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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die physiologische Wundheilung

Eine Wunde ist definiert als eine Stérung der normalen anatomischen Struktur
und der Funktion eines Gewebes [1]. Um die anatomische Kontinuitat und die
Funktion des Gewebes wiederherzustellen wird der Prozess der Wundheilung

eingeleitet.

Im Folgenden soll zunachst der physiologische Ablauf der Wundheilung
dargestellt werden. Die normale Wundheilung lasst sich in vier verschiedene
Phasen [2] unterteilen, von denen jede durch charakteristische Vorgange
gepragt ist: die Latenzphase/ Phase der Hamostase [3], die inflammatorische

Phase [4], die Proliferationsphase [5] und die Regenerationsphase [6].

Die Abschnitte der Wundheilung werden hier aus Grinden der
Ubersichtlichkeit voneinander getrennt dargestellt. Da sich im lebenden
Organismus die einzelnen Phasen Uberlappen und die jeweiligen Vorgange
der einzelnen Phasen zur gleichen Zeit stattfinden [6], lassen sich die

einzelnen Abschnitte zeitlich nicht immer scharf voneinander abgrenzen.

Die erste Phase wird als Latenzphase oder auch Hamostase-Phase [3]
bezeichnet. Durch eine Verletzung intakten Gewebes werden Kapillaren
unterbrochen [7] und der Blutfluss somit gestort. Unmittelbar nach der
Verletzung eines Gefalkes fuhren Thromboxan und Prostaglandine zu einer
Vasokonstriktion [2] der GefalRe, um einen weiteren Blutverlust zu verhindern.
Nach einer funf- bis zehnminutigen Phase der Vasokonstriktion folgt die
Vasodilatation [2], die allen voran durch Histamin ausgeldost wird. Histamin
sorgt auch fur eine erhohte Permeabilitait der Gefalwande, so dass
Leukozyten aus den BlutgefalRen leichter in das Wundbett eintreten konnen.

Durch die Verletzung der GefalRwand kommt Blut in Kontakt mit Kollagen und
anderen Strukturen der extrazelluldren Matrix, und die Thrombozyten werden

aktiviert [8] und aggregieren (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Stadien der Wundheilung (modifiziert nach Hirner, A. und Weise, K.,
Chirurgie, 2. Auflage, 2008, 2.2 Physiologie der Wundheilung) Nach der Wundsetzung kommt
infolge einer Gefaldlasion Blut in Kontakt mit Kollagen, hierdurch werden Thrombozyten
aktiviert und aggregieren. Durch die Ausschittung von Chemokinen werden Leukozyten
angelockt: Zelldetritus und Bakterien werden von Immunzellen phagozytiert bzw. durch
Proteolyse entfernt. In der Proliferationsphase wird Kollagen durch Fibroblasten synthetisiert,
und durch neu ausgebildete BlutgefaRe vaskularisiert. Wahrend der Remodellingphase

erfolgt die Wundkontraktion, die zu einer vermehrten Reil}festigkeit der Wunde fihrt.

Bei der Thrombozytenaggregation verbinden sich die Blutplattchen
miteinander Uber Glykoproteine an ihrer Zellmembran und verschlieRen die
Wunde provisorisch. Sobald die Gerinnungskaskade in Gang kommt, bildet
sich ein stabiles Fibrinnetz [8] aus, welches das zerstorte Blutgefal
verschlieRen kann. Die Thrombozyten sezernieren daruber hinaus eine Reihe
von verschiedenen Proteinen, insbesondere Serotonin, Bradykinin,

Prostaglandine, und Thromboxan [4], welche die Zellproliferation anregen und
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die Blutgefalie dilatieren und permeabel machen.

Als nachstes folgt die Exsudations- oder auch Inflammationsphase. Durch die
Ausschuttung von bestimmten Chemokinen und Zytokinen werden die Zellen
des Immunsystems, wie Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten [3],
zur verletzten Stelle gelockt (s. Abb. 1). Bereits innerhalb der ersten Stunde
nach der Wundsetzung erreichen so neutrophile Granulozyten das Wundbett
und phagozytieren dort Bakterien [9, 10] und Zelltrtmmer. Sobald die
Granulozyten ihre Aufgabe beendet haben, gehen sie durch Apoptose
zugrunde und werden von Makrophagen [8] abgeraumt. Es treten jedoch
auch weitere Leukozyten in die Wunde ein, um Erreger effizient zu beseitigen.
Zum einen finden sich T-Helferzellen [11], die bestimmte Zytokine
ausschuatten, um andere T-Helferzellen zur Zellteilung anzuregen und um die
Gefallpermeabilitat zu erhdhen. Die von Th1-Zellen sezernierten Zytokine
aktivieren Makrophagen, die von Th2-Zellen ausgeschuitteten Zytokine

hingegen aktivieren B-Lymphozyten [11].

Am zweiten Tag nach Entstehen der Wunde werden die neutrophilen
Granulozyten dann durch Makrophagen [2] ersetzt. Monozyten kdnnen Uber
die Blutbahn in das verletzte Gewebe eintreten und wandeln sich dort zu
Makrophagen um [12]. lhre Hauptfunktion ist das Phagozytieren von
Bakterien, Granulozyten und geschadigtem Gewebe [12]. Die Makrophagen
besitzen Proteasen, mit deren Hilfe sie das verletzte Gewebe abbauen
konnen. Sie sezernieren auRerdem Wachstumsfaktoren sowie Zytokine, um
die Proliferationsphase einzuleiten. Auch die Mastzellen spielen eine wichtige
Rolle in der inflammatorischen Phase der Wundheilung. Sie setzen ihre
Granula frei [12], die mit Enzymen, Histamin und anderen aktiven Aminen
gefullt sind. Diese Stoffe sind fur die charakteristischen Entzindungszeichen
wie Roétung und Schwellung [12] der Wunde verantwortlich. Es konnte
gezeigt werden, dass in chronischen Wunden die Infiltration mit Neutrophilen
und Monozyten in das Wundbett sehr verzogert ist [13], und eine Infiltration
der Wunde mit Lymphozyten zur chronischen Inflammation des Gewebes
fuhrt. Somit ist die Reihenfolge, in welcher die inflammatorischen Zellen in
das Wundbett gelangen, sowie deren zeitliche und ortliche Verteilung von

grolRer Bedeutung fir den Heilungsprozess. Sobald die Inflammationsphase
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ihrem Ende zusteuert, nimmt die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und

der Makrophagen in der Wunde ab.

Nun kann die nachste Phase der Wundheilung, die Proliferationsphase,
beginnen. Durch von Makrophagen sezernierte Faktoren wie beispielsweise
PDGF (platelet derived growth factor) und TGF-B (transforming growth
factor-B) werden Fibroblasten [14] zum Wundgebiet gelockt. Die Fibroblasten
nehmen eine wichtige Rolle wahrend dieser Phase im Wundheilungsprozess
ein, da sie Kollagen produzieren [10] und somit mal3geblich an der Bildung
einer neuen Extrazellularmatrix beteiligt sind. Zusammen mit einspriefenden
Kapillaren bildet sich ein neues Granulationsgewebe [2] aus. Endothelzellen
wandern in die Wunde ein, um die Angiogenese voranzutreiben. Kapillaren
sprieBen ein und bilden ein neues Kapillarbett, das die Durchblutung
verbessert. Die Endothel-Proliferation wird durch Hypoxie und Laktat im
Wundgebiet angetrieben [6].

Wahrend der Proliferationsphase bilden die eingewanderten Fibroblasten
zunachst Kollagen vom Typ lll [8]. So entsteht ein weiches Narbengewebe mit
zufalliger Faseranordnung. Spater wird dann das Typ lllI-Kollagen mit dem
stabileren Typ | — Kollagen [8] ersetzt. Die hochste Zahl an Fibroblasten findet
sich zwischen der ersten und zweiten Woche nach der Wundsetzung. Die
Fibroblasten werden durch Wachstumsfaktoren wie PDGF [15], TGF-B [16]
und Fibronektin [8] zur Proliferation angeregt. Doch auch die Fibroblasten
selbst sezernieren Wachstumsfaktoren zur Aktivierung von Epithelzellen. Das
Kollagennetz verspannt die Wunde mit Fasern und stabilisiert sie auf diese
Weise. Am Ende der Granulationsphase gehen die Fibroblasten zunehmend
durch Apoptose [17] unter, sodass das Granulationsgewebe nun nicht mehr
aus Zellen, sondern hauptsachlich noch aus Kollagen besteht. Damit sich die
Wunde verkleinern kann, findet in dieser Phase noch eine Wundkontraktion
statt. Die Anordnung der Kollagenfibrillen spielt hierbei eine wesentliche Rolle:
durch eine Elimination von Wasser nimmt die Dicke der Kollagenfibrillen zu
[18]. Durch diese Neuanordnung der Kollagenfasern in dem neu

entstehenden Granulationsgewebe entsteht eine wesentlich
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dichtere Extrazellularmatrix [18]. Dieser Prozess tragt malgeblich zur
Wundkontraktion und zum Wundverschluss bei. Nach ca. 7 Tagen
transformieren die Fibroblasten zu Myofibroblasten. Diese besitzen die
gleichen Aktinflamente, die auch in glatten Muskelzellen zu finden sind.
Durch eine Kontraktion dieser Aktinfilamente kommen sich die Wundrander
naher. Am Ende der Wundkontraktion gehen auch die Myofibroblasten

apoptotisch unter [17].

In der folgenden Regenerations- oder Reparativen Phase erfolgt die
Epithelisation, weshalb diese Phase auch Epithelialisierungsphase [19]
genannt wird. Diese letzte Phase der Wundheilung beginnt zwischen dem 5.
und 10. Tag [6, 7] nach der Wundentstehung. Die Hauptaufgabe dieser Phase
der Wundheilung besteht in der Kollagensynthese und in der Entstehung
eines geordneten Gewebes [8]. Keratinozyten wandern in das Wundgebiet ein
und proliferieren dort. Um in das Gewebe eindringen zu kdnnen, sezernieren
die Keratinozyten dabei verschiedene Faktoren wie Plasminogenaktivator,
das Plasmin aktiviert und den Wundschorf so zersetzt. Die Epithelzellen und
Keratinozyten produzieren Kollagenasen [3, 20] und Proteasen um
Gewebsschaden der Extrazellularmatrix zu zersetzen. In dieser Phase wird
auch das Typ-llI-Kollagen, das in der Granulationsphase vorherrschend war,
durch das stabilere Typ-I-Kollagen ersetzt [3, 19]. Die Wunde verspannt sich
besser, da sich die Kollagenfasern nun richtig anordnen kénnen. Die dicken
und dichten Blundel des Kollagens vom Typ | sind fur den Aufbau und die
Struktur des neuen Gewebes verantwortlich [10]. Als Ergebnis hat sich das
Granulationsgewebe nun in stabiles Narbengewebe umgewandelt. Die
maximale Starke und Spannkraft eines neu entstandenen Narbengewebes
betragt rund 70% der Starke intakter Haut [6]. Im klinischen Alltag ist diese
Phase besonders wichtig, da sich die Wunde in dieser Phase weitgehend
schlief3t [8].
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1.2 Die gestorte Wundheilung

Chronische Wunden oder Wunden mit verzogerter Heilung, haben die zuvor
beschriebenen vier Stadien der normalen Wundheilung nicht vollstandig
durchlaufen [19], sodass es zu keiner adaquaten Abheilung des Gewebes
gekommen ist. Bei einer derartigen Wundheilungsstérung kommt es zu
pathologischen Entzindungszustanden [21], die viel langer andauern [22]
kdnnen, als es bei der physiologischen Wundheilung der Fall ist. Die
Entstehung einer solchen chronifizierten Wunde ist ein multifaktorielles
Geschehen, das im klinischen Alltag einer interdisziplinaren Therapie bedarf.
Im folgenden Abschnitt sollen zunachst einige wichtige Ursachen der

Pathogenese chronischer Wunden aufgezeigt werden.

Uber 90% aller chronischen Wunden lassen sich athiologisch 3 Gruppen [23]
zuordnen: chronisch vendse Ulzera, diabetische Ulzera und Druckulzera [12].
Bei der Entstehung jeder dieser Wundarten ist eine Vielzahl verschiedener
Faktoren und Umstande beteiligt, die sich gegenseitig verstarken. Da es
aufgrund der multifaktoriellen Entstehung chronischer Wunden [24] sehr
schwierig ist, die Auswirkung einzelner Faktoren zu untersuchen, sind viele
der im Folgenden festgestellten Erkenntnisse durch die Untersuchung von
Wundsekret [3] und der an Wunden beteiligten Zellarten entstanden.

Die an der Entstehung chronischer Wunden beteiligten Ursachen lassen sich
in lokale und systemische Faktoren einteilen. Lokale Faktoren [10], wie zum
Beispiel durch Bakterien hervorgerufene Wundinfektionen [25, 26],
mechanische Gewebsschadigung, Ischamie [23] und Fremdkorper [24]
kénnen in erheblichem Ausmald zur Ausbildung einer chronischen Wunde
beitragen. Daruber hinaus gibt es auch systemische Zustande [24], wie etwa
chronische Erkrankungen (Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz), Fehl- oder
Mangelernahrung, Alkoholkonsum und eine Glukokortikoidtherapie, sowie
Nikotinabusus, welche die Entstehung einer chronischen Wunde stark
beglnstigen kdnnen.

Dies sind nur einige wenige Beispiele an chronischen Wunden beteiligter
Faktoren, die in ihrer Summe zu einer erheblichen Beeintrachtigung der

normalen Wundheilung fuhren kénnen. Im Folgenden werden einige wichtige
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Entstehungsmechanismen chronischer Wunden beschrieben, die fur diese

Arbeit wichtig waren.

Damit eine Wunde die physiologische Heilung, die zuvor beschrieben wurde,
durchlaufen kann, sind gewisse Umgebungsparameter und Bedingungen von
grolRer Bedeutung. So kann sich beispielsweise die Sauerstoffkonzentration
[23] des verwundeten Gewebes erheblich auf die Funktion und Leistung der
im Wundbett vorhandenen Zellen auswirken. Eine relevante Gewebsischamie
in einer Wunde fuhrt zur Dysfunktion von neutrophilen Granulozyten [22, 27]
und Fibroblasten und somit auch zur verminderten Kollagensynthese [28]. Es
konnte gezeigt werden, dass eine ausreichende Durchblutung des Gewebes
und eine suffiziente Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen

direkt proportional zur Kollagensynthese ist [28].

Abgesehen von der Perfusion und Oxygenierung einer Wunde ist die
bakterielle Besiedelung ein weiterer entscheidender Faktor fur den Verlauf der
Wundheilung [29]. Sowohl oberflachliche, als auch tiefe Wunden sind einer
bakteriellen Kolonisation und damit einhergehenden potentiellen Infektionen
ausgesetzt [23]. Das menschliche Immunsystem reagiert auf eine bakterielle
Besiedelung in Form einer akuten Entziindungsreaktion [26]. Wahrend dieser
inflammatorischen Reaktion werden neutrophlie Granulozyten angelockt, die
ihrerseits Proteasen freisetzen, die nicht nur die extrazelluare Matrix abbauen,
sondern auch die im Wundbett vorhandenen Zellen schadigen [10, 13]. Durch
die Zersetzung der Extrazellularmatrix wird auch die Epithelialisierung der
Wunde erheblich verzogert [23, 25]. Das Vorhandensein eines Biofilmes auf
einer Wunde schitzt die bakteriellen Erreger vor der Immunantwort des

Wirtsorganismus [25].

Einen weiteren wichtigen Punkt bei schlecht heilenden Wunden stellt oftmals
das Rauchen dar [10]. Der Nikotinkonsum fihrt in vielen Fallen zu
Komplikationen der Wundheilung. Nikotin selbst ist ein potenter
Vasokonstriktor, der zu einer lokalen Ischamie des Wundgewebes fuhrt [19].
Die Folgen der Ischamie auf das Gewebe und die Wundheilung wurden

bereits friiher beschrieben. Darlber hinaus fiihrt Nikotinkonsum zu einer
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vermehrten Thrombozytenaggregation [10, 19]. Dadurch wird die Entstehung
von Thromben begunstigt und somit die Blutzufuhr weiter gedrosselt. Tabak
enthalt dber 4000 verschiedene Inhaltsstoffe, die eine toxische Wirkung auf
heilendes Gewebe austuben konnen [19]. Kohlenstoffmonoxid (CO)
beispielsweise besitzt eine 200-fach hohere Bindungsaffinitdt zu Hamoglobin
im Vergleich zu Sauerstoff [10]. Das durch die Bindung von CO an
Hamoglobin entstandene Methamoglobin fuhrt zu einer reduzierten

Sauerstoffzufuhr und behindert damit die normale Zellfunktion [19].

1.3 Das Microenvironment einer Wunde und dessen Auswirkungen auf

die Wundheilung

Da fir das Uberleben von Zellen jeder Art grundsatzlich gewisse
Voraussetzungen an die Umgebung erfullt sein mussen, ist es wichtig, diese
Bedingungen in der Umgebung einer Wunde genauer zu verstehen. Denn nur
aus dem Wissen uUber das Verhalten der Zellen unter verschiedenen
Umgebungsparametern Iasst sich eine Aussage Uber ihr weiteres Uberleben

treffen.

In ihrem physiologischen Milieu sind menschliche Zellen in einem Zellverband
vorhanden. Durch die Wundentstehung wird dieser intakte Zellverband
unterbrochen und die Zellen werden verschiedenen Stressfaktoren
ausgesetzt. Bei der Wundsetzung werden unweigerlich Kapillaren verletzt,
sodass es zum Zustand einer Hypoxie kommit.

Sitkowsky et. al [27] haben herausgefunden, dass sich hypoxischer Stress auf
verschiedene Weise auf die Funktionalitdt von Immunzellen auswirkt.
Wahrend B-Zellen unter Hypoxie weiterhin Immunglobuline produzieren
kénnen, inhibiert Hypoxie scheinbar die T-Zell-gesteuerte Immunantwort.
Pugh et al. [30] beschreiben die Auswirkungen einer Hypoxie auf die
Angiogenese, die auch in Wunden eine wichtige Rolle spielt.
Zusammengefasst stellt Sauerstoff eine der wichtigsten Determinanten fur die
Angiogenese dar. Die Auswirkungen einer zelluldren Hypoxie werden durch

das sogenannte HIF-System [30] vermittelt. Die HIF-1a-Untereinheiten
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werden durch Hypoxie aktiviert, reagieren mit HRE’s (hypoxia responsive

elements) und entfalten eine Transkriptionsaktivitat [31].

Ferrara et al. [32] postulieren, dass der Angiogenesefaktor VEGF (vascular
endothelial growth factor) eine Schlusselrolle fir die Angiogenese spielt. Die
Genexpression von VEGF wird durch eine niedrige Sauerstoffkonzentration
induziert [33]. Ferrara et al. zeigen auf, dass in zahlreichen in vivo-Studien
festgestellt werden konnte, dass VEGF das Wachstum von Endothelzellen
und somit die Gefallneubildung stimuliert. Daneben besitzt VEGF mit seinen
unterschiedlichen Isoformen auch andere Funktionen. Die Isoform VEGFA ist
vor allem fur die Angiogenese verantwortlich. VEGFC und VEGFD steuern
vor allem die lymphatische Angiogenese. Die VEGF-Familie koordiniert und
fordert somit in erheblichem Ausmal} die Ausbildung der verschiedenen
anatomischen Komponenten des Gefalisystems sowohl in physiologischen,

als auch in pathologischen Zustanden [32].

Hadjipanayi et al. [34] legen dar, dass eine Hypoxie im Gewebe zu einer
ischamie-getriggerten Angiogenese fuhrt. Unterhalb einer bestimmten
Sauerstoffkonzentration reagieren die meisten Gewebearten durch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1a. Die eintretende Stabilisierung
von HIF-1a fuhrt zur Expression verschiedener Angiogenesefaktoren, wie
etwa VEGF, PDGFB (platelet-derived growth factor B), Matrix-
Metalloproteinasen (MMP) und Angiopoietin. Laut Hadjipanayi et al. ist das
Problem chronischer Wunden, bei denen es sich oftmals um ischamisches
Gewebe handelt, eine dauerhafte Exposition einer Hypoxie, wahrend akute
Wunden einer Hypoxie zeitlich begrenzt ausgesetzt sind. Den Zellen scheint
es somit bei einer dauerhaften Hypoxie-Exposition nicht mdglich zu sein, die
fur eine suffiziente Gewebsperfusion und Angiogenese erforderlichen

Angiogenesefaktoren (z.B. VEGF) zu produzieren.

Byrne et al. [35] belegen, dass eine perizellulare Hypoxie bei malignen
Tumoren zu einer rascheren Tumorprogression und zum Tumorwachstum
fuhrt. Laut Byrne et al. herrscht in Bereichen, in denen sich Tumorzellen

unkontrolliert teilen, ein stark hypoxisches Microenvironment vor. Um unter




1 Einleitung

diesen Bedingungen zu Uberleben, kdnnen sich die Tumorzellen durch die
Aktivierung von Onkogenen sowie die gleichzeitige Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen an die hypoxischen Umgebungsbedingungen
anpassen und proliferieren. Byrne et al. zeigen auf, dass die Tumorzellen in
Reaktion auf eine Hypoxie vermehrt Angiogenesefaktoren, unter anderem
VEGF, sezernieren, und damit die Neubildung von Blutgefalen initiieren. Dies
ist ein Beispiel daflir, dass Hypoxie nicht nur im physiologischen Zustand eine
wichtige Rolle spielt, sondern auch bei pathologischen Zustanden Einfluss auf

das Zellliberleben und die Zellfunktion nimmt.

Darlber hinaus hat ein hypoxisches Microenvironment jedoch auch
Auswirkungen auf andere an der Wundheilung beteiligte Zellarten.
Mesenchymale Stammzellen nehmen bei der Wundheilung eine zentrale
Funktion ein. Die Stammzellen sind in nahezu allen menschlichen
Gewebsarten vorhanden und  besitzen ein hohes MaR an
Regenerationsvermdgen und kdnnen zu allen Zellarten der mesenchymalen
Zelllinie differenzieren [36]. MSC’s kdnnen sich beispielsweise zu Adipozyten,
Chondrozyten oder Osteozyten differenzieren [37]. Fur die Wundheilung
spielen diese Zellen mit einem hohen Differenzierungspotential eine grofRe
Rolle, da sie durch Ausschuttung von Chemokinen die Migration von pro-
inflammatorischen Makrophagen in das Wundgebiet bewirken [38]. MSC’s
fordern zudem die Angiogenese und Neovaskularisierung des geschadigten
Gewebes indem sie mit den vorhandenen Endothelzellen interagieren [38].
Die mesenchymalen Stammzellen migrieren zum Wundgebiet und kénnen
durch Transdifferenzierung zu verschiedenen Zelltypen der Haut die
fehlenden Zellen ersetzen [39]. Die MSC’s konnen laut Sasaki et. al. zu
Keratinozyten, Endothelzellen und Perizyten differenzieren [39]. Auch die
Interaktion von MSC’s und Fibroblasten wurde naher untersucht: dabei zeigte
sich, dass bei einer erhohten MSC-Konzentration die Migration und
Proliferation der Fibroblasten durch bestimmte Zytokine gehemmt wurde [40].
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anzahl der vorhandenen MSC’s
im Wundgebiet erhebliche Auswirkungen auf deren Funktion wahrend des

Heilungsprozesses hat [40].
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1 Einleitung

Aufgrund ihrer Omniprasenz koénnen mesenchymale Stammzellen aus
verschiedensten Gewebearten wie Knochenmark, Fettgewebe, peripherem
Blut, und auch aus Organen wie Herz und Lunge isoliert werden [38].

Valorani et al. stellten fest, dass ein hypoxisches Microenvironment mit Oo-
Konzentrationen unter 3% das natlrliche Milieu darstellt in dem sich die
Stammzellen befinden. Eine hypoxische Umgebung scheint eine wichtige
Komponente fiir die Weiterdifferenzierung der MSC’s und fiir inr Uberleben zu
sein. Laut Valorani et al. werden Laborversuche meist unter atmospharischen
O,-Konzentrationen (21% O;) durchgefuhrt. Hierbei wird jedoch nicht
bertcksichtigt, dass die physiologische Zellnische der Stammzellen stark
hypoxisch ist. So zeigten Valorani et al, dass MSC’s unter hypoxischen
Bedingungen 5-fach hohere Proliferationsraten und eine hdhere Viabilitat
aufwiesen als unter normoxischer Inkubation. AuRerdem konnte
nachgewiesen werden, dass eine hypoxische Konditionierung der
Stammzellen  gefolgt von einer normoxischen Inkubation das
Differenzierungspotential zu Adipozyten und Osteozyten erhdhte [37].

Fehrer et al. zeigten in Erweiterung zu diesen Ergebnissen, dass eine
alleinige Inkubation unter starker Hypoxie zu einer Verminderung des
Differenzierungspotentials mesenchymaler Stammzellen fuhrt [41]. Sie
zeigten jedoch ebenfalls, dass eine zeitlich begrenzte hypoxische Inkubation
gefolgt von normoxischer Inkubation zu einer verbesserten Differenzierung

der Stammzellen fUhrte [41].

Anhand dieser Studien wird die Bedeutung der Umgebungsparameter flr das
Uberleben und Differenzierungsvermégen mesenchymaler Stammzellen

verdeutlicht.
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2 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, weitere Umgebungsparameter des zellularen
Microenvironments und deren Auswirkungen auf Zelliberleben und
Zellfunktion zu analysieren. Da an der Wundheilung eine komplexe Interaktion
von Zellen und Botenstoffen beteiligt ist, wurde in diesen Versuchen unter
Modellbedingungen die jeweilige Zellart isoliert unter dem Einfluss der

jeweiligen Umgebungsparameter untersucht.

In der ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss  wichtiger
Umgebungsbedingungen auf das Uberleben mesenchymaler Stammzellen
untersucht. Die Auswirkungen einer perizelluldaren Hypoxie und
verschiedenen Temperaturen wurden unter standardisierten Bedingungen
erfasst (s. Abb. 2, rechts). Die Auswirkungen dieser in Wunden
anzutreffenden, extremen Umgebungsparameter auf die Zellfunktionen

wurden Uber 7 Tage ermittelt.

In den folgenden Versuchen sollte der Einfluss des zellularen
Microenvironments anhand einer ebenfalls an der Wundheilung mafgeblich
beteiligten Zellart gezeigt werden. Jede Art der Wundheilung ist von einer
suffizienten Durchblutung des verletzten Gewebes abhangig. Das Verhalten
peripherer Blutzellen auf &auliere Stressfaktoren, welche in Wunden
vorherrschen, spielt hierbei eine entscheidende Rolle fur den nachfolgenden
Heilungsprozess. In einer Wunde variiert das Sauerstoffangebot, das den
Blutzellen zur Verfugung steht. Zur Veranschaulichung madglicher
Zellreaktionen auf ein variables Sauerstoffangebot wollten wir den
Sauerstoffverlauf peripherer Blutzellen bei verschiedenen Hypoxie-Stufen

darstellen.

Die zugrunde liegende Hypothese lautete, dass der Sauerstoffverbrauch der

peripheren Blutzellen mit der Zelldichte korreliert und dass diese sich
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2 Fragestellung

unmittelbar auf Produktion und Sekretion pro- und anti-angiogenetischer
Steuermolekile auswirkt (s. Abb. 2, links). Um diese Theorie
verifizieren zu koénnen, wurden zeitgleich pro- und anti-angiogenetische
Faktoren aus den zellfreien Uberstanden der jeweiligen Kulturen ermittelt. Wir
ermittelten die VEGF-Konzentration aus Vollblutkulturen unter verschiedenen
Hypoxie-Graden (siehe Abb. 2, links).

Makrophage

Fibrinnetz -

— ] w &
‘/l\

pO,
Temperatur

C Viabilitat

Angiogenese

Inhibition
Angiogenese

Blutgefal

Abbildung 2: Einfluss der Wund-Umgebungsparameter auf zellulare Viabilitdt und

Funktion. Linke Bildhalfte: Eine perizelluldre Hypoxie beeinflusst die Fahigkeit peripherer

Blutzellen, angiogenetische Proteine wie VEGF, sowie anti-angiogenetische Proteine wie
Thrombospondin-1 (Tsp-1) zu synthetisieren. Die peripheren Blutzellen wurden einem
variierenden Sauerstoffangebot ausgesetzt; die Auswirkungen einer Hypoxie wurden durch
die Bildung pro- und anti-angiogenetischer Proteine erfasst.

Rechte Bildhalfte: Das Uberleben und die Stoffwechselaktivitat mesenchymaler Stammzellen

wird mafdgeblich vom Microenvironment beeinflusst. Die Effekte der Umgebungsbedingungen
wie Temperatur und Sauerstoffangebot wurden hinsichtlich der Stoffwechselprozesse in
MSC'’s untersucht.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

2 Laminar Flow Werkbanke BDK Luft- und Reinraumtechnik
(Sicherheitsstufe 1) GmbH

SDR Sensordish® Reader fur O2- und PreSens — Precision Sensing GmbH
pH-Messung online in der Zellkultur

Zentrifuge gekuhlt fur 15/ 50ml Rotanta 460R Hettich Zentrifuge
Roéhrchen, FACS Roéhrchen und

Zellkulturplatten

Minifuge Eppendorf

Standard CO,—Brutschranke fur Thermo Scientific, Binder
Zellkultur

Zellkultur-Brutschrank mit Thermo Scientific, Binder

verstellbarer O, Konzentration fur

Hypoxie [Uber N2-Zufuhr geregelt]

Multifunktions- ELISA microplate Berthold Technologies
reader

(Mithras LB 940 Multimode

Microplate Reader)

Invertiertes Phasenkontrastmikroskop Zeiss

(Primo Vert)

Invertiertes, motorisiertes Zeiss
Fluoreszenzmikroskop (Observer)

mit sensitiver Schwarz-Weil3-Kamera

und Software (Axiovision)

Real-Time PCR Cycler Bio-Rad
Neubauer-Zahlkammer 0,1mm Tiefe, Assistent Germany
0,0025m?
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Polypropylen-Réhrchen zu
0,5ml,1,5ml, 2,0m|

15ml u. 50ml

Well Platten (6 Wells, 12 Wells, 24
Wells, 96 Wells)
Pipettenspitzen (20 - 200 pl und
1000 pl)

Serologische Pipetten

(5, 10, 25 und 50 ml)

Oxodish Reader Platten

96-Well PCR-Platten (200ul)

3.1.3 Chemikalien

PBS w/o Ca**& Mg?

DMEM Medium with stable L-
Glutamine & Phenolred
Antibiotikum/ Antimykotikum
FCS [Fetal Bovine Serum Gold, EU
approved, heat inactivated]
Quantikine Elisa

Human VEGF

Human Thrombospondin-1

LDH (Laktat Dehydrogenase)
Cytotoxicity Detection Kit

Cell proliferation Reagent WST-1
(water soluble tetrazolium)

Live-dead-staining

Trypsin-L6sung

Eppendorf, Greiner BioOne

TPP, Greiner BioOne

TipOne

Greiner BioOne

PreSens — Precision Sensing Gmbh
Art.nr.:200000430 (Platten)
Bio-Rad, Art.nr.: HSL-9xxx (Low

profile semi-skirted)

Biochrom Art.nr.: L1825
Biochrom

Art.nr.: FG0445

PAA Art.nr.: P11-002
PAA Art.nr.: A15-152

R & D Systems

Art.nr.: DVEQO

Art.nr.: DTSP10

Roche

Art.nr.: 11644793001

Roche

Art.nr.: 11644807001
Invitrogen™, Life Technologies
Art.nr.: L-3224

Biochrom Art.nr.: L2163
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3 Material und Methoden

EDTA-Ro6hrchen (BD Vacutainer BD Diagniostics
EDTA Plus Rohrchen aus PET 10ml, Art.nr.: BD367525
10,8mg Kz EDTA, lila)

3.1.4 Lésungen

DMEM-Zellkulturmedium: Biochrom (Berlin)
10% FCS, 1% Penicillin/

Streptomycin/ Amphotericin B [Ab/Am]

(Pen/ Strep = Ab, Amph. B = Am)

3.2 Methoden

3.2.1 Isolation mesenchymaler Stammzellen aus Fettgewebe

Pluripotente adulte mesenchymale Stammzellen wurden aus flissigem
,surgical waste“ der Klinik fur Plastische Chirurgie und Handchirurgie
gewonnen. Zur Vorbereitung der Zellisolation wurde hierfur zunachst eine
Kollagenase-Losung aus 1 mg Collagenase A (0,1 %) und 1 ml PBS (1 %)
angefertigt. Durch die Enzymmischung wurde das Fettgewebe angedaut,
damit sich die Stammzellen aus ihrem natlrlichen Zellverband herauslosen
konnten. Die Kollagenase, die in Pulverform vorlag, wurde mit PBS-Losung
grundlich vermischt. Um die angefertigte Losung fur die Zellkultur zu
sterilisieren, wurde die Kollagenase-Mischung mit einer 20 ml-Spritze
aufgezogen und durch einen sterilen Spritzenfilter mit einer Porengrélie von
0,22 mm filtriert. AnschlieRend wurden jeweils 25 ml Fett in 50 ml Ficoll-Tubes
geflllt. Danach wurde jedes der mit Fett geflllten 50 ml Ficoll-Tubes mit 25 ml
der vorbereiteten Kollagenase-Losung bis zur 50 mil-Marke aufgeflllt. Das
Fettgewebe wurde also mit der Kollagenase-Losung in einem Mengen-
Verhaltnis von 1:1 vermischt. Daraufhin wurden die Ficoll-Tubes fur 30
Minuten in ein auf 37° Celsius aufgewarmtes Wasserbad gestellt und alle 10
Minuten sanft geschuttelt. Nach der Inkubation wurden die Tubes bis zum
Oberrand mit DMEM-Medium (enthalt 10 % FCS, 1% Antibiotikum/
Antimykotikum) aufgeflllt und 10 Minuten lang bei 1800 rpm und 20° Celsius
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen. Um

sicher zu gehen, dass hierbei das Zellpellet im Tube verblieb, wurde das
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Pellet wahrend des Abkippens mit einer sterilen Einmalpinzette festgehalten.
Das Zellpellet wurde in einer 5 ml PBS-Lésung resuspendiert. Die Zellen
wurden nun durch einen Zell-Strainer mit einer Porengrdfde von 100 um
gefiltert und in einem frischen Ficoll-Tube gemeinsam gepoolt. Anschlief3end
erfolgte erneut die Zentrifugation der Tubes bei 1300 rpm und 20° Celsius.
Danach wurde der Uberstand nochmals abgekippt und das Pellet dieses Mal
in jeweils 10 ml Kulturmedium (DMEM) resuspendiert. Die so entstandene
Zellsuspension wurde in 175 cm? groRen Kulturflaschen zur Anziichtung der
Zellen gebracht. Zu jeder Kulturflasche wurden zusatzlich jeweils 25 ml
Kulturmedium (DMEM) hinzugegeben. Somit konnte aus anfanglich zwei 50
ml Ficoll-Tubes mit jeweils 25 ml Fettgewebe jeweils eine 175 cm? groRRe

Kulturflasche fur die Zellaussaat gefullt werden.

3.2.2 Isolation peripherer Blutzellen

Fir die Isolation peripherer Blutzellen wurde bei einem gesunden 25-jahrigen,
nicht-rauchenden weiblichen Spender eine peripher-vendse Blutabnahme
durchgefuhrt. Fur die Versuche wurden unterschiedliche Mengen an Vollblut
bendtigt, das zunachst in 10 ml EDTA-Rohrchen gesammelt wurde. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator bei Normoxie (bei 5 % CO; und
37°C). Zur Proteinbestimmung aus dem Blutplasma wurde das Vollblut 10
Minuten lang bei 1500 g und 4° Celsius zentrifugiert. Anschliefend wurde das
Plasma aus der obersten Phase des Rohrchens entnommen
(siehe Abb. 3). Bei der Abnahme des Plasmas aus dem Rdéhrchen mit einer
sterilen 1000 ml-Pipette wurde darauf geachtet, moglichst keine Zellen aus

dem peripher-vendsen Blut zu enthehmen.
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Plasma/ Serum

Buffy coat (Monozyten, Lymphozyten)

Erythrozyten, Granulozyten

Abbildung 3: Verschiedene Phasen nach Zentrifugation von Vollblut bei 1500g und 4°C
fir 10 Minuten.

3.2.3 Sauerstoffmessungen

Um die Reaktion peripherer Blutzellen unter verschiedenen Hypoxie-Graden
naher zu untersuchen, wurde peripher enthommenes menschliches Vollblut
aus einem gesunden Probanden in verschiedenen Konzentrationen in einem
Blut-Luft-Gemisch 7 Tage lang inkubiert bei 37°C (5% CO3). In einer Wunde
variiert das Sauerstoffangebot, das den Blutzellen pro Volumeneinheit zur
Verfugung steht. Um die Auswirkungen verschiedener Sauerstoff-
konzentrationen auf den Zellmetabolismus darzustellen, wurde der
Sauerstoffverlauf  peripherer Blutzellen bei verschiedenen Blutzell-
konzentrationen ermittelt. Mit einem Sensordish Reader (SDR) wurde die
Sauerstoffkonzentration in Vollblut unter Wundbedingungen gemessen, da
hierdurch Riickschlisse auf das Uberleben der peripheren Blutzellen und
ihren Sauerstoffverbrauch gezogen werden kénnen. Jedes Well der OxoDish-
Platte ist im Zentrum mit einem fluoreszierenden Farbstoff beschichtet. Der
Farbstoff wird durch den Sensordish Reader unterhalb der OxoDish-Platte
angeregt, dadurch entsteht eine Fluoreszenz. Die Exzitationsdauer des
Lumineszenzfarbstoffs wird durch den transparenten Boden der Platte
hindurch vom Sensordish Reader nicht-invasiv erfasst. Die Exzitationsdauer
des Lumineszenzfarbstoffs hangt vom Sauerstoffpartialdruck in der OxoDish-
Platte ab. Somit kann die jeweilige O»-Konzentration von der Software

berechnet und angezeigt werden.
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FUr das Monitoring der Sauerstoffkonzentrationen in Vollblutkulturen wurde
peripher vendses Blut (Durchschnittliche Anzahl peripherer Blutzellen:
5 x 10%L) bei zwei gesunden 25-jahrigen freiwilligen Probanden (mannlich
und weiblich, Nichtraucher, BMI = 23.6 + 2.5 kg/m?) entnommen. Das Blut
wurde aus den EDTA-Ro6hrchen fur das O,-Monitoring in die 24-Well Oxodish-
Reader-Platten gefullt. Das Sauerstoff-Monitoring der Vollblutkulturen wurde
mit 4 verschiedenen Blutzelldichten, bezogen auf die Gesamtflache der Wells
(2 cm?), durchgefiihrt. Die im Folgenden als BVUA’s (blood volume per unit
area) bezeichneten Blutzelldichten setzten sich wie folgt zusammen:
1,5 ml/cm?, 1 ml/cm? , 0,75 ml/cm?, 0,5 ml/cm? und 0,25 ml/cm?. Die OxoDish
Reader Platte wurde anschliellend entweder allein mit dem Deckel
verschlossen, oder aber zusatzlich mit einem Parafilm abgedichtet, um den
Gasaustausch mit der Umwelt vollstandig zu verhindern. Der Versuchsansatz,
bei dem die OxoDish-Platte allein mit dem Deckel verschlossen wurde
entsprach einem offenen, also einem mit der Umwelt in Verbindung
stehenden System. Der zusatzlich mit Parafilm abgedichtete Versuchsansatz
hingegen sollte ein geschlossenes, abgedichtetes System widerspiegeln.
Diese unterschiedlichen Ausgangsbedingungen entstanden aus der
Annahme, dass es bei Wunden an unterschiedlichen Korperstellen auch
Unterschiede in der Sauerstoffversorgung gibt. Eine Zellkonzentration von
0,25 ml/cm? und 0,5 ml/cm? entsprach einer niedrigen BVUA, entsprechend
stellte 0,75 - 1,5 mlicm? eine hohe BVUA dar. In Abb. 4 sind die
verschiedenen Phasen bei hoher, beziehungsweise bei einer niedrigen BVUA

genauer dargestellt.
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O,-Monitoring tber 7 Tage bei verschiedenen

BVUA's 02-Konzentrationen der
verschiedenen BVUA's
Hohe BVUA
21% Oy,
/
Niedrige BVUA \
—
21% O, Perizellulare Hypoxie

WAL LR NG W ADLORANS L PASTEN A LD LR NG WD n v
Erythrozyten Buffy Coat HPP
k- ..~ (Leukozyten und (Hypoxie

Plattchen) prakonditioniertes
Plasma)

Abbildung 4: Schema zur Erlauterung der BVUA (blood volume per unit area). Bei
niedriger BVUA (oben links) kann keine perizellulare Hypoxie entstehen, da alle Zellen des
Zelllayers Kontakt zu den angrenzenden Schichten haben. Erst bei einer hohen BVUA (rechts
oben) ,veratmen® die obersten Zellschichten des Buffy Coats den geldsten Sauerstoff; zum

Kern des Buffy Coats hin entsteht zunehmend perizellulare Hypoxie.

Nach der korrekten Platzierung der Oxodish Reader Platte auf dem
Sensordish Reader wurden die Einstellungen der Messungen vorgenommen
sowie die Messdauer bestimmit.

Alle Messungen fanden im Inkubator bei einer Temperatur von 37° Celsius,
Normoxie (21% O2) und 5% CO, statt. Hierdurch wurden flr jede
Versuchsreihe stets gleiche Ausgangsbedingungen geschaffen. Die
Sauerstoffkonzentrationen  fur die  verschiedenen BVUA’'s  wurden
kontinuierlich 7 Tage lang fur jeweils 24 Stunden ermittelt, wobei die
Sensordish-Platten Uber die gesamte Messdauer im Brutschrank verblieben.
Bei den Messungen wurde der prozentuale Anteil von Sauerstoff in
.%o O fur jedes Well angegeben. In Abb. 5 werden die einzelnen

Messzeitpunkte naher erlautert.
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Start
Ende

20 Minuten

Do - oo

S
>
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Messzeitpunkte fiur das O,-Monitoring. Die
Messungen erfolgten 7 Tage lang. Pro Tag wurde eine 20-minitige Messung durchgefihrt,
jeweils in 24-stiindigen Abstanden. Innerhalb der 20 Minuten Messzeit erfolgte in 30-

Sekunden-Intervallen eine Messung.

3.2.4 Analysemethoden

Bestimmung der Zellviabilitat/ Zelluberleben

a) WST-1-Assay

Mit dem WST-1-Test wurde die metabolische Aktivitdt von mesenchymalen
Stammzellen bestimmt, um ihre Uberlebensfahigkeit unter Wundbedingungen
zu untersuchen. Der Test beruht auf der Bestimmung der Aktivitat der
mitochondrialen Dehydrogenase. Die mitochondriale Dehydrogenase spaltet
wasserlosliche Tetrazolium-Salze in Formazan-Salze. Diese Reaktion fuhrt zu
einem Farbumschlag, welcher mit einer optischen Dichtemessung quantifiziert
werden kann. Die Menge des gebildeten Formazan-Farbstoffes korreliert mit
der Anzahl an stoffwechselaktiven Zellen. Zur Testung wurden zu 100 pl
Zellkulturmedium pro Well jeweils 10 pyl WST-1-Reagenz dazu gegeben.
Anschlieend wurden die Zellen mit dem Reagenz fur 1,5 Stunden im
Brutschrank bei 37° Celsius und 5% CO; inkubiert. Die Formazan-Absorption
wurde mit einem Microplate Reader bei einer Wellenlange von 450 nm
(Referenzwellenlange 590 nm) bestimmt. Fiur jeden Versuchsansatz wurden

drei Proben verwendet. Zusatzlich wurde die optische Dichte fir drei ,leere®
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Proben ohne Zellmaterial bestimmt, um eine Absorption allein durch das

Zellmedium und das Reagenz auszuschliel3en.

b) LDH-Assay

Der LDH-Zytotoxizitats-Assay ist ein kolorimetrisches Verfahren, mit dem der
Zelltod quantifiziert und damit das Zelliberleben unter verschiedenen
Wundbedingungen untersucht werden kann. Die Laktatdehydrogenase ist ein
zytoplasmatisches Enzym, welches in das extrazellulare Medium freigesetzt
wird, sobald die Zellmembran beschadigt wird. Im zellfreien Uberstand kann
die Aktivitat der Laktatdehydrogenase mit einem enzymatischen Test ermittelt
werden. Hierzu wurden jeweils 100 ul zellfreier Uberstand aus der zu
untersuchenden Probe entnommen. Nach Zugabe des LDH-Reaktions-Mixes,
der aus jeweils 2,5 pl Katalysator und 112,5 ul Farbstoff je Probe
zusammengesetzt war, wurden die Proben 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die LDH katalysiert die Reaktion von
Pyruvat zu Laktat und reduziert dabei NAD zu NADH'H". Die frei werdenden
Protonen werden auf ein Tetrazolium-Salz Ubertragen und fihren zur Bildung
eines roten Formazan-Salzes. Die Absorption des Formazan-Farbstoffes
wurde bei einer Wellenlange von 490 nm (Referenz-Wellenlange 690 nm)
erfasst. Aus der Menge des gebildeten Formazan-Salzes liel3 sich die Aktivitat

der LDH bestimmen.

c) Live-Dead-Assay

Um das Zelluberleben zu quantifizieren wurde eine ,Lebend-Tod“-Farbung
der Zellen mit zwei fluoreszierenden Farbstoffen durchgefihrt. Lebende
Zellen wurden mit dem grun fluoreszierenden Calcein AM angefarbt.
Gleichzeitig wurden tote Zellen mit dem rot fluoreszierenden Ethidium-
Homodimer 1 (EthD-1) sichtbar gemacht. Die Vitalitat der Zellen war abhangig
davon, ob die Zellmembran intakt war oder nicht. Das Calcein durchdringt die
intakte Zellmembran und weist die intrazellulare Esterase-Aktivitat nach,
wohingegen Ethidium-Homodimer 1 nur in Zellen mit bereits beschadigter
Zellmembran eindringen kann und daher selektiv nur abgestorbene Zellen rot
farbt. FUr den Reaktionsmix wurden die Fluoreszenzfarbstoffe in einer PBS-
Lésung mit Mg®*/Ca?* verdiinnt (Calcein AM: 1:8000, Ethidium-Homodimer
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1:1:2000). Nach Entfernen des zellfreien Uberstandes wurde der
Reaktionsmix mit den Farbstoffen zu den Proben gegeben. Nach einer 2-
mindtigen Inkubation der Farbelésung mit den Zellen wurde der Uberstand
abgenommen und jeweils 100 pl PBS-Losung hinzu gegeben. Die

angefarbten Zellen wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

3.2.5 Hypoxie vs. Normoxie

Mesenchymale Stammzellen (p8) wurden 7 Tage lang unter zwei
verschiedenen Bedingungen inkubiert: unter Normoxie (21% Oz, 5% COa,
37°C) und unter Hypoxie (3% O,, 5% CO,, 37°C). Taglich erfolgten
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Stammzellen mithilfe des Live-
Dead-Assays, um das Zelliberleben quantitativ zu erfassen. Fur die
Aufnahmen wurde pro Well per Zufallsprinzip jeweils ein Abschnitt unter 20-
facher VergroRerung ausgewahlt. Da die Auswahl der Abschnitte per
Zufallsprinzip erfolgte, ist aus den Zahlungen keine Aussage zur
Gesamtzellzahl moglich. Die Zahlung der vitalen und avitalen Zellen wurde
mit dem Programm ,Image J“ anhand der Aufnahmen durchgefihrt. Aus den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mittels Live-Dead-Assays sind
jeweils die Ergebnisse der Zellzahlungen vitaler Zellen (grine Farbung) und
avitaler Zellen (rote Farbung) zu sehen.

Um die Ergebnisse vitaler und avitaler Zellen besser zu quantifizieren,
erfolgten aullerdem taglich Viablitiats-Assays zu den jeweiligen Bedingungen.
Es wurde taglich pro Bedingung jeweils ein LDH-Assay und ein WST-Assay
durchgefuhrt.

3.2.6 Einfluss von Temperaturunterschieden und Hypoxie

Um die Auswirkung von Temperaturunterschieden in Kombination mit einer
hypoxischen Umgebung auf das Zelliberleben zu untersuchen, wurden
mesenchymale Stammzellen (p5) zunachst zwei Stunden lang unter 6
verschiedenen Temperaturen zwischen 30,0°C — 45,8°C in einem PCR-
Cycler-Gerat inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 7 Tage lang in einem
Hypoxie-Inkubator (3% O, 37°C, 5% CO2) unter gleichen Bedingungen

inkubiert. An den Tagen 1, 3 und 7 nach der Zellaussaat wurde die Viabilitat
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der Zellen anhand des LDH-Release, des WST-1-Assays und des Live-Dead-

Stainings auf die jeweils verschiedenen Temperaturen hin untersucht.

3.2.7 Bestimmung der Angiogenesefaktoren

Nach der Messung der Sauerstoffkonzentrationen in Vollblut tGber jeweils 5
bis 7 Tage wurden aus dem Blutplasma bzw. Serum die Konzentrationen der
anti-angiogenetischen Faktoren Thrombospondin-1 (Tsp-1), sowie des
Angiogenesefaktors VEGF (vascular endothelial growth factor) bestimmt.

Die monoklonalen Antikorper gegen Tsp-1 und VEGF waren in der jeweiligen
Mikrotiterplatte verankert. Fir jeden Elisa wurden Standardreihen in einer
jeweils 6- bis 7-stufigen Verdlinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen
angefertigt. Nach Zugabe der Standards und der Proben in einen geeigneten
Probenverdunnungspuffer wurde die Mikrotiterplatte 2 bzw. 3 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die Inkubation des Tsp-1-Elisas wurde die
Mikrotiterplatte auf einen Schuttler gestellt. Nach der zwei- bis dreistindigen
Inkubationszeit wurden die Standards bzw. Proben mit dem Probenverdinner
verworfen und die Elisas vier Mal mit Waschpuffer gespult. Dann wurde
jeweils 200 pl Konjugatlosung pro Well mit dem jeweiligen Detektions-
Antikdrper zu den Standards und Proben gegeben. Es erfolgte eine erneute
Inkubation fur die Dauer von zwei Stunden bei Raumtemperatur, wobei die
Mikrotiterplatte mit dem Tsp-1-Elisa abermals auf dem Schuttler verblieb.
Dem folgte wieder das Absaugen und Spulen der Platte mit dem
Waschpuffer. Sowohl beim VEGF-, als auch beim Tsp-1-Elisa wurde direkt
nach dem Waschschritt 200 pl Substratiosung pro Well hinzugeflgt. Die
Platte wurde daraufhin 20 bis 25 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert, wobei wahrenddessen regelmafig die Farbentwicklung beobachtet
wurde. Im letzten Schritt wurden 50 pl einer Stop-Lésung auf die Standards
und Proben gegeben, woraufhin sich ein Farbumschlag von blau nach gelb
zeigte. Mit dem Elisa Microplate-Reader wurde im Anschluss die optische
Dichte bei
450 nm gemessen. Mithilfe der Absorptionsmaxima und den
Standardkonzentrationen wurde eine Standardkurve fur jeden Elisa erstellt.
Aus dieser Kurve liel3 sich die Konzentration des gesuchten Proteins fur die

jeweils gemessene optische Dichte errechnen.
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3.3 Statistik

Die Versuche zur Reaktion mesenchymaler Stammzellen bei variierendem
Microenvironment erfolgten fur jede Gruppe im sechsfachen Ansatz (n = 6).
Die Versuche zur Auswirkung einer perizellularen Hypoxie und Angiogenese
erfolgten fur jede Gruppe im dreifachen Ansatz (n = 3).

FUr jede Testgruppe wurden Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet und unter Verwendung des student’s t-test sowie der einfaktoriellen
Varianzanalyse (Anova) p-Werte ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant definiert. Fur alle statistischen Berechnungen wurde die
Software “IBM SPSS-Statistics 23” verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von Wund-Umgebungsparametern auf das Uberleben und

die Stoffwechselaktivitat mesenchymaler Stammzellen

41.1 Einfluss von Hypoxie auf die Viabilitat mesenchymaler
Stammazellen

In der ersten Versuchsreihe wurde der Einfluss von Hypoxie auf das
Uberleben mesenchymaler Stammzellen untersucht, die eine zentrale Rolle
im Wundheilungsprozess einnehmen. Die Aktivitat der MSC’s wurde mittels
Viabilitats-Assays jeweils unter Normoxie (21% Oz) und unter Hypoxie
(3% O2) quantifiziert.

Die Ergebnisse der Zahlungen vitaler und avitaler Zellen in Abb. 6 zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen einer hypoxischen vs.
normoxischen Inkubation. Nur die Anzahl vitaler Zellen an den Tagen 1 und 2

ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Hypoxie und Normoxie.

Hypoxie

Normoxie

Tag 1 2 3 4 5 6 7

N
o

BNormoxie BNormoxie

B Hypoxie

Mémﬂ

Zeit ( Tage Zeit ( Tage)

B Hypoxie

Avitale Zellen

Vitale Zellen
o o o o o o
=—| *
: *

0

Abbildung 6: Live-Dead-Staining (oben) und Zahlung vitaler und avitaler Zellen (unten);
Uber 7 Tage erfolgten tagliche fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen unter jeweils
hypoxischer und normoxischer Inkubation, die vitalen und avitalen Zellen wurden mit dem

Programm ,Image J’ gezahlt. Aufgefiihrt sind Mittelwerte £ SD, n=6, T-Test *p <0.05.
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4 Ergebnisse

Die Untersuchung der Viabilitat der mesenchymalen Stammzellen mit dem
WST-1-Assay und LDH-Assay (s. Abb. 7) Kkorrelierte nicht mit den
Ergebnissen aus den Zellzdhlungen. Der WST-1-Assay ergab einen hoch
signifikanten Unterschied: unter hypoxischen Bedingungen waren die Zellen
an den Tagen 1 — 7 wesentlich starker metabolisch aktiv im Vergleich zur

normoxischen Umgebung (Abb. 7).

3.0 WST-1

LDH -
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*
*
o
©

OHypoxie

OHypoxie ®Normoxie

BNormoxie
1 2 3

Abbildung 7: Viabilitits-Assays der MSC’s mittels WST-1-Assay und LDH-Release.
Es erfolgten tagliche Messungen uber 7 Tage, jeweils unter Hypoxie (3% O,) oder Normoxie

(21% Oy), bei 37°C und 5% CO,. Aufgefiihrt sind Mittelwerte + SD, n=6, T-Test ***p <0.001;
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Zellfreies Medium wurde als Negativkontrolle zusatzlich getestet (Daten nicht gezeigt).

Der LDH-Assay ergab einen signifikant vermehrten Zelluntergang unter
Hypoxie im Vergleich zu Normoxie. Somit schien unter hypoxischer
Inkubation insgesamt ein vermehrter Zellumsatz stattzufinden, der vermehrt
zum Zelluntergang fuhrte. Im LDH-Assay ergaben sich an den Tagen 4, 5 und
7 signifikante Unterschiede zwischen hypoxischer und normoxischer
Inkubation. Da keine Erfassung der absoluten Zellzahl erfolgte, war aus den
Viabilitats-Assays keine Aussage bezlglich der tatsachlichen Anzahl

Uberlebender Zellen maglich.
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4.1.2 Einfluss von Temperatur und Hypoxie auf Viabilitit mesenchymaler

Stammzellen

Nach Untersuchen des Zelluberlebens unter Hypoxie und Normoxie wurde
der Einfluss einer weiteren Variablen, der Temperatur, auf die Viabilitat von
MSC’s untersucht. Im physiologischen Wundmilieu kdnnen Unterschiede in
der Durchblutung des Gewebes auch zu Temperaturunterschieden fuhren.
Ein groles Problem chronischer, nicht heilender Wunden ist eine
Minderdurchblutung des Gewebes. Das heilende Gewebe ist dadurch zum
einen schlechter mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Zum anderen wirkt
sich eine mangelhafte Durchblutung von Wunden madglicherweise durch

variierende Temperaturen direkt auf das Zelliberleben aus.

Die Auswertungen der Aufnahmen aus den Live-Dead-Stainings ergaben an
Tag 1 nach der Zellaussaat signifikant erhdhte Zellzahlen bei Temperaturen
zwischen 30,0°C - 33,7°C im Vergleich zu den hdheren Temperaturen
(s. Abb. 8). An Tag 3 wurden signifikant hohere Zellzahlen bei 31,1°C und
33,7°C festgestellt. An Tag 7 waren bei 30,0°C signifikant mehr Zellen vital
als bei allen anderen Temperaturen. Aus diesen Ergebnissen ging hervor,
dass bei niedrigeren Temperaturen als der normalen Koérpertemperatur, die
Ublicherweise 37°C betragt, signifikant mehr vitale Zellen gezahlt wurden als
unter hoheren Temperaturen. Bei 45,8°C waren keine vitalen Zellen mehr
nachweisbar, da unter diesen Temperaturen bereits der Zelltod eingetreten
war. Auch bei 42,0°C konnten signifikant verminderte Zellzahlen bei den
vitalen Zellen nachgewiesen werden, sodass unter dieser Temperatur das

Zelluberleben vermutlich erschwert moglich ist.

Die Auswertung der avitalen Zellzahlen ergab an Tag 1 keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Temperaturen. An Tag 3 wurden
bei 42,0°C signifikant vermehrt avitale Zellen gezahlt. An Tag 7 wurden auch
bei 42,0°C und bei 45,8°C signifikant mehr avitale Zellen verzeichnet.

Diese Feststellungen deckten sich mit den Ergebnissen der vitalen Zellzahlen,
da unter héheren Temperaturen als der physiologischen Kdrpertemperatur

das Zelluberleben scheinbar verlangsamt oder gar nicht moglich war.
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Abbildung 8:

Live-Dead-Staining und Zellzdhlung von MSC’s mit Temperaturunterschieden an Tagen
1, 3 und 7 nach Zellaussaat;

Live-Dead-Staining der Zellen (oben).

Zellzahlung unter Verwendung des Programms ,mage J“ (unten), Aufgefihrt sind
Mittelwerte = SD, n=6, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001.

Im nachsten Schritt wurden zu den gleichen Zeitpunkten, an den Tagen 1, 3
und 7 nach Zellaussaat, Viabilitats-Assays der Zellen durchgefuhrt. An Tag 1
konnten im WST-Assay keine signifikanten Unterschiede in der Viabilitat der
Zellen vermessen werden (s. Abb. 9). An Tag 3 wiesen die Zellen ab

Temperaturen = 37,3°C eine signifikant geringere Viabilitdt im Vergleich zu
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den niedrigeren Temperaturen auf. An Tag 7 wiesen die Zellen, die bei
Temperaturen von 42,0°C und 45,8°C inkubiert worden waren, ebenfalls eine

signifikant verminderte Viabilitat auf.
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o 18 BTag3| £ 30 - OTag 3
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Abbildung 9: Viabilitits-Assays mesenchymaler Stammzellen unter Temperatur-
exposition.

Oben: gezeigt sind die Ergebnisse fur WST-1 und LDH-Release bei zweistiindiger Inkubation
unter 5 verschiedenen Temperaturen (von 30,0°C — 45,8°C) und insgesamt 7-tagiger
Inkubation unter 3% O,, 5% CO, und 37°C.

Unten: mesenchymale Stammzellen wurden jeweils 2 Minuten, 20 Minuten, 2 Stunden oder
24 Stunden lang unter 3 verschiedenen Temperaturen inkubiert, anschlieRend wurde die
Viabilitat mittels WST-1- und LDH-Assay bestimmt.

Gezeigt sind Mittelwerte + SD, n=6, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (einfaktorielle

Varianzanalyse).

Der LDH-Assay ergab, dass an Tag 1 bei 45,8°C bereits alle Zellen
abgestorben waren, wie auch die Ergebnisse der Live-Dead-Stainings bereits
zeigten. An Tag 3 waren bei 42,0°C und bei 45,0°C ebenfalls vermehrt
abgestorbene Zellen zu verzeichnen im Vergleich zu niedrigeren
Temperaturen. An Tag 7 konnten interessanterweise keine signifikanten
Unterschiede bezlglich des Zelltodes bei den verschiedenen Temperaturen

festgestellt werden.
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Bei einem Temperaturgradienten zwischen 30,0°C - 42,0°C nahm die
Viabilitdt der Zellen mit abnehmender Temperatur zu. Mit steigender
Temperatur nahm hingegen der Anteil avitaler/ abgestorbener Zellen zu.

Um die Auswirkungen der Temperaturunterschiede auf die MSC’s abhangig
von der Dauer ihrer Exposition zu untersuchen, wurden die Stammzellen mit
jeweils 4 verschiedenen Zeitspannen den jeweiligen Temperaturen

ausgesetzt.

Eine 2-minutige sowie eine 20-minutige Exposition der Stammzellen mit den
jeweiligen Temperaturen reichte nicht aus, um im WST-Assay sowie im LDH-
Release zu signifikanten Unterschieden zu fuhren. Ab einer 2-stindigen
Exposition hingegen zeigten sich signifikante Unterschiede.

Nach einer 2-stindigen Exposition bei der entsprechenden Temperatur
konnte ein signifikant erhohter WST-Wert bei 30°C und 37°C im Vergleich zu
42°C gemessen werden (s. Abb. 9). Auch nach 24-stindiger Exposition war
die Viabilitat der MSC’s unter 42°C Exposition hoch signifikant niedriger
(p <0.01). Die Ergebnisse des LDH-Assays korrelierten mit diesen
Beobachtungen. Nach 2-stliindiger sowie nach 24-stiindiger Exposition unter
42°C war der LDH-Release signifikant hoher im Vergleich zu geringeren

Temperaturen.
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4.2 Einfluss von relativer Zellkonzentration auf O,-Homoostase

Im Folgenden wird der Sauerstoffverbrauch peripherer Blutzellen unter
kontinuierlichem O,-Monitoring bei variierenden Blutzellkonzentrationen
studiert. Die zu untersuchende Hypothese lautet, dass der
Sauerstoffverbrauch der peripheren Blutzellen proportional zur Zelldichte

zunimmt.

O,-Monitoring der Blutkulturen

Niedrige BV

3 -o-15
é 8,00 —x=075
6,00 Perizelluldre Hypoxie —405
o Hohe BVUA =~ %°
2,00 ohe

N B o S— o B o S— X

0,00 - $ x " x v

0 1 2 3 4 5 6 7

Zeit (Tage)

Abbildung 10: Sauersoff-Monitoring in Vollblutkulturen mit unterschiedlicher BVUA.
Gezeigt ist die O,-Konzentration 4 verschiedener BVUA'’s (0,25, 0,5, 0,75, 1,5 mI/cmZ) Uber 7
Tage im Normoxie-Inkubator (20% O,, 37°C, 5% CO,). Bei niedriger BVUA konnte keine
anhaltende perizelluldre Hypoxie entstehen; erst ab einer BVUA 20,75 ml/cm? entstand eine
anhaltende Hypoxie <1% O, Uber 7 Tage. n=4, abgebildet sind Mittelwerte =

Standardabweichung.

Bei naherer Betrachtung des Sauerstoffverlaufs (Abb. 10) fiel auf, dass bei
hohen BVUA'’s bereits am Tag 1 eine relevante Hypoxie entstehen konnte.
Der Sauerstoffpartialdruck fiel bei hohen BVUA'’s rapide ab. Bei 0,5 ml/cm?
stieg ab Tag 3 die O,-Konzentration wieder an, wahrend bei den hdéheren
BVUA’s (0,75 und 1,5 mlicm?) eine anhaltende, tiefe Hypoxie bis zu Tag 7
anhielt. Bei einer niedrigen BVUA von 0,25 ml/cm? entstand keine relevante
Hypoxie von <1% O,. An Tag 1 fiel bei 0,25 ml/cm? die O»-Konzentration
minimal ab; dieser Abfall war moglicherweise auf einen anfanglichen
Sauerstoffverbrauch der Zellen zurlckzufuhren. Am Tag 2 stieg die O,-
Konzentration bei niedriger BVUA wieder an. An Tag 4 war bei der niedrigsten

BVUA (0,25 mlicm?) ein Plateau des Sauerstoffanstiegs erreicht.
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Augenscheinlich war zu diesem Zeitpunkt ein Gleichgewicht zwischen
Sauerstoffverbrauch und Sauerstofffreisetzung eingetreten, sodass kein
weiterer Sauerstoff freigesetzt wurde und das Plateau der O,-Konzentration

erreicht war.

Aus diesen Resultaten ging auch hervor, dass der Grenzbereich der BVUA,
der fUr eine anhaltende perizellulare Hypoxie von <1% O, erforderlich war, bei
einer BVUA  zwischen 0,5 - 0,75 ml/cm? lag. Ab einer BVUA von
>0,75 ml/cm? trat eine 7-tagige, relevante Hypoxie ein. Dieses Ergebnis war
fur die folgenden Versuche relevant, da peripheren Blutzellen die Eigenschaft
zugeschrieben  wird, unter einer akut eingetretenen  Hypoxie
Angiogenesefaktoren zu bilden und somit die Neoangiogenese des heilenden

Gewebes zu fordern.

4.3 Die Auswirkungen einer perizellularen Hypoxie auf die Bildung von

Angiogenesefaktoren durch periphere Blutzellen (PBZ)

In den zuvor aufgeflhrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass fur das
Entstehen einer anhaltenden Hypoxie <1% O, eine hohe BVUA
(= 0,75 ml/cm?) erforderlich war. Das Entstehen dieser perizelluldren Hypoxie
spielt im Wundheilungsprozess eine wichtige Rolle, da durch die hypoxischen
Umgebungsbedingungen vermehrt Angiogenesefaktoren gebildet werden.

Um diesen Zusammenhang fur periphere Blutzellen zu belegen, und vor allem
die genaue zeitliche Korrelation zwischen Hypoxie und der Bildung von
Angiogenesefaktoren aufzuzeigen, wurden aus den Plasmauberstanden der
Vollblutkulturen der verschiedenen BVUA’'s (von jeweils 0,5, 0,75 und
1,5 mlicm?) die Konzentrationen des Angiogenesefaktors VEGF bestimmt
(s. Abb. 11). Die gezeigten VEGF-Konzentrationen der verschiedenen
BVUA’s wurden am Tag 7 nach Beginn der Inkubation aus den

Zelluberstanden gewonnen.
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Abbildung 11: Plasma-VEGF-Konzentrationen der Blutkulturen nach 7 Tagen bei
37 °Celsius und 5% CO,. Gezeigt ist die VEGF-Bildung bei BVUA’s von 0,5, 0,75 und
1,5 ml/cm?; Frischplasma war an Tag 0 enthommenes Blutplasma; aufgefuhrt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung (n=4); * = p <0,05 (vs. 0,5 mI/cmz); **=p<0,01(vs.0,5 mI/cmz).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der VEGF-Produktion in
den Blutkulturen mit hohen BVUA’s (mit 0,75 und 1,5 ml/cm?). In diesen
Blutkulturen trat auch jeweils eine Uber 7 Tage anhaltende Hypoxie (<1% O)
ein (s.0. Abb. 10). Die Plasma-VEGF-Konzentrationen waren bei hohen
BVUA'’s im Vergleich zur niedrigeren BVUA (von 0,5 ml/cm?) etwa ~1,5 hdher.
In den Blutkulturen mit niedriger BVUA 0,5 ml/cm? trat nur eine kurzfristige
Hypoxie ein, welche von einem Anstieg der perizellularen
Sauerstoffkonzentration gefolgt wurde (s. Abb. 10). Somit veranderte sich mit
der Dauer der Hypoxie auch die Bildung der Angiogenesefaktoren durch die
peripheren Blutzellen. Die VEGF-Konzentration in Frischplasma wurde
ebenfalls mitbestimmt und ergab hoch signifikante Unterschiede im Vergleich

zu den anderen Blutkulturen.

Um den zeitlichen Verlauf der Angiogenese unter lang anhaltender Hypoxie
genauer zu bestimmen, wurden Blutkulturen mit einer BVUA = 1,5 ml/cm? fiinf
Tage lang (bei 20% O,, 37 °Celsius und 5% CO,) inkubiert (s. Abb. 12). Diese
BVUA wurde gewahlt, da hierunter eine gesicherte perizellulare Hypoxie Uber

7 Tage entstehen konnte, wie aus den vorherigen Versuchen ersichtlich ist.
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Durch tagliche Zentrifugation des Vollblutes wurde das Blutplasma gewonnen
(1500 g) und auf die Faktoren VEGF (ein Angiogenesefaktor) und
Thrombospondin-1 (TSP-1, einem Inhibitor der Angiogenese) mittels Elisa
(R&D Systems) untersucht.
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Abbildung 12: Zeitverlauf der Plasma-VEGF- und Thrombospondin-1-Konzentrationen
in Blutkulturen mit BVUA = 1,5 mlicm® (ber 5 Tage (bei 37°C, 20% O, und 5% COy,);
aufgeflhrt sind Mittelwerte + Standardabweichung; es gab pro getestetem Faktor jeweils drei

Versuchsansatze (n=3).

Die VEGF-Konzentration (Abb. 12) der Blutkulturen stieg in den ersten 48
Stunden stark an und fiel ab dem 2. Tag rapide ab. Bis zum 5. Tag wurde
dann eine anndhernd konstante VEGF-Konzentration erreicht. Dieses Plateau
war etwa doppelt so hoch wie die VEGF-Ausgangskonzentration (verglichen
mit Tag 0).

Die Tsp-1-Konzentration war die ersten zwei Tage lang relativ stabil und
nahm dann ab. An Tag 5 war die Tsp-1-Konzentration auf etwa 50 % der
Ausgangskonzentration gesunken. Das Eintreten einer signifikanten,

anhaltenden Hypoxie fuhrte somit scheinbar zu einem signifikanten Anstieg
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der VEGF-Konzentration und einem signifikanten Abfall der Tsp-1-
Konzentration. Demnach fuhrte eine anhaltende perizellulare Hypoxie zu
vermehrter Bildung pro-angiogenetischer Faktoren (VEGF). Gleichzeitig nahm
die Bildung des anti-angiogenetischen Faktors Tsp-1 unter Hypoxie auf 50 %

der Ausgangskonzentration ab.
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4.4 Vergleich zwischen zellinduzierter vs. extern kontrollierter Hypoxie

auf die Angiogenesefaktor-Produktion

Es konnte bisher gezeigt werden, dass unter anhaltender perizellularer
Hypoxie (<1% O;) die VEGF-Bildung im Vergleich zur Ausgangs-
Konzentration signifikant zunahm. Um die Auswirkungen einer perizellularen
Hypoxie auf periphere Blutzellen zu Uberpriufen, wurde im nachsten Schritt
untersucht, ob die gleiche Zellantwort auch auf eine extern kontrollierte

Hypoxie auftreten wirde.

Zu diesem Zweck wurden die VEGF-Konzentrationen und Tsp-1-
Konzentrationen aus zwei verschiedenen Vollblutkulturen nach jeweils 5
Tagen Inkubationszeit miteinander verglichen: 1) Vollblutkultur mit dauerhafter
zellinduzierter Hypoxie (geschlossene Kammer mit BVUA von 1 ml/cm? und
einem hypoxischen Plateau von <1% O3) und 2) Vollblutkultur mit extern
kontrollierter Hypoxie (offene Kammer mit BVUA von 0,4 ml/cm? und 3% O,
im Hypoxie-Inkubator; ebenfalls hypoxisches perizellulares Plateau von
<1% O3). Wie in Abb. 13 ersichtlich ist, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der VEGF-Produktion zwischen den Blutkulturen, die unter
zellinduzierter Hypoxie (mit BVUA 1 ml/cm?) bzw. extern kontrollierter Hypoxie
(8% O3) inkubiert wurden. Auch die Thrombospondin-1-Konzentrationen
zeigten in den Blutkulturen mit zellinduzierter und mit extern kontrollierter
Hypoxie keine signifikanten Unterschiede auf (Abb. 13). Die VEGF-Level
waren unter zellinduzierter Hypoxie im Vergleich zu Frischplasma auf das 7-
fache erhoht. Die Tsp-1-Konzentration betrug unter Hypoxie nur die Halfte
verglichen mit Frischplasma. Scheinbar trat unter anhaltender Hypoxie <1 %
eine vermehrte Bildung pro-angiogenetischer Faktoren und eine verminderte

Produktion anti-angiogenetischer Faktoren ein.
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Abbildung 13: Vergleich der Wirkung von zellinduzierter und extern induzierter
Hypoxie auf die pro- und anti-angiogenetische Faktorbildung durch periphere Blutzellen; die
Diagramme vergleichen die VEGF- und Thrombospondin-1-Konzentrationen in Plasma aus
Vollblutkulturen nach 5 Tagen Inkubation wunter 37°C und 5% CO,; die
Faktorenkonzentrationen in Frisch-Plasma wurden als Kontrollen mitbestimmt; pro Faktor und
Bedingung wurden jeweils drei Versuchsansatze getestet (n=3); gezeigt sind Mittelwerte +
Standardabweichung (n=3); *p <0.05, **p <0.01 (jeweils Frischplasma gegen
Plasma 3% Hypoxie bzw. HYPPP-BVUA 1 ml/cmz).
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5 Diskussion
5.1 Vitalitat mesenchymaler Stammzellen in einer Wunde: Untersuchung
der  Uberlebensfahigkeit mesenchymaler  Stammzellen unter

Wundbedingungen

5.1.1 Hypoxie versus Normoxie

Zahlreiche Studien haben sich in der Vergangenheit bereits mit dem Einsatz
mesenchymaler Stammzellen in der regenerativen Medizin [38, 42]
beschaftigt. Mesenchymale Stammzellen eignen sich aufgrund einer Vielzahl
von Eigenschaften fur die Behandlung von Gewebsdefekten: sie exprimieren
keine MHC-II Antigenkomplexe an ihrer Oberflache [42, 43] und rufen somit
keine AbstolRungsreaktionen im Empfangerorganismus hervor.
Mesenchymale Stamm-/ Stromazellen lassen sich aus den meisten adulten
Geweben leicht isolieren [44] und passen sich dem Empfangergewebe gut an.
Die Zellen adaptieren an das Zielgewebe entweder, indem sie sich in den
zellspezifischen Phanotyp differenzieren [45], oder indem sie ein besseres
Zellmilieu herstellen [46], welches den endogenen Zellen eine adaquate
Wundreparatur ermdglicht.

Das Ziel unserer Arbeit war es heraus zu finden, wie sich mesenchymale
Stammzellen in einem der Wunde angeglichenen Milieu verhalten, und unter

welchen Bedingungen sie noch lebensfahig sind.

Unsere Beobachtungen, dass die Stammzellen unter hypoxischen
Bedingungen starker metabolisch aktiv waren als unter normoxischen, decken
sich mit anderen vergleichbaren Studien, in denen gezeigt wurde, dass
mesenchymale Stammzellen unter 2-3% O, vermehrt proliferieren als unter
21% O, [47]. Dieser Zusammenhang erklart sich aus der Tatsache, dass
mesenchymale Stammzellen in ihrem physiologischen Milieu nicht Oo-
Konzentrationen von 21% ausgesetzt sind, sondern dass ein Sauerstoffgehalt
von < 3% viel mehr dem natlrlichen Milieu im Korper entspricht [47, 48].

Fehrer et al. konnten zeigen, dass aus Knochenmark isolierte MSC’s unter
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physiologischen Oz-Konzentrationen von 3% langer Uberlebten, und im
Vergleich zu normoxischer Zellkultur (21% O) starker proliferierten [41].
Valorani et al. zeigten in Korrelation dazu, dass bei MSC’s unter 14-tagiger
Inkubation unter Hypoxie (2% O2) im Vergleich zu normoxischer Inkubation
(21% O>) eine erhdhte Zellpopulation, eine erhdhte Zellviabilitat, sowie eine
Reduktion des Zelltodes unter Hypoxie auftrat [37].

Die Erkenntnisse, dass mesenchymale Stammzellen unter Hypoxie weiterhin
metabolisch aktiv sind und Uberleben, sind flr die Optimierung der Therapie
von Wundheilungsstérungen von grolRer Bedeutung. Chronische Wunden
sind durch eine inadaquate Durchblutung und somit einen insuffizienten
Sauerstofftransport zu den Zellen charakterisiert. Da MSC’s in ihrer
physiologischen Nische sehr niedrigen O,-Konzentrationen ausgesetzt sind,
kann das Verhalten und Uberleben der MSC’s auf andere Umstande, wie zum
Beispiel eine Wundheilungsstérung, die ebenfalls ein hypoxisches
Microenvironment hervorrufen, Ubertragen und genutzt werden. Viele Studien
befassen sich derzeit mit der Charakterisierung und der therapeutischen
Anwendung hypoxisch prakonditionierter MSC’s. Im Tiermodell konnte
gezeigt werden, dass MSC'’s, die kurzzeitig ex vivo hypoxisch prakonditioniert
wurden (1% O;), nach Implantation in ischamisches Muskelgewebe im
Vergleich zu normoxischen MSC’s zu einer deutlich verbesserten
Regeneration des Muskelgewebes und zu vermehrter Neoangiogenese
fUhrten [49].

Rosova et al. verdeutlichen die Problematik, dass mesenchymale
Stammzellen bei der therapeutischen Anwendung zur Reparatur von
Gewebsdefekten normalerweise unter atmospharischen Raumbedingungen
(21% O3) inkubiert werden und sich nach der Implantation an den wesentlich
niedrigeren Sauerstoffpartialdruck des Zielgewebes (<1% Oz) anpassen
muassen [50]. Hypoxisch bzw. normoxisch vorbehandelte MSC’s wurden in
den linken Ventrikel von Testmausen injiziert, die zuvor einen ischamischen
Gewebsdefekt gesetzt bekamen. Es zeigte sich, dass die Tiere mit hypoxisch
vorbehandelten MSC’s eine schnellere Wiederherstellung der Durchblutung
des Gewebsdefektes aufwiesen [50]. Zudem konnten Rosova et al. zeigen,

dass die MSC’s unter hypoxischer Stimulation eine signifikant hohere
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Migrationsfahigkeit in das Zielgewebe aufwiesen im Vergleich zu MSC’s unter

atmospharischen Umgebungsbedingungen [50].

5.1.2 Auswirkungen niedriger Temperaturen auf Metabolismus und

Uberleben mesenchymaler Stammzellen

Nachdem die Auswirkung des Sauerstoffpartialdruckes auf MSC’s aufgezeigt
wurde, sollte als nachstes ein weiterer entscheidender Umgebungsparameter
untersucht werden: die Temperatur. Wahrend der Einsatz und das Verhalten
einer zellularen Hypoxie bei mesenchymalen Stammzellen in zahlreichen
Studien ausgiebig und umfassend untersucht wurden, sind die Auswirkungen
von Temperaturunterschieden auf das Uberleben von MSC’s weitgehend
unerforscht.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass
mesenchymale Stammzellen unter Hypoxie (3% Oz2) und niedrigeren
Temperaturen als der physiologischen Korpertemperatur am starksten

metabolisch aktiv waren.

In einer Studie konnten Xu et al. zeigen, dass mesenchymale Stammzellen
wahrend der Kryokonservierung externem osmotischen Stress durch
Hinzuflgen kryoprotektiver Agenzien, sowie Stress in Form von Kalte
ausgesetzt sind und diese Stressoren schliel3lich zur Apoptose flhren [51].

Xu et al. [52] konnten nachweisen, dass eine langsame
Kdhlungsgeschwindigkeit von 1°C/ min. im Vergleich zu einer schnelleren
Kdhlgeschwindigkeit von 10°C/ min. zu einem verbesserten Erhalt der
Zellmorphologie bei MSC’s fuhrte und die Zellen nicht aus ihrem Verband

herausloste.

Neben einem Kalteschock kann auch ein Hitzeschock den Zelltod
hervorrufen. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bereits eine
2-stundige Exposition von 45,8°C ausreicht, um den irreversiblen
Zelluntergang hervorzurufen. Die zellulare Antwort auf einen Hitzeschock wird
durch Gene fur die sogenannten Hitzeschockproteine (Hsp) kodiert. Zellen

reagieren auf viele chemische und physische Stressoren, wie beispielsweise
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UV-Strahlung, Chemotherapeutika oder Mangel an Nahrstoffen, indem sie die
hochkonservierten Hitzeschockproteine synthetisieren [53]. Neben ihrer
Aktivitat als Chaperone zur Vermeidung einer Fehlfaltung von Proteinen
besitzen die Hitzeschockproteine auch anti-apoptotische Funktionen [53].
Eine SchlUsselrolle bei einem Hitzeschock nehmen die Proteine der Hsp70-
Familie ein. Alekseenko et al. fanden in einer Reihe von Experimenten
heraus, dass humane embryonale Stammzellen (ESC) wahrend eines
,milden“ Hitzeschocks von 45°C flr 10 Minuten weiterhin metabolisch aktiv
waren; eine Exposition der Zellen mit derselben Temperatur Gber eine Dauer
von 30 Minuten (,schwerer® Hitzeschock) flhrte hingegen zu einer
Verringerung der Zellviabilitat um 30 - 35% durch Apoptose [54]. Ein milder
Hitzeschock flihrte zu einer Zunahme der Hsp70-Proteine in ESC’s und
Fibroblasten; unter einem schweren Hitzeschock dagegen nahmen die
Hsp70-Proteine in den ESC’s ab und in den Fibroblasten zu [54]. Diese
Erkenntnisse sind bedeutsam, da embryonale Stammzellen ihre Pluripotenz
Uber einen langen Zeitraum und eine Reihe aullerer Stressmechanismen
beibehalten. Da sich nur wenige Studien beziiglich des Uberlebens dieser
Zellart unter einem Hitzeschock finden, muissen weitere Versuche
durchgefuhrt werden, um die zugrunde liegenden Zellschutzmechanismen zu
ergrunden.

Reissis et al. haben in eine Studie untersucht, wie sich Temperaturen von
38°C, 48°C und 58°C auf die Viabilitdt von mesenchymalen Stammzellen
auswirken [55]. Die Fragestellung fur diese Versuche war, ob sich beim
Einschlagen einer Revisions-Huftprothese mit Zement wahrend der
Polymerisation des Zements die entstehenden hohen Temperaturen (bis ca.
48°C) auf die metabolische Aktivitat der MSC’s auswirken. Reissis et al.
konnten zeigen, dass ein kurzzeitiger Hitzeschock bis zu maximal 48°C uber
eine Dauer von 150 Sekunden zu keiner verminderten Zellaktivitat fuhrt. Bei
Temperaturen von 58°C trat hingegen der sofortige Zelltod ein, unabhangig
von der Dauer der Exposition [55]. In der vorliegenden Arbeit waren dagegen
bereits bei 45,8°C keine lebenden Zellen mehr nachweisbar. Die Dauer der
Exposition der Zellen war in unseren Versuchen mit 2 Stunden jedoch

wesentlich langer. Somit lassen sich die Auswirkungen der hohen Temperatur
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und der damit einhergehende Zellschaden mit der Dauer der Exposition
korrelieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 2-minutige und eine 20-
minutige Exposition der MSC’s mit Temperaturen von 30,0°C — 42,0°C zu
keinen signifikanten Unterschieden der Viabilitat fuhrte. Bei einer langeren
Expositionsdauer hingegen =zeigten sich deutliche Unterschiede im
Zelliberleben. Bei 2 Stunden und 24 Stunden Expositionsdauer waren
signifikant hohere Zellschaden bei 42°C eingetreten als bei niedrigeren
Temperaturen. Aus diesen Versuchsergebnissen lasst sich ableiten, dass die
Expositionsdauer vermutlich einen erheblichen Einfluss auf das Uberleben
der Zellen hat.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ab einer bestimmten
Korpertemperatur, die dem Eintreten von Fieber entspricht, ein Zellschaden
eintreten kann. Hales et. al. beschreiben das Dilemma, das im Korper
wahrend einer erhdhten Korperkerntemperatur auftritt [56]. Die Warmeabgabe
erfolgt zunachst Uber die Hautoberflache und dem Schwitzen. Hierfir muss
jedoch die Durchblutung in der Haut stark geférdert werden. Dies setzt
wiederum ein erhohtes Herz-Minuten-Volumen voraus [56]. Aus dieser
Kaskade geht hervor, dass ab einem bestimmten Punkt die Thermoregulation
durch das Aufrechterhalten des mittleren arteriellen Drucks stark limitiert wird.
Zudem kann nach einer initialen Umverteilung des Blutvolumens die
Durchblutung lebensnotwendiger Organe nicht mehr gewahrleistet werden,
sodass es zum Organversagen kommt.

Fieber ist eine Reaktion des Organismus auf vielerlei auflere Faktoren:
Infektionen, Endotoxinfreisetzung, Trauma und Stress sind nur einige
Beispiele hierfur. Es gibt zahlreiche Studien die darauf hindeuten, dass Fieber
eine Abwehrreaktion des Korpers darstellt und die unspezifische sowie die
spezifische Immunitat erhoht [57]. Die Entstehung des Fiebers ist ein
hochkomplexer Prozess, an dem eine Vielzahl von Zytokinen und Mediatoren
beteiligt sind, die zunachst den Sollwert der Korperkerntemperatur erhdhen.
Ab einer Korpertemperatur von 42°C ist, in Korrelation zu unseren
Ergebnissen, ein Uberleben infolge des Zelluntergangs nicht mdglich [57].

Die Hyperthermie ist in der modernen Tumortherapie, in Kombination mit

einer Chemotherapie und/ oder einer Radiatio, eine etablierte Therapieform.
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Studien haben ergeben, dass eine Hitzeexposition von > 42°C zunachst zu
einem Wachstumsstopp der Zellen fihrt, bei initial noch reversiblem
Zellschaden [58]. Bei langerer Expositionsdauer oder einer Exposition mit
einer hoheren Temperatur steigt die Zelltodrate exponentiell an [58]. Die
molekularen und immunologischen Effekte einer Hyperthermie-Behandlung
bei Tumorpatienten gilt es weiterhin zu erforschen, da es aufgrund der
Multimodalitat einer solchen Behandlung sehr schwierig ist, die
herbeigefihrten Ergebnisse auf die Anwendung einer Hyperthermie

zurlckzufiuhren.

Die Untersuchung der Auswirkungen verschiedener Temperaturen auf die
metabolische Aktivitat mesenchymaler Stammzellen hat nicht nur Einfluss auf
das Verstandnis und wichtige Prinzipien der Wundheilung. Als Beispiel von
weiteren  Auswirkungen von externem Stress in  Form  von
Temperaturunterschieden auf das Zelluberleben stellt die Kryokonservierung
dar. Das Einfrieren von Zellen und Gewebematrices ist eine effektive
Methode zur Konservierung von Zelllinien Uber lange Zeitabschnitte und ist
als Standardmethode in Laboratorien etabliert. Xu et al. haben untersucht, wie
sich das Einfrieren und das Wiederauftauen auf die Zellleistung auswirken
[52]. Die Ergebnisse dieser Studie sind von grolRer Bedeutung, da ein
veranderter Zellmetabolismus nach dem Wiederauftauen erhebliche
Auswirkungen auf samtliche Versuchsergebnisse hatte. Xu et al. konnten
feststellen, dass die Zellviabilitat nach einer Kryokonservierung bei
adharenten humanen mesenchymalen Stammzellen um 30% abnahm bei
einer Kuhlungsgeschwindigkeit von 1,5°C/ min. und 10°C/ min. Die Gruppe
fand ebenfalls heraus, dass Zellen im Verband wesentlich empfindlicher

gegenuber dem Kalteschock waren als Zellen in einer Suspension.
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5.2 Ausbildung einer perizellularen Hypoxie ohne Hypoxieinkubator und

Auswirkungen auf die Bildung von Angiogenesefaktoren

5.2.1 Die Auswahl einer hohen BVUA fiihrt zur Entstehung einer
perizellularen Hypoxie und vermehrter Produktion von

Angiogenesefaktoren

In einer Wunde sind samtliche an der Wundheilung beteiligte Zellen aul3eren
Stressoren wie variablen Temperaturen, einem variierenden
Sauerstoffangebot, pH-Wert-Veranderungen, Bakterien, oder mechanischen
Reizen ausgesetzt. Wir konnten in den vorherigen Untersuchungen die
Auswirkungen von Wund-Bedingungen auf das Uberleben mesenchymaler
Stammzellen aufzeigen. Im Folgenden soll die Reaktion peripherer Blutzellen
(PBZ), die ebenfalls ein wichtiger Bestandteil in jeder Wunde sind, unter

Stressbedingungen betrachtet werden.

Wir konnten durch unsere Versuche die Hypothese bestatigen, dass durch
eine hohe Blutzelldichte von >0,75 ml/cm? eine zellinduzierte, iiber 7 Tage
anhaltende Hypoxie entsteht. Die Erklarung hierfur ist vermutlich die
Tatsache, dass bei einem dunneren Zelllayer, entsprechend einer niedrigen
BVUA unserer Versuche, alle Zellen Kontakt zur Oberflache und somit
Kontakt zu Sauerstoff haben. Der Sauerstoff kann zu allen Zellen diffundieren,
deshalb stellt sich bei einer niedrigen BVUA keine anhaltende Hypoxie ein.
Wird dagegen eine hohe BVUA ausgewahlt, so haben die oberen
Zellschichten noch Kontakt zur Oberflache und der Sauerstoff kann zu den
oben gelegenen Zellen hin diffundieren. Um die tiefer gelegenen Zellschichten
herum stellt sich hingegen eine perizellulare Hypoxie ein, da der gesamte
Sauerstoff durch die Zellen an der Oberflache bereits ,veratmet’ und damit
verbraucht wurde.

Bei einer BVUA von 0,25 ml/cm? konnte in den ersten 24 Stunden ein leichter
Abfall der O,-Konzentration festgestellt werden. Dieser Abfall war am ehesten
durch Sedimentationsprozesse nach Zellaussaat bedingt. An den Tagen 1 bis
4 nahm die Oz-Konzentration kontinuierlich zu. Der Anstieg der Oo-

Konzentration spiegelt die Tatsache wider, dass durch die geringe Zellzahl
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alle Zellen Kontakt zur Oberflache haben und der vorhandene Sauerstoff zu
allen Zellen hin diffundieren kann. An den Tagen 4 - 7 stellte sich ein Plateau
bei etwa 12 - 14% O, ein, das zu Tag 7 hin leicht abnahm. Bei dieser
Sauerstoffkonzentration wurde vermutlich ein Gleichgewicht zwischen

Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch erreicht.

Bei einer BVUA von 0,5 ml/cm? trat zwischen Tag 0 bis 3 eine tiefe,
perizellulare Hypoxie <1% O. ein. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde der
verflugbare Sauerstoff durch Zellen an der Oberflache verbraucht; somit
entstand in den tieferen Zellschichten zunachst eine Hypoxie. An den Tagen
3 — 6 nahm dann die Sauerstoffkonzentration kontinuierlich zu. Dieses
Phanomen kann am ehesten dadurch begrindet werden, dass bei einer
BVUA von 0,5 ml/cm? nicht geniigend Zellen vorhanden waren, damit der
gesamte Sauerstoff verbraucht werden konnte. Zu Beginn wurde ein Teil des
Sauerstoffs bis zu Tag 3 von den Zellen verbraucht. Danach adaptierten die
Zellen modglicherweise an die niedrige Sauerstoffkonzentration und stellten
ihren Metabolismus um. Zwischen Tag 6 und 7 konnte ein leichter Abfall der
O2-Konzentration gemessen werden. Diese Beobachtung kénnte auch auf
einen Abfall in der Gesamtzellzahl hin deuten.

Zwischen den hohen BVUA'’s von 0,75 und 1,5 ml/cm? ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede, sodass der Grenzbereich fur die Entstehung einer
tiefen (<1% O3), lang anhaltenden (7-tagigen) Hypoxie ab einer BVUA von
>0,75 ml/cm? festgelegt wurde. Diejenigen Zellen, die von einer tiefen
perizellularen Hypoxie umgeben sind, kdnnen vermutlich dadurch Uberleben,
indem sie ihren Stoffwechsel erfolgreich auf anaerobe Energiegewinnung
umstellen.

In einer Studie von Forristal et al. wurde untersucht, ob das
Sauerstoffangebot in der Umgebung von Zellen den Zellstoffwechsel reguliert
[59]. Zu diesem Zwecke wurden humane embryonale Stammzellen (hESCs)
sowohl unter 5% O3, als auch unter 20% O, inkubiert. Die hESC'’s stellen eine
ideale Zellart fur diese Untersuchung dar, da sie pluripotent sind und ein
enormes Regenerationspotential besitzen. Die hESCs konsumierten bei
5% O, signifikant mehr Glukose und produzierten signifikant mehr Laktat

verglichen zu einer Inkubation unter 20% O,. Korrelierend zu unseren
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Ergebnissen konnten Forristal et. al. in ihrer Studie zeigen, dass pluripotente
Stammzellen unter niedrigen Sauerstoffkonzentrationen (5% O3) weniger
Sauerstoff konsumieren und ihre Energiegewinnung auf anaerobe Glykolyse
umstellen konnten. Aulierdem exprimierten hESCs unter 5% O, vermehrt
Marker fur Pluripotenz und proliferierten starker als unter atmospharischen
Sauerstoffbedingungen. Bei allen untersuchten hESCs, unabhangig von der
umgebenden Sauerstoffkonzentration, war Glukose das Hauptsubstrat zur
Energiegewinnung. Der erhdhte Glukoseverbrauch unter hypoxischen
Bedingungen weist auf eine enge Korrelation zwischen Zellstoffwechsel und
Umgebungsbedingungen hin. Unter einem verringerten Sauerstoffangebot
konnten die hESC’s ihren Stoffwechsel auf Glykolyse umstellen. Die
Glykolyse wird unter Hypoxie zur Hauptquelle der ATP-Gewinnung. Chen et.
al. konnten zeigen, dass mesenchymale Stammzellen im undifferenzierten
Zustand die Energiegewinnung vor allem durch Glykolyse bewerkstelligen
[60]. Wahrend einer osteogenen Differenzierung stellten die Stammzellen
ihren Stoffwechsel auf aerobe Energiegewinnung durch oxydative
Phosphorylierung um, da die ATP-Produktion hierdurch effizienter war [60].

In einer frGheren Studie von Rajpurohit et al. konnte ebenfalls eine starke
Korrelation zwischen dem Sauerstoffangebot und dem Zellmetabolismus-
Pathway in Bezug auf Chondrozyten aus HUihnerembryonen gezeigt werden
[61]. Die Anpassung an ein verandertes Sauerstoffangebot in der Umgebung
verleiht Zellen eine elementare Uberlebensstrategie. Rajpurohit et. al. konnten
nachweisen, dass bei einer Zellinkubation unter vier verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen, von 0,04 % — 21 %0O,, der Glukoseverbrauch und
die Laktatproduktion mit abnehmender O,-Konzentration kontinuierlich
zunahm [61]. Angesichts der Tatsache, dass Chondrozyten den Grolteil ihres
Daseins in einem physiologisch sehr hypoxischen Milieu verbringen, deuten
diese Daten stark darauf hin, dass sich die Zellen ihrer Umgebung, ihrer
Durchblutungssituation und ihrem Sauerstoffangebot durch Veranderungen
im Zellstoffwechsel anpassen kdnnen.

Um die Auswirkungen einer zellinduzierten Hypoxie in unseren Versuchen zu
verifizieren, wurde im nachsten Schritt die VEGF-Konzentration im Zellplasma
nach 7-tagiger Inkubation unter der jeweiligen Bedingung gemessen.
Wahrend sich zwischen den beiden hohen BVUA’s (0,75 und 1,5 ml/cm?)
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keine signifikanten Unterschiede in der VEGF-Produktion durch die Zellen
ergaben, war die VEGF-Produktion dieser Kulturen 1,5-fach hoéher im
Vergleich zu einer BVUA von 0,5 ml/cm® Durch das Verdndern der
hypoxischen Zellexposition mit Anpassen der Blutzelldichte entstanden somit
messbare Unterschiede in der angiogenetischen Faktorbildung. Die VEGF-
Bildung im Frischplasma wurde als Negativkontrolle verwendet.

Eine Hoch-Regulierung der angiogenetischen Faktorbildung unter Hypoxie
wurde in der Literatur bereits eingehend und umfassend beschrieben. Unsere
bisherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass Zellen ab einer bestimmten
Zellkonzentration ohne den Einsatz eines Hypoxie-Inkubators eine
perizellulare, zellinduzierte Hypoxie hervorrufen koénnen, die zu einer
signifikant erhdhten Bildung der Angiogenesefaktoren fuhrt.

Unsere folgenden Versuche zielten darauf ab, den zeitlichen Verlauf der pro-
und anti-angiogenetischen Faktorenbildung bei einer hohen BVUA
(1,5 ml/cm?) iber 5 Tage aufzuzeigen. Nach einem kontinuierlichen Anstieg
der VEGF-Konzentration Uber die ersten 2 Tage mit einem Maximum von
~650 pg/ml nahmen die VEGF-Level in den darauffolgenden 24 Stunden
zunachst rapide ab. Schliel3lich konnte eine leichte Zunahme und
Plateaubildung der VEGF-Konzentration an Tagen 4 und 5 vermessen
werden; die VEGF-Konzentration war hierbei etwa doppelt so hoch wie zu
Beginn. Aus diesen Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die peripheren
Blutzellen zunachst unter akutem hypoxischen Stress in den ersten zwei
Tagen nach Exposition eine rasche und effektive pro-angiogenetische Antwort
einleiten, vermutlich um das Zelliberleben unter vermindertem
Sauerstoffangebot zu sichern. Zwischen den Tagen 2 und 3 trat vermutlich
eine  allmahliche Adaption der Zellen an die veranderten
Umgebungsbedingungen ein, sodass die VEGF-Faktorbildung zunachst
langsam absank. Zwischen den Tagen 3 bis 5 wurde schlie3lich eine Plateau-
Konzentration von VEGF erreicht, die signifikant hoher war als die
Ausgangskonzentration, aber niedriger als die anfangliche Faktorbildung.
Dieser Verlauf spricht deutlich daftir, dass die peripheren Blutzellen dazu in
der Lage sind, sich ihren Umgebungsbedingungen genau anzupassen und
die Angiogenesefaktor-Bildung auch mit der Dauer der Exposition eng

korreliert.
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Zusatzlich zur pro-angiogenetischen wurde auch die anti-angiogenetische
Faktorbildung unter Hypoxie, reprasentiert durch Thrombospondin-1 (Tsp-1),
untersucht. Tsp-1 ist ein kalziumbindendes Protein, das die Zellproliferation,
die Migration und Apoptose Uber eine Vielzahl spezifischer
Oberflachenrezeptoren reguliert [62]. Tsp-1 Ubernimmt seine Funktion als
Regulatorprotein bei einer Vielzahl physiologischer und pathologischer
Bedingungen, wie z.B. bei Entzindungsprozessen, bei der Wundheilung,
Angiogenese und Tumorprogression. Neben diesen Aufgaben ist Tsp-1 der
Hauptaktivator fur TGF-B (transforming growth factor B) und einer der
wichtigsten Angiogenese-Inhibitoren [62]. Fur unsere Versuche war die
Funktion von Tsp-1 als starker Inhibitor der Angiogenese wegweisend.

Von Tag 0 bis 2 konnte zunachst ein Plateau der Tsp-1-Konzentration unter
hypoxischen Bedingungen nachgewiesen werden. Ab dem Tag 2 bis 5 nahm
die Tsp-1-Konzentration kontinuierlich ab. Die Abnahme des anti-
angiogenetischen Faktors in diesem Zeitraum korrelierte mit der
zunehmenden VEGF-Produktion von Tag 3 bis 5. Somit zeigte sich, dass
unter anhaltender Hypoxie der pro-angiogenetische Weg durch die peripheren
Blutzellen bevorzugt wurde, und der anti-angiogenetische Pathway im Sinne

des Zelluberlebens stark abnahm (p <0,05).
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5.2.2 Eine zellinduzierte Hypoxie ist vergleichbar mit einer extern-

kontrollierten Hypoxie

Nachdem in den bisherigen Versuchen die Effektivitdt und das Potential einer
perizellularen Hypoxie in Hinblick auf die vermehrte Bildung von
Angiogenesefaktoren aufgezeigt werden konnte, soll im Folgenden ein
Vergleich zwischen zellinduzierter und extern-kontrollierter Hypoxie erarbeitet

werden.

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass ohne die Verwendung eines
Hypoxie-Inkubators eine perizellulare Hypoxie hervorgerufen werden kann,
die durch die Zellen selbst entsteht. Die VEGF-Konzentrationen nach
5-tagiger Inkubation zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
a) einer Inkubation im Hypoxie-Inkubator mit 3% O, und b) einer
zellinduzierten, perizellularen Hypoxie durch Auswahlen einer BVUA von
1,0 ml/lcm® Fir eine mogliche therapeutische Anwendung dieser
Erkenntnisse sind diese Ergebnisse vielversprechend, da auf diese Weise der
kostspielige und aufwandige Gebrauch von Hypoxie-Inkubatoren
moglicherweise umgangen werden kann. Die VEGF-Konzentration von
Frischplasma wurde als Negativkontrolle mit untersucht: die VEGF-
Konzentrationen unter Hypoxie waren etwa 8-fach hoher als in Frischplasma.
Um den Vergleich der anti-angiogenetischen Faktorenbildung unter
zelleigener bzw. extern-kontrollierter Hypoxie aufzuzeigen, wurde zusatzlich
Tsp-1 aus den Zelluberstanden nach 5 Tagen bestimmt. Auch hier fanden
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen zellinduzierter und extern-
kontrollierter Hypoxie. Die Tsp-1-Konzentration in Frischplasma war etwa
doppelt so doch wie unter Hypoxie. Diese Ergebnisse weisen korrelierend zur
VEGF-Produktion auf eine Hochregulierung der Angiogenese unter einer

hypoxischen Umgebung hin.

Zu Beginn wurde bereits kurz ein neues System von Hadjipanayi et al.
vorgestellt, um die Heilung chronischer Wunden zu verbessern [63].
Periphere Blutzellen, die kostengulnstig und einfach vom Patienten durch eine

venose Blutenthahme enthnommen werden koénnen, dienen hierbei als
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.Lieferanten® fir Angiogenesefaktoren. Die pro-angiogenetischen Faktoren
werden unter einer zellinduzierten, kurzzeitigen Hypoxie gebildet. Mittels
einem eigens daflr hergestellten Bioreaktor [63] ist die Erzeugung und
Applikation von Angiogenesefaktoren zur Stimulation chronischer, nicht
heilender Wunden maglich.

Ein technisches Problem in der Umsetzung dieser Idee war die Tatsache,
dass zur Herstellung eines hypoxischen Milieus ein Hypoxie-Inkubator
bendtigt wird. Durch unsere Versuche gelang es zu belegen, dass eine
perizellulare Hypoxie auch durch die Zellen selbst durch eine gezielte

Auswahl ihrer Dichte hervorgerufen werden kann.
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5.3 Uberblick und mogliche therapeutische Anwendungen einer

hypoxischen Prakonditionierung

Da es im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war, ausgedehnte klinische
Studien durch Anwenden unserer Erkenntnisse durchzufihren, soll im
Folgenden ein Uberblick zur aktuellen Entwicklung auf diesem Gebiet

aufgezeigt werden.

Es wurde bereits erwahnt, dass mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmark oder Fettgewebe [42] physiologisch einem hypoxischen
Microenvironment [64] ausgesetzt sind, aber dass die MSC’s in
Laboruntersuchungen unter weitaus héheren, atmospharischen
Sauerstoffkonzentrationen (21% O;) inkubiert werden. Beegle et al.
verdeutlichen, dass die therapeutische Applikation mesenchymaler
Stammzellen meist in einem hypoxischen Milieu erfolgt [64]. Daher ist die
Zellreaktion der MSC’s auf verschiedene Hypoxiegrade von erheblicher
Bedeutung. Beegle et al. konnten =zeigen, dass eine hypoxische
Prakonditionierung (1% O;) von 48 Stunden Dauer zu einem verlangerten
Zelluberleben nach intramuskularer Zellinjektion in immundefiziente Mause im
Vergleich zu normoxischer Inkubation flhrte [64]. Somit haben die
Erkenntnisse Uber die Zellviabilitdt unter Hypoxie erheblichen Einfluss auf

therapeutische Anwendungen der Stammzellen.

Zahlreiche Studien befassen sich mit dem protektiven Potential einer
hypoxischen Prakonditionierung. Bouroujerdi et. al. konnten aufzeigen, dass
eine milde Hypoxie von 12 — 13% O zu einer verbesserten Vaskularisierung
im Gehirn von Mausen fuhrte [65]. Da viele neurologische Erkrankungen auf
einer dysfunktionalen Durchblutung beruhen, wie beispielsweise beim
ischamischen Schlaganfall, der multiplen Sklerose oder bei der vaskularen
Demenz, lohnt es sich, neue Therapieansatze zu verfolgen, die die
Gewebsperfusion verbessern. Eine milde hypoxische Prakonditionierung soll
als neuroprotektiver Ansatz zu einer signifikanten Verminderung von
Spatschaden fuhren [66]. Dieser Mechanismus existiert bereits naturlicher-

weise in Form der transienten Ischamischen Attacke (TIA): diese fuhrt an sich
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zu keiner strukturellen neuronalen Schadigung, fuhrt jedoch zu einem Schutz
vor einem mdglichen nachfolgenden Schlaganfall [66]. Eine andere Gruppe
stellte fest, dass es nach einer zerebralen Ischamie zu einer durch kurzzeitige
Hypoxie induzierten VEGF-Expression im Grenzgebiet zum Infarkt und

konsekutiv zur Gefallneubildung kommt [67].

Ischamische Schaden am Myokard stellen angesichts der hohen Morbiditat
und Mortalitat in westlichen Industrienationen ein globales Problem dar.
Aktuell gibt es Versuche fur eine Stammzelltherapie am Herzen, um die
Neoangiogenese und die Durchblutung des minderperfundierten Myokards zu
fordern. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass
mesenchymale Stammzellen, die vor ihrer Transplantation in das Myokard
hypoxisch prakonditioniert wurden, zu einem kleineren Infarktareal flhrten
und die kardiale Pumpfunktion verbesserten [68]. Hu et. al. konnten in einer
Studie nachweisen, dass eine hypoxische Prakonditionierung mesenchymaler
Stammzellen ihr Regenerationspotenzial nach einer Transplantation in
geschadigtes Myokard signifikant erhoht [69]. Zudem fuhrt die hypoxische
Prakonditionierung zu einer verminderten Apoptose der implantierten Zellen
sowie zu einer vermehrten Angiogenese [69]. Ahnliche Ergebnisse ergaben
sich in einer Studie von Sasaki et. al.: die Gruppe untersuchte im Tiermodell
Mause, die entweder ein hypoxisches Luftgemisch oder ein Luftgemisch,
welches atmospharischen Raumbedingungen entsprach, vier Stunden lang
inhalierten [70]. Nach dem Setzen des Myokardinfarkts wiesen die hypoxisch
prakonditionierten Mause signifikant hohere VEGF-Konzentrationen, sowie
eine erhohte Kapillardichte im Myokard und eine verminderte Zellapoptose-
Rate auf.

In einer anderen Studie setzten Kubo et. al. periphere mononukleare
Blutzellen im Tiermodell aus Mausen fur 24 h einer starken Hypoxie (2% O5),
sowie einer Temperatur von 33°C aus und implantierten die Zellen
anschliefend in minderperfundiertes Muskelgewebe der unteren Extremitat
[71]. Im Vergleich zu normoxisch kultivierten Zellen fuhrte die Implantation der
hypoxisch prakonditionierten Zellen zu einer erhdhten Expression

zytoprotektiver Gene im Zielgewebe, zu einer erhdhten Toleranz gegenuber
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oxidativem Stress, sowie zu einer erhohten GefalRdichte und einer
verbesserten Perfusion des Muskelgewebes.

Die Applikationswege fur mesenchymale Stammzellen, sowie deren Migration
zum Ort der Gewebsschadigung konnten in verschiedenen Studien gezeigt
werden. Sowohl bei einer systemischen, also intravenésen oder
intraarteriellen Injektion von Stammzellen, als auch bei einer lokalen
Zellapplikation in das Gewebe, konnte eine Akkumulation der Stammzellen
am Ort der Organschadigung [72] nachgewiesen werden. Die Stammzellen
reagieren auf lokal ausgeschittete @ Chemokine, Zytokine und
Wachstumsfaktoren zum Zeitpunkt der Organschadigung und kénnen durch
das Endothel zum verwundeten Gewebe hin migrieren [72]. Die MSC’s
aktivieren vermehrt Selektine und Integrine und kénnen auf diese Weise mit
dem Endothel interagieren. Intravends verabreichte BBMSC'’s bei Ratten mit
Myokardinfarkt konnten in der Infarktregion nachgewiesen werden und die
ventrikulare Funktion verbessern [73]. Die Stammzellen konnten sowohl
mithilfe verschiedener Marker, wie beispielsweise fluoreszierenden Proteinen
oder Markergenen, als auch immunhistochemisch im Zielgewebe

nachgewiesen werden [73].

Die Idee der hypoxischen Prakonditionierung kommt auch bei weiteren
Zellarten zum Einsatz. Hadjipanayi et al. beschreiben, dass hypoxische
Umgebungsbedingungen auf Dauer eine verminderte Fahigkeit der Zellen zur
Produktion von Angiogenesefaktoren zur Folge hat [34]. Laut Hadjipanayi et
al. scheinen sich die Zellen an die Hypoxie zu gewohnen und stellen somit die
Hypoxie-induzierte Kaskade zur Bildung von Angiogenesefaktoren ein. Dies
hat zur Folge, dass weniger Kapillaren und weniger Blutgefal’e entstehen.
Um diesen Teufelskreis zu durchbrechen, und dem durch Ischamie
geschadigten Gewebe die fehlenden Angiogenesefaktoren zuflihren zu
konnen, zeigen Hadjipanayi et al. eine mdgliche Ldsung auf. Durch
hypoxisches Prakonditionieren peripherer Blutzellen werden diese durch
Aktivierung von HIF-1a zur Produktion von Angiogenesefaktoren, allen voran
VEGF, angeregt [34]. Die Gruppe von Schilling et al. stellen ein neues System
zur lokalen Applikation der aus peripherem hypoxisch prakonditioniertem

Blutzellen gewonnenen Angiogenesefaktoren vor [74, 795].

54



5 Diskussion

So sehr diese Studienergebnisse fur den Einsatz pro-angiogenetischer
Faktoren in der modernen Therapie ischamischer Lasionen sprechen, gibt es
doch einige Aspekte, die gegen diese therapeutische Option sprechen.
Schultz et. al. haben in einer Studie mit Patienten, die an einer
Koronarstenose litten, und jeweils Kollateralgefalde bzw. keine Kollateralen in
der Koronarangiographie zeigten, durchgefuhrt [76]. Die Patienten wiesen
jeweils unterschiedliche VEGF-Konzentrationen nach der gleichen
hypoxischen Exposition auf. Diejenigen Patienten mit 2 oder mehr
KollateralgefaRen wiesen deutlich erhdhte VEGF-Level nach hypoxischer
Inkubation auf als jene, die weniger oder keine Kollateralgefalle besalen [76].
Diese interindividuelle Heterogenitat in der VEGF-Produktion nach einem
hypoxischen Reiz stellt nur eine der zukunftigen Fragestellungen dar, die es
zu klaren gilt.

Weiterhin unklar bleibt, wie sich Geschlecht, Alter, Ko-Morbiditaten,
genetische und epigenetische Mechanismen auf die VEGF-Produktion
auswirken. Die Anwendung neuer Therapiekonzepte im klinischen Alltag zur
Verbesserung der Angiogenese bleibt weiterhin Gegenstand aktueller

Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Die Anpassung von physikalischen Umgebungsparametern von Zellen stellt
eine effektive Methode dar, um das Zelluberleben und die Zellfunktion
malfdgeblich zu verbessern.

Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass nicht nur durch eine Hypoxie
(8% Og3), sondern auch durch die Auswahl einer niedrigen Temperatur
(30,0°C - 33,7°C) die Viabilitdt und Funktionalitdt von mesenchymalen
Stammzellen signifikant verbessert werden kann. Durch diese einfachen
MalRnahmen konnte ein deutlicher, positiver Einfluss auf das Zelliberleben
Uber 7 Tage hinweg erzielt werden. Es wurde auch deutlich, dass die Dauer
der Exposition maRgebliche Auswirkungen auf die Vitalitat der MSC’s hatte.
Als eine mogliche Anwendung unserer Ergebnisse wurde beispielweise die
hypoxische Prakonditionierung oder ein mildes Kuhlen von Zellen vor ihrer
Transplantation aufgezeigt.

Es bleibt jedoch weiterhin in zuklnftigen Studien zu untersuchen, wie sich die
hieraus gewonnenen Erkenntnisse in vivo am Patienten auswirken, und ob
eine signifikante Verbesserung der Wundheilung im lebenden Organismus

durch die genannten MalRnahmen erreicht werden kann.

Bei der Untersuchung peripherer Blutzellen, von denen vor allem die
peripheren mononuklearen Zellen (PMNBCs) zu nennen sind, hat sich
gezeigt, dass eine selbst induzierte, ohne Verwendung eines externen
Hypoxie-Inkubators erzeugte Hypoxie durch ein gezieltes Auswahlen der
BVUA 2= 0,75 ml/cm? hergestellt werden kann (siehe Abbildung 14). Dabei
unterscheidet sich die Menge an gebildeten Angiogenesefaktoren,
entsprechend VEGF in unserer Versuchsreihe, nicht signifikant von der
Menge, die unter einer extern-kontrollierten Hypoxie erzeugt wird.

Als Beispiel fur eine mogliche Anwendung im klinischen Alltag zur
Verbesserung der Wundheilung wurde die  Applikation von
Angiogenesefaktoren aus hypoxisch prakonditionierten peripheren Blutzellen
diskutiert.
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BVUA 2 0,75ml/cm?

[cevswe)
oyl

perizellulare Hypoxie

Induktion von VEGF Inhibition von Tsp-1

N/

Angiogenese 1

Abbildung 14: Schematische Darstellung fiir die VEGF-Produktion durch hypoxisch
prakonditionierte periphere Blutzellen bei einer BVUA = 0,75 ml/cm?.

Durch das Auswahlen einer ausreichend hohen Zelldichte konnte eine perizellulare Hypoxie
<1% O, Uber 7 Tage hinweg entstehen. Die Bildung von Angiogenesefaktoren war bei
hypoxisch prakonditionierten Zellen signifikant héher: Die VEGF-Plasma-Level nach 7 Tagen
hypoxischer Kultur bei entsprechend hoher BVUA waren signifikant hdher verglichen mit
niedrigerer BVUA. Die Bildung des anti-angiogenetischen Faktors Tsp-1 nahm unter Hypoxie

signifikant verglichen zur Ausgangskonzentration ab.
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