
proinflammatorisch. EGF unterstiitzt die Wundheilung, indem es die Teilung von endothelialen
Zellen und unter anderem die Angiogenese stimuliert (7, 56, 129). Es ist bekannt, dass En-
dothelzellen eine Reihe von Faktoren wie PDGF und TGF-1 sezernieren und damit eine ent-
scheidende Rolle wahrend der Angiogenese im Rahmen der Wundheilung einnehmen (4, 7,
53).

Generell Iasst sich durch unsere Ergebnisse schlussfolgern, dass das Freisetzungsmuster von
Zytokinen und Chemokinen durch die Zugabe von T-WF und TGF-1 beeinflusst wird und
dass es Zytokine und Chemokine gibt, die nur von einem der beiden untersuchten Zelltypen

sezerniert werden.

5.7  Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden in einem in vitro-Modellsystem, d.h. einem artifiziellen
System gewonnen. Dabei bleiben grundsétzlich groRe Fragen zur Ubertragbarkeit dieser Er-
gebnisse auf die in vivo-Situation offen. Jedoch kénnten Anpassungen des Versuchsproto-
kolls, wie z.B. die Verlangerung der Expositionszeiten oder Mehrfachstimulation Hinweise auf
langfristigere Effekte geben. Weiterhin missten die Ergebnisse der metabolischen Aktivitat
mittels MTS-Test kritisch betrachtet werden. Da es sich lediglich um einen Tetrazoliumsalz-
Konversionsassay handelt, kann Gber die genaue Funktion des Energiestoffwechsels nur eine
Naherung angenommen werden. Hier waren weitere Untersuchungen zum Energiestoffwech-
sel im Allgemeinen, wie z.B. mit einem Echtzeit-Metabolismus Analysegerat in den nachsten
Schritten zu tatigen. Auch der Aspekt der verschiedenen Interaktionen der Zytokine und Che-
mokine zueinander und zu den einzelnen Zelltypen musste weiter in vitro erforscht werden.
Dabei kdnnte dann auch die Proteomanalytik von Bedeutung sein, die hilft, alle von den ein-
zelnen Zelltypen sezernierten l6slichen Faktoren zu katalogisieren. In einem weiteren Schritt
kdnnte auch ein dreidimensionales in-vitro Modell und gerade fur die Fragen der Wundheilung,
eine kinstlich erzeugte Wunde von Interesse sein. Zudem waren tierexperimentelle Untersu-
chungen zur Darstellung der Effekte in einer komplexen in vivo-Situation von Bedeutung. Ge-
nerell wurden in unseren Untersuchungen die Aspekte auf molekularer Ebene, z.B. hinsichtlich
der Genexpression, nicht betrachtet. Auch dieses Feld der Forschung kénnte fur die weiteren
Fragen der Wundheilung und der an ihr beteiligten Zytokine, Chemokine und Zelltypen von

Bedeutung sein.
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Um Ruickschliisse fur den klinischen Kontext ziehen zu kbnnen, missen die Vorteile fir die
Behandlung chronischer Wunden mit Wachstumsfaktoren evaluiert werden. Friihere Studien
konnten bereits einen Zusammenhang von chronischen Wunden und einem Wachstumsfak-
tor-Defizit nachweisen (13). Gandhi et al. konnten beispielsweise nachweisen dass die Frak-
turhamatome von Patienten mit einem Diabetes mellitus deutlich weniger PDGF und TGF-31
enthielten (9). Unsere Ergebnisse zeigen deutlich, dass sowohl die Zugabe von T-WF als auch
TGF-B1 sowohl auf adMSC als auch HDMEC Veranderungen hinsichtlich der metabolischen
Aktivitdt und Proliferationsaktivitat hervorruft. Diese Verdnderungen kénnen zukinftig im Be-
reich der Wund- und Knochenheilung eingesetzt werden. Ein weiterer wichtiger, bisher kaum
untersuchter Aspekt sind zudem die Auswirkungen von PRP und T-WF auf die epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT). Die EMT konnte ein wichtiger Aspekt bei der Regeneration
sein. Insbesondere die Interaktionen und Wirkungen einzelner I8slicher Faktoren hinsichtlich
der Wundheilung sollten betrachtet werden. Diese Zusammenhange der einzelnen Wachs-
tumsfaktoren, der MSC und HDMEC im Rahmen der Wundheilung sind Facetten, die noch
aufgedeckt werden missen, damit wir zukinftig die Moglichkeit haben, die Wundheilung spe-

zifisch positiv zu beeinflussen
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VI. Zusammenfassung

Eine Verletzung geht initial mit einer Entziindungsreaktion einher, welche mit der Freisetzung
von inflammatorischen Faktoren verbunden ist. Am Ort der Gewebeschadigung kénnen die
beteiligten Zelltypen mit den von unterschiedlichen Zellen sezernierten Faktoren interagieren
und so die Wundheilung vorantreiben. Wahrend des Wundheilungsprozesses kommt es zur
Gefalneubildung (v.a. ausgehend von Endothelzellen) und der Mobilisierung und Differenzie-
rung verschiedener adulter Stammzellen (u.a. mesenchymale Stammzellen/MSC).

Die klinische Anwendung von Thrombozyten-reichem Plasma (PRP) versucht, sich die fir die
Wundheilung positiven Eigenschaften der Wachstumsfaktoren, wie insbesondere der Throm-
bozyten-stammige Wachstumsfaktoren (T-WF) zu Nutze zu machen. In den Bereichen der
Knochen- und Weichgewebsregeneration, bei Sehnenverletzungen und auch bei der Behand-
lung chronischer Wunden konnten positive Effekte der PRP-Behandlung gezeigt werden.

In diesem Kontext haben wir das Verhalten von MSC und Endothelzellen hinsichtlich ihrer in
vitro-Reaktionen auf unterschiedliche Konzentrationen an T-WF und TGF-31 analysiert und
diese Effekte vergleichend dargestellt. Bei adMSC und HDMEC flhrte die Zugabe von T-WF
und TGF-B1 nicht zu Morphologieveranderungen, auch zytotoxischen Effekte konnten nicht
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten wir bei der Viabilitdt Veranderungen be-
obachten. Durch die TGF-B1-Zugabe kam es bei den adMSC zu einer Reduktion des Anteils
an toten Zellen, wahrend bei den HDMEC der Anteil toter Zellen durch die T-WF-Exposition
konzentrationsabhangig anstieg. Die metabolische Aktivitat stieg bei beiden Zelltypen konzent-
rationsabhangig signifikant an, bei den adMSC durch die T-WF-Zugabe, bei den HDMEC
durch die TGF-B1 Zugabe. Bei der Proliferationsaktivitat zeigte sich ein gegenlaufiges Bild: die
adMSC lieRen eine T-WF abhangige, signifikante Zellzahlzunahme erkennen, wahrend bei
den HDMEC eine T-WF abhangige Zellzahlreduktion zu beobachten war. Eine detaillierte Ana-
lyse des Zellzyklus zeigte bei jedoch beiden Zelltypen keine signifikanten Veranderungen. Ge-
nerell konnten wir durch unsere Untersuchungen feststellen, dass die gleichzeitige Anwen-
dung von T-WF und TGF-B1 insbesondere bei den adMSC zu einer deutlichen Steigerung der
Zellmenge fuhrte. Auch unsere Untersuchungen zur Freisetzung von Zytokinen und Chemoki-
nen konnten zeigen, dass bestimmte I6sliche Faktoren nur von einem Zelltyp freigesetzt wur-
den (adMSC u.a. IL-10, VEGF; HDMEC u.a. EGF, IL-2, IL-15) und diese Freisetzung von der
Zugabe an T-WF und TGF-1, wenn auch geringfligig, verandert wird. Obwohl unsere Ergeb-
nisse darauf hindeuten, dass die Verwendung sowohl von T-WF als auch von TGF-31 bei der
Wundheilung von Bedeutung sein konnte, zeigen vor allem die teilweise widersprichlichen
Ergebnisse, dass noch viel Forschungsarbeit hinter einem klinischen Einsatz solcher Wachs-

tumsfaktorpraparate und ihrer allogenen Verwendung steht.
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Tabelle 17: Spenderdetails adMSC

Spender | Geschlecht | Alter | Datum eingefroren Probenentnahme
1 weiblich 47 J. 14.03.2015 Bauch
2 mannlich 49 J. 13.12.2015 Bauch
3 mannlich 37 J. 02.01.2016 Bauch
4 weiblich 32J. 12.02.2018 Bauch
5 weiblich 41 J. 19.02.2018 Bauch
6 divers 28 J. 21.03.2018 Bauch /Hiifte
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Abb. 22: Zellzyklusanalyse mittels Two-Step-Cell-Cycle Analysis Assay (adMSC: graue Boxplots,

HDMEC: weilRe Boxplots; mit Median-, Interquartil- und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3; Deskriptive

Statistik)
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Abb. 23: Nachweis von viablen, nekrotischen und apoptotischen Zellen (frihe und spate Apoptose)
nach 48-stiindiger Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen der Thrombozyten-stammigen
Wachstumsfaktoren bzw. TGF-1. (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e Boxplots; mit Median-, In-

terquartil- und Minimum-/Maximumwerten dargestellt) (n = 3; Deskriptive Statistik)
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Tabelle 18: Lésliche Analyten, die mit dem Multiplex-Assay detektiert wurden (nn = nicht nachweisbar)

Analyt Stimulation Zelltyp
[pg/mL] TGF-B1 (ng/ml) T-WF (%) adMSC HDMEC
0 0 nn 69,43
0 0,1 nn 83,76
0 5 nn 283,5
== 10 0 nn 71,66
10 0,1 nn 53,11
10 5 nn 197,66
0 0 42,5 89,6
0 0,1 59,6 90,7
0 5 70,4 75,1
el 10 0 62,0 78,5
10 0,1 64,5 58,3
10 5 99,1 85,2
0 0 6,36 16,9
0 0,1 5,44 13,3
0 5 7,27 12,3
ElaREEl 10 0 8,55 18,4
10 0,1 7,14 16,9
10 5 8,55 11,3
0 0 510 nn
0 0,1 5,10 nn
0 5 7,12 nn
(= ke 10 0 15,4 nn
10 0,1 13,9 nn
10 5 9,85 nn
0 0 8,75 nn
0 0,1 5,93 nn
0 5 10,8 nn
Lo 10 0 11,7 nn
10 0,1 11,7 nn
10 5 13,0 nn
0 0 5,22 nn
0 0,1 6,15 nn
0 5 8,33 nn
Ll 10 0 9.56 nn
10 0,1 10,4 nn
10 5 7,05 nn
0 0 3,62 6,08
0 0,1 4,63 5,28
0 5 6,08 4,63
=l 10 0 5,60 5,28
10 0,1 4,80 5,92
10 5 6,86 4,63
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Analyt Stimulation Zelltyp
[pg/mL] TGF-B1 (ng/ml) T-WF (%) adMSC HDMEC
0 0 nn 6,20
0 0,1 nn 4,78
0 5 nn 4,03
L 10 0 nn 5.50
10 0,1 nn 7,85
10 5 nn 6,20
0 0 4,33 3,05
0 0,1 2,56 4,21
IL1a 0 5 3,98 517
10 0 4,89 3,17
10 0,1 2,90 3,75
10 5 3,05 2,81
0 0 4,29 3,20
0 0,1 5,96 3,28
0 5 6,17 3,43
LI 10 0 5,20 3,28
10 0,1 5,89 3,93
10 5 6,98 3,06
0 0 nn 3,27
0 0,1 nn 2,97
0 5 nn 2,44
L 10 0 nn 3.05
10 0,1 nn 4.46
10 5 nn 2,51
0 0 1071 39,6
0 0,1 1304 39,4
IL-6 0 5 2288 27,7
10 0 2999 43,0
10 0,1 2988 47 1
10 5 3126 28,2
0 0 135,7 526,1
0 0,1 84,36 486.,4
IL-8 0 5 265,3 373,6
10 0 274,0 387.,9
10 0,1 144 1 3446
10 5 363,0 4429
0 0 nn 89,3
0 0,1 nn 78,1
0 5 nn 34,7
il 10 0 nn 56,6
10 0,1 nn 434
10 5 nn 45,2
0 0 1442 nn
0 0,1 1530 nn
0 5 2534 nn
LG 10 0 3104 nn
10 0,1 2049 nn
10 5 3058 nn
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Analyt Stimulation Zelltyp
[pg/mL] TGF-B1 (ng/ml) T-WF (%) adMSC HDMEC
0 0 101 nn
0 0,1 113 nn
0 5 445 nn
EECS 10 0 389 nn
10 0,1 370 nn
10 5 622 nn
0 0 47,19 11,16
0 0,1 18,70 18,70
Eotaxin 0 5 36,36 13,50
10 0 38,61 nn
10 0,1 38,24 15,71
10 5 45,97 10,42
0 0 9,08 nn
0 0,1 2,16 2,54
0 5 2,16 nn
17057 10 0 4,00 nn
10 0,1 3,11 3,95
10 5 4,08 nn
0 0 7,67 nn
0 0,1 nn 2,35
0 5 2,55 nn
— 10 0 nn nn
10 0,1 nn 5,03
10 5 2,39 2,42
0 0 9,88 12,1
0 0,1 nn 10,8
0 5 nn nn
IL-12p40 10 0 11,3 15,7
10 0,1 10,4 13,4
10 5 9,88 12,1
0 0 2,91 nn
0 0,1 nn nn
0 5 nn nn
Lt 10 0 nn nn
10 0,1 nn 4,07
10 5 nn nn
0 0 9,12 16,1
0 0,1 nn 29,4
0 5 nn nn
LSS 10 0 15,6 nn
10 0,1 nn 67,1
10 5 11,4 nn
0 0 nn nn
0 0,1 nn nn
0 5 10,1 nn
L= 10 0 2,52 nn
10 0,1 nn nn
10 5 nn 3,35
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Analyt Stimulation Zelltyp
[pg/mL] TGF-B1 (ng/ml) T-WF (%) adMSC HDMEC
0 0 9,12 16,1
0 0,1 nn 29,4
0 5 nn nn
158 10 0 156 nn
10 0,1 nn 67,1
10 5 11,4 nn
0 0 10,58 17,7
0 0,1 nn 16,3
0 5 13,46 nn
Lt 10 0 1413 15.0
10 0,1 15,62 19,8
10 5 15,61 12,2
0 0 30,5 nn
0 0,1 nn nn
0 5 nn nn
Lallp=ie 10 0 nn nn
10 0,1 nn nn
10 5 11,7 nn
0 0 8,85 30,5
0 0,1 nn nn
0 5 nn nn
allr=fe 10 0 nn nn
10 0,1 nn nn
10 5 nn 11,7
0 0 nn nn
0 0,1 nn nn
0 5 nn nn
= 10 0 nn nn
10 0,1 nn nn
10 5 nn nn
0 0 8,96 nn
0 0,1 nn nn
0 5 nn nn
TNF-p 10 0 nn nn
10 0,1 1,97 3,74
10 5 1,97 nn
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Abb. 24: Nachweis von Zytokinen und Chemokinen nach 48-stiindiger Stimulation im Zellkulturiber-
stand, die nur bei den adMSC aufgefunden wurden. Dargestellt ist die Konzentration in [pg/mL] ausge-
wahlter Zytokine und Chemokine nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen sowohl der
T-WF als auch TGF-31. (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weif3e Boxplots; mit Median-, Interquartil-

und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3)
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Abb. 25: Nachweis von Zytokinen und Chemokinen nach 48-stiindiger Stimulation im Zellkulturiber-
stand, die nur bei den HDMEC aufgefunden wurden. Dargestellt ist die Konzentration in [pg/mL] ausge-
wahlter Zytokine und Chemokine nach Stimulation mit unterschiedlichen Konzentrationen sowohl der
T-WF als auch TGF-31. (adMSC: graue Boxplots, HDMEC: weil3e Boxplots; mit Median-, Interquartil-

und Minimum-/Maximumwerten) (n = 3)
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IX.

THESEN

Auf Grundlage der Untersuchungen dieser Arbeit zu Effekten T-WF auf humane Primarzellen

in vitro konnten folgende Thesen aufgestellt werden:

> L h =

T-WF und TGF-B1 fiihren zu Morphologieveranderungen bei adMSC bzw. HDMEC.
T-WF und TGF-B1 wirken nicht toxisch auf adMSC bzw. HDMEC.

Die Zugabe von T-WF und TGF-B1 beeinflusst die Viabilitat der adMSC bzw. HDMEC.
Die metabolische Aktivitat wird sowohl durch Zugabe von T-WF und TGF-B1 bei ad-
MSC und HDMEC verandert.

5. T-WF und TGF-B1 beeinflussen die Proliferation der adMSC bzw. HDMEC.

10.

11.

Der Zellzyklus zeigt sowohl durch die Zugabe von T-WF als auch TGF-31 Veranderun-
gen bei adMSC und HDMEC.

Ein Groldteil der adMSC und der HDMEC zeigen keine Anzeichen fir Apoptose.

Ein Groldteil der adMSC und HDMEC zeigen keine Anzeichen fur eine Nekrose.

Die Anwendung von T-WF und TGF-B1 ist sowohl bei adMSC als auch HDMEC sinn-
voll.

Die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen wird durch die Zugabe von T-WF und
TGF-B1 beeinflusst.

Es gibt Zytokine und Chemokine, die nur von einem Zelltyp sezerniert werden.
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