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1 Einleitung

Die Wundheilung des Menschen ist ein wichtiges Themengebiet in der Medizin, da
sie die Voraussetzung zur vollstandigen Wiederherstellung des Korpers nach Ope-
rationen oder nach Traumata bildet (29). Ob eine Wunde gut und vollstandig heilt,
oder ob sich Komplikationen ergeben, hangt von vielen verschiedenen Faktoren
ab (92,76,75). Ein gut durchblutetes Gewebe heilt in der Regel besser als schlecht

durchblutetes Gewebe (43).

1.1 Grundlagen physiologischer Wundheilung

Die primare Wundheilung ist ein komplexer Stoffwechselvorgang, der ein reibungs-
loses Zusammenspiel von zellularen und extrazellularen Komponenten bean-
sprucht (65,186). Das Ziel jeder Wundheilung ist die morphologische und funktio-
nelle Reparation zerstorten Gewebes (74). Um die Probleme einer pathologischen
Wundheilung, sogenannte Wundheilungsstorungen, zu verstehen, muss man die
Grundlagen der physiologischen Wundheilung naher beleuchten. Jegliche Verlet-
zung der Haut fuhrt zu Zellnekrosen in der Epidermis und der Dermis, sowie zur
Er6ffnung von Blutgefalien (162). Diese Verletzung des GefalRendothels ist der
Ausloser fur die primare Hamostase und fur die Einleitung der physiologischen
Wundheilung (56). Durch das Einstromen des Blutes kommt es zu einem Eindrin-
gen von Thrombozyten, Leukozyten und Monozyten in den Gewebsspalt. Diese
Zellen dienen nicht nur der Entfernung von zellularem Debris, sondern stellen auch
einen wichtigen Speicher fur Zytokine und Wachstumsfaktoren (42) dar, die fur den

Ablauf der Wundheilungsphasen entscheidend sind (12). Die primare Wundhei-
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lung erfolgt in mehreren Phasen, die sich teilweise Uberlappen oder parallel ablau-
fen (59). Die Exsudationsphase, die Granulationsphase, die Regenerationsphase
und die Remodellierungsphase fihren unter physiologischen Bedingungen zur

vollstandigen Wundheilung.

1.1.1 Exsudationsphase

Bei der Verletzung eines Gefalles werden subendotheliale Kollagenfasern freige-
legt, an welchen sich die Thrombozyten mithilfe, des vom Endothel gebildeten Von-
Willebrand-Faktors (VWF) anheften (75). Dieser bildet zusammen mit Fibronektin
und Laminin eine Bricke zwischen Kollagenfasern und dem Rezeptorkomplex

GPIb/IX auf der Thrombozytenoberflache (40).

Durch die Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Sekretion der Proteine aus
den Thrombozytengranula (u.a. Fibrinogen, Fibronektin, Thrombospondin-1, TGF-

R, PDGF, bFGF) und zur Anlagerung weiterer Thrombozyten (40).

Aulerdem bilden aktivierte Thrombozyten Vasokonstriktoren wie Thromboxan Az
und Platelet Activating Factor (PAF), die synergistisch mit dem Hormon Serotonin
eine Vasokonstriktion der verletzten Gefaliregion bewirken (130). Durch die
Thrombozytenaggregation und die Vasokonstriktion kommt es zur Bildung des
,weifllen Thrombus* (190). Diese primare Hamostase bewirkt den ersten provisori-
schen Wundverschluss (15). In der Exsudationsphase findet ebenfalls eine Akti-
vierung des Immunsystems statt (154,149), weshalb sie auch als Inflammations-
phase bezeichnet wird. Dies geschieht Uber die molekularen Wechselwirkungen
von Immunzellen und Zytokinen (142), die von den Thrombozyten freigesetzt wer-

den (130).
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Durch die Bildung eines Fibrinnetzes wird der initiale Thrombus widerstandsfahig
und da sich in das Fibrinnetz auch Erythrozyten einlagern als ,roter Thrombus*
bezeichnet (61). Diese sekundare Hamostase resultiert in der Bildung von mecha-
nisch stabilem Fibrin, welches ein Verkleben aneinander liegender Wundrander
ermdglicht (158). Im Verlauf dieser mehrtagigen Phase nimmt die Mitoserate im
Wundgebiet zu (21). Die Zellen des mononuklearen Phagozytose-Systems (MPS)

wandern ein und proliferieren, ebenso wie die ortstandigen Fibroblasten (105).

1.1.2 Granulations-/Proliferationsphase

Die Granulationsphase ist gekennzeichnet durch die Bildung von Granulationsge-
webe durch Proliferation der zuvor eingewanderten Fibroblasten, deren Migration
durch Fibrin, Fibronektin, Vitronektin und Hyaluronsaure der Extrazellularen Matrix

(EZM) geleitet wird (38).

Zur Erleichterung der Migration werden Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gebildet

welche Bestandteile der EZM spalten kdnnen (131).

Ihre Gegenspieler, wie z.B. die Proteine der Tissue inhibitor of metalloproteinases
(TIMP) Gruppe, dienen dazu, das Gegengewicht herzustellen, was im physiolo-
gisch gesunden Gewebe gelingt (165). Hypertrophe Narben, Keloide und andere
fibrotische Erkrankungen sowie chronische Wundheilungsstérungen sind mit einer

gestorten Ratio von TIMPs zu MMPs gekennzeichnet (38).

Die Fibroblasten produzieren die EZM mit kollagenen Bindegewebsfasern (101).
Der Prozess ist zeitlich sehr variabel und unterliegt dem Einfluss zahlreicher

Wachstumsfaktoren (128).
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Zugleich kommt es zu einem Abbau des Fibrinnetzes durch Plasmin und zur Neo-
vaskularisation (109). Die Durchblutung des Granulationsgewebes spielt hierbei
eine wichtige Rolle fir den Fortschritt der Wundheilung (39). Die Angiogenese wird
durch die in der Wunde herrschenden Bedingungen (erniedrigter pH-Wert, erhoh-
ter Laktatgehalt sowie Hypoxie) beeinflusst, sowie durch eine Vielzahl von angio-
genen Faktoren, z. B. durch VEGF, FGF, Angiopoetin, oder TGF- (109). Die neu
gebildeten Kapillaren sind zunachst, durch VEGF stimuliert (129), eher porés und
zart sowie durchlassig, nehmen aber im Verlauf an Starke und Widerstandsfahig-
keit zu. Abhangig von der WundgroRe dauert diese Phase bis zur Ausbildung von
Granulationsgewebe wenige Stunden bis mehrere Tage (109,173). Die Granulati-
onsphase ist gekennzeichnet durch die Proliferation von Kapillaren und Fibroblas-

ten und leitet die Reparationsphase ein (173,101).

1.1.3 Regenerations-/Reparationsphase

Die Umwandlung des Granulationsgewebes in Narbengewebe erfolgt durch den
zunehmenden Ersatz von Granulationsgewebe durch stabile Kollagenfasern sowie
durch Epithelisierung der Oberflache (62). Diese Phase kann bis zu mehrere Wo-

chen in Anspruch nehmen (173).

In der Narbenregion wird zunachst Typ-lll-Kollagen gebildet, welches im Verlauf
durch Typ-I-Kollagen ersetzt wird (170). Da vorwiegend Kollagenfasern gebildet
werden, verfugt das Narbengewebe Uber eine geringe Elastizitat (48). Der Durch-
messer einer Granulationsflache schliel3t sich zu einem Drittel durch Schrumpfung,

zu zwei Dritteln durch Neo-Epithelisierung (116).
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Aus der Basalzellschicht der Epidermis differenziert sich ein mehrschichtiges Neo-
Epithel, welches aber im Gegensatz zur physiologischen Epidermis zunachst tber
keine Melanozyten und Hautanhangsgebilde verflugt (62). Eine unkomplizierte
Wundheilung mit nur geringer Narbenbildung wird als Heilung per primam intentio-
nem bezeichnet. Primare Wunden epithelisieren meist innerhalb von 6-12 Tagen

und haben eine geringe Narbenbildung zur Folge (99).

1.1.4 Remodellierungsphase

Nach Abschluss der Reparationsphase bedeckt eine Schicht von Epithelzellen das
noch unfertige Bindegewebe. Diese einfache Epithelisierung beginnt bei kleinen
Wunden bereits wenige Stunden nach der Lasion (175) vom Wundrand aus. Die
Fibroblasten beginnen sich in Myofibroblasten umzuwandeln und es erfolgt die
Kontraktion des Gewebes und die Maturation in Narbengewebe (79). Die maxi-
male Zugfestigkeit erhalt die Wunde erst nach 8 Wochen (106). Die Wundheilung
und Narbenbildung kann Monate bis Jahre in Anspruch nehmen, bis die Narbe

eingesunken und verblasst ist (65).

1.2 Angiogenese als der Schlussel zur Wundheilung

Die endgultige Heilung einer Wunde kann nur durch ein funktionierendes Gefal3-
netz und die langfristige Adaptation von BlutgefaRen durch sogenannte Angioge-
nese entstehen (26). Der Angiogenese geht eine GefalRerweiterung durch die Ak-
tivierung von eNOS (endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase) voraus. Die Ge-
falpermeabilitat erhdht sich und Plasmaproteine treten aus den Gefallen in das

Gewebe Uber und bilden Leitbahnen fir die spater migrierenden Endothelzellen
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(4,114). Uber 20 verschiedene Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) schaffen durch

den Abbau der EZM Raum flr die migrierenden Endothelzellen (186).

Im Rahmen des proteolytischen Abbaus der EZM und des Umbaus der bestehen-
den Gefallwande kommt es zur sogenannten ,Tube formation®, der Ausbildung
kleiner GefalRrdhrchen aus Endothelzellen. Unter dem Einfluss von VEGF (129)
und FGFs und ihrer Rezeptoren wachsen die Endothelzellen sehr schnell, wobei
die Weite der Gefalllumina durch die kirzeren Splicevarianten von VEGF (VEGF
121 und VEGF 165) und Angiopoetin-1 erhéht und durch VEGF 189 vermindert
wird (36). Die Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen stellt die Vo-
raussetzung fur vollwertige GefalRwande dar. Die einzelnen Schritte der Angioge-
nese unterliegen einer kontinuierlichen Kontrolle durch endogene Inhibitoren. So

kann z. B. Thrombospondin-1 (TSP-1) die GefalRbildung inhibieren (32).

1.2.1 Stimulation der Angiogenese durch Hypoxie

Die beiden starksten Aktivatoren der Angiogenese sind die akute Hypoxie im Ge-
webe und die Freisetzung aktivierender Faktoren aus der EZM nach einer Verlet-
zung (27). Angiogenese, die fur die Behebung der Ischamie notwendig ist, wird
durch die Stabilisierung von HIF-1 Alpha Protein (28,104) und der konsekutiven
Expression von angiogenen Proteinen wie VEGF, ANGPT2 und vielen weiteren

Faktoren eingeleitet (82,127).

Die permanente Hypoxie in peripherem Gewebe stellt eines der grol3en Probleme
der gestérten Wundheilung dar (160,140). Aufgrund der Uberstimulation des HIF-
1-Alpha Pathways kommt es zu einer UberschielRenden Fibrosierung ohne ada-

quate Durchblutung des Gewebes (151,38).
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Weiters kdnnen lokale Umgebungsbedingungen, wie z.B. bakterielle Kontamina-
tion, zu einer Inhibierung der Wundheilung flihren. Dadurch bleibt die chronische

Wunde im Arrest (186).

1.2.2 Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese

Unter Angiogenese versteht man die Ausbildung neuer Blutgefale aus bereits be-
stehenden Kapillaren (62). Sie erfolgt in mehreren Phasen, welche die Migration,
Proliferation und Differenzierung von vaskularen Endothelzellen umfassen (45).
Dieser Vorgang wird durch ein komplexes Zusammenspiel von Aktivatoren und In-
hibitoren orchestriert (128). Die Tabellen 1 und 2 geben eine Ubersicht der bisher
bekannten pro- und antiangiogenen Faktoren und ihrer bekannten Eigenschaften

und Funktionen:
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Tab. 1: Ubersicht tiber die Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese

Aktivatoren der Angiogenese

Funktion

Angiopoietin-1
Angiopoietin-2
(ANG-1/-2)

Stabilisierung der Gefalde durch
Verstarkung der Interaktion zwi-
schen Endothel und glatten Mus-
kelzellen, Destabilisierung der
Gefalle vor dem Aussprossen
und Aktivierung des Tie2 receptor
signalling Pathways (172)

Endothelial Nitric-Oxide-Synthase
(eNOS)

Angiogenese und Vasodilatation
(96)

Fibroblast Growth Factor
Hepatocyte Growth Factor
Monocyte Chemoattractant Protein-1
(FGF, HGF, MCP-1)

Stimulation der Angiogenese
(FGF, HGF) und Arteriogenese
(FGF, MCP-1) durch Migration
und Infiltration von Monozyten
bzw. Makrophagen (109)

Hypoxia-Induced Growth Factor-1 Alpha
(HIF-1 Alpha)

Stabilisierung und Aktivierung des
HIF Komplexes, Aktivierung der
Erythropoetin Expression (u.a.)
sowie der Expression von weite-
ren Angiogenese-Aktivatoren

(z. B. VEGF) (28)

Insulin-Like Growth Factor 1
(IGF-1)

Forderung der Neovaskularisie-
rung durch Aktivierung von a-In-
tegrinen (28)

Integrine (INT)

Rezeptoren flr Matrixmakromole-
kile und Proteinasen (z.B. MMP-
2) (54)

Interleukin-8 (IL-8)

Kommunikationsvermittlung zwi-
schen Leukozyten und Makro-
phagen (109)

Interleukin-16
(CXCL 16, IL-16)

Verhinderung endothelialer Migra-
tion, Proliferation,

Adhasion, Inhibierung von MMP-
2 und MMP- 9 (107)

Matrixmetalloproteinasen (MMPs)
Plasminogen Aktivatoren (PA)

Migration und Matrixremodeling;
Freisetzung von bFGF und VEGF
aus der Matrix,

Aktivierung von TGF-j3,

Bildung von Angiostatin (86)
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Fortsetzung Tabelle 1

Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI-1)

Proteinase-Inhibitor; Stabilisie-
rung entstehender Gefalde durch
Verhinderung der Matrixauflosung
(28)

Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D)

Stimulation der Angiogenese
durch

Permeabilitatserhohung {Pepper,
(139)

VE-Cadherin/ PECAM
(CD31)

Junktionale Endotr_l_elmolekUIe;
essenziell fur das Uberleben des
Endothels (86)

Unter physiologischen Bedingungen herrscht eine Homoostase der Inhibitoren und

Aktivatoren im gesunden Gewebe, sodass Tumorbildung oder inflammatorische

Prozesse ausbleiben, aber eine gut funktionierende Durchblutung des Gewebes

besteht (96). Das sensible Gleichgewicht zwischen stimulierenden und inhibieren-

den Angiogenese-assoziierten Faktoren stellt einen kritischen Punkt in der Ge-

falneubildung und konsekutiven Wundheilung dar (127).
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Tab. 2: Inhibitoren der Angiogenese und ihre Funktionen

Inhibitoren der Angiogenese

Funktion

Angiostatin und verwandte proteolyti-
sche Fragmente von Plasminogen

Inhibierung der Viabilitat und Migra-
tion von Endothelzellen (133)

Endostatin
Fragment von Typ XVIlI-Kollagen

Inhibierung der Viabilitdt und Migra-
tion von Endothelzellen (133)

Interferon (IFN)
a,B,y, Interleukine 1L-4,12,18,IP-10

Inhibierung der endothelialen Migra-
tion, Downregulierung der bFGF Ex-
pression durch IFNa (28)

Plattchenfaktor-4 (PF-4)

Verhindert Bindung von bFGF und
VEGF(28)

Prothrombin kringle-2, Antithrombin
[ll-fragment (AT Ill) (=Fragmente der
hamostatischen Faktoren)

Unterdrickung endothelialen Wachs-
tums (28)

Serpine (Alpha1 Antitrypsin, An-
tithrombin, C1-Inhibitor)

Inhibierung der Serin-Proteasen-Akti-
vitat (16)

Thrombospondin-1(+2)
(TSP-1/-2)

Wird produziert von Makrophagen im
Zusammenhang mit inflammatori-
schen Prozessen (187)

Tissue-inhibitors of MMP 1,2,3
(TIMPs)

Unterdrickung pathologischer Angio-
genese (194)

Tumor Nekrose Factor-Alpha
(TNF-a)

Multifunktionales Zytokin; in unter-
schiedlichen Modellen sowohl stimu-
lierende als auch inhibierende
Funktion auf Endothelzellen.

In vitro: Inhibierung endothelialer Zell-
proliferation

In vivo: Stimulation von Neovaskulari-
sation (161)

Vasostatin (NH2-Domane von Calre-
ticulin)

Verhinderung endothelialen Wachs-
tums (189)
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1.3 Rolle der peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) in

der Wundheilung
Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) wie Makrophagen, Leukozyten und
Thrombozyten sind durch das Einstromen von Blut im Falle einer Verletzung, ne-
ben den ortsstandigen Zellen, die ersten Zellen vor Ort in einer Wunde. Aufgrund
ihrer vielfaltigen Interaktionen (117,181) spielen sie bei der Wundheilung eine be-

deutende Rolle.

Ein Beispiel fur die Interaktion zwischen Thrombozyten und Lymphozyten ist der
Platelet Activating Factor (PAF), der von Thrombozytengranula freigesetzt wird
(15) und chemotaktisch auf Makrophagen und Granulozyten wirkt (30). Das Zu-
sammenspiel vieler Faktoren, die von den Blutzellen freigesetzt werden, ermog-

licht den korrekten Ablauf der Wundheilungskaskade (65,148).

1.3.1 Vorkommen und Gewinnungsmaoglichkeit der PBMC

Als periphere mononukleare Zellen des Blutes werden jene Zellen der lymphati-
schen und myeloischen Zellreihe bezeichnet, welche nach Durchlaufen der Rei-
fungsprozesse im Knochenmark und anderen hamatopoetischen Organen in das
periphere Blut ausgeschwemmt werden und Gberwiegend flr die Produktion angi-
ogener Faktoren in einer Wunde verantwortlich sind (44,84). Sie umfassen die lym-
phatische Population der B-Zellen, T-Zellen und NK-Zellen sowie die Zellen der
myeloischen Reihe wie Monozyten, Thrombozyten und Granulozyten. Durch Zent-
rifugation von peripherem Blut erhalt man eine Trennung der Blutbestandteile in

Plasma (55 %), Erythrozyten (45 %) und PBMC, letztere mit einem Anteil von <1 %
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des Gesamtvolumens. Dieser sogenannte ,Buffy Coat" kann durch Dichtegradien-
tenzentrifugation aus peripherem Blut einfach gewonnen und die Zellen weiter ex

vivo kultiviert werden (169).

1.3.2 Periphere Blutzellen als Kandidaten flr die autologe Wundheilung

Nach einer Verletzung kommt es durch die Eréffnung peripherer Gefalle zum Ein-
strom frischen Blutes. Die peripheren Blutzellen leiten die erste Phase der Wund-
heilung durch die primare Hamostase ein (55). Aufgrund ihres Expressionsmusters
angiogener Faktoren stehen sie seit langerer Zeit bereits im Fokus der Wissen-
schaft. Ziel ist die Isolierung autologer Faktoren aus peripheren Blutzellen zur

Wundheilungsverbesserung bei komplizierten Wunden (33,73).

Die einfache Gewinnung mittels peripher vendser Blutabnahme sowie die héchst
unwahrscheinliche Infektionsrate und das erwartungsgemafe Ausbleiben einer
Immunreaktion machen diese korpereigenen Blutzellen als Donor fur Wundhei-

lungsfaktoren in der translationalen Forschung interessant.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Eine grol3e Problematik bei chronischen Wunden stellt die Ischamie des Gewebes
und das Fehlen einer adaquaten Angiogenese zur Ausbildung eines stabilen Ge-
falnetzes dar (108). Aufgrund der Adaptation der Zellen an die chronische Hypoxie
im ischamischen Gewebe findet eine Downregulation der Expression von Angio-
genese-assoziierten Faktoren auf molekularer Ebene statt (100 {Komatsu), sodass

Gefallneubildung nicht stattfinden kann (180,195).

Periphere Blutzellen spielen in der Wundheilung eine entscheidende Rolle, indem
sie angiogene Faktoren sezernieren und so zur Induktion der Gefalineubildung im
Falle einer Verletzung anregen. Ziel der Arbeit war es, das temporale Expressions-
muster angiogener Faktoren in humanen peripheren Blutzellen in Abhangigkeit
normoxischer versus hypoxischer Kulturbedingungen zu vergleichen. Die Be-
schreibung pathophysiologischer Zusammenhange zwischen Hypoxie und Faktor-
Expression der peripheren Blutzellen stand dabei im Fokus. Aul3erdem sollten un-
terschiedliche Umgebungsbedingungen und deren Auswirkungen auf die Faktor-
Expression der peripheren Blutzellen in vitro untersucht werden. In einem weiteren
Schritt sollten verschiedene Typen klinischer Wundauflagen in dem neu etablierten
Wundsimulationsmodell getestet werden. Eine zuklnftige klinische Translation
kdnnte sich nach in vitro Isolation der Faktoren in Form eines bioaktiven Wundver-
bands flr komplexe Wunden ergeben. Die Untersuchungen fanden im Rahmen

des von der Ethikkommission genehmigten Votums 497/16 S statt.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Zellgewinnung und Zellkultur unter Normoxie vs. Hypoxie

Die Zellgewinnung erfolgte mittels handels- und kliniktblicher steriler Kanulen (BD
Vacutainer™ Safety Lock). Es wurden je 10 ml peripheres Blut in EDTA-beschich-
tete Rohrchen (BD Vacutainer™) von gesunden, freiwilligen, volljahrigen Spendern
zu Versuchszwecken abgenommen. Die mit Vollblut gefllliten EDTA-beschichteten
Roéhrchen wurden 10 min lang mit einer Geschwindigkeit von 4000 rounds per mi-
nute (rpm) (Rotanda 460 R, Hettich Zentrifuge) bei 4 °C zentrifugiert. Anschlieldend
wurde der Plasma-Uberstand abpipettiert und es wurde 1 ml Buffy Coat (beste-
hend aus Leukozyten und Thrombozyten) gewonnen. Dann wurden die gewonne-
nen Zellen aus der Buffy Coat-Losung mit 12 ml serum-freiem (SF) Medium (AIM
V, Invitrogen) resuspendiert und je 0,5 ml dieser Zellsuspension fir die Zellkulturen
verwendet. Fur den Aufbau der Zellkulturen wurden 6-Well-PET (Polyethylen) Plat-
ten (BD Germany) oder Collagen Typ-l beschichtete Platten (BD Germany) ver-
wendet. In jede Vertiefung der 6-Well-Platten wurden anschlieRend Einsatze (In-
serts), deren Unterseite aus einer semipermeablen Membran (Porendurchmesser
1,0 um) bestand, gehangt. Folgende Inserts wurden verwendet: PET, Collagen-
Typ-I-beschichtet oder Fibrin-beschichtet (Tissucol Duo S™ 1ml Immuno, Baxter
Germany). Die 6-Well-Platten mitsamt den Inserts wurden im parallelen Versuchs-
aufbau sowohl unter Normoxie (37 °C, 5 % COz2,21 % Oz2) als auch unter Hypoxie

(37 °C, 3 % O2, 5 % CO2) in Inkubatoren unter sterilen Bedingungen kultiviert.
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Das in vitro Wundsimulationsmodell bestand aus einem Zwei-Kammer-System.
Durch dieses wurde eine kontrollierte Faktorgewinnung ermaoglicht, indem die von
den Blutzellen produzierten angiogenen Faktormolekulle aus der oberen Kammer
in die untere Kammer durch die semipermeable Membran diffundieren konnten.
Das SF Medium wurde dabei als neutrales Kulturmedium sowohl in der oberen als
auch in der unteren Kammer verwendet. Beim Abnehmen der Uberstinde wurden
die Inserts unter sterilen Bedingungen herausgehoben und die Ubersténde aus

den Wells fur die folgenden Tests verwendet.

Abbildung 1 veranschaulicht das 2-Kammer Wundsimulationsmodell mit periphe-

ren Blutzellen in der oberen Kammer (,Insert®).

Serumfreies
Jnsert

Medium
Semipermeable
Membran O o O Blutzellen
el e l Angiogene
Faktoren
Abb. 1:  Wundsimulationsmodell in vitro zur Stimulierung der Blutzellen zur Produktion von an-

giogenen Faktoren unter Normoxie und Hypoxie

2.2 Screening angiogener Faktoren mittels Proteome Profiler
Array™

Um sich einen ersten Uberblick tber die Proteinexpression der Blutzellen zu ver-

schaffen, wurden 10 ml peripheres Blut in einem EDTA-beschichteten Vacutai-

ner™ - Réhrchen (BD Germany) ungerinnbar gemacht und der Buffy Coat nach

Protokoll gewonnen. 1ml Buffy Coat-Losung wurde mit 12 ml SF Medium verdinnt.

Je 0,5 ml der Zellsuspension (PBMC/SF) wurde in Collagen-I-beschichtete Inserts

pipettiert.
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Die Inserts wurden mit weiteren 2,5 ml Medium beftllt und in die Vertiefungen der
6-Well PET Platten eingehangt. Pro Well wurden 3,0 ml SF Medium vorgelegt. An-
schlieRend wurden die 6-Well-Platten in die Inkubatoren gestellt. Nach einer Kul-
turzeit von 10 Tagen unter Normoxie bzw. Hypoxie wurden die Kulturen aus den
Inkubatoren genommen und das SF Medium (3,0 ml) aus den Wells entnommen.
Dieses wurde mittels Proteome Profiler™ Array (Human Angiogenesis Array Kit,
Cat no ARY007, R&D, USA) auf die Expression 55 verschiedener angiogener Fak-
toren hin analysiert. Dieser Array beruht auf dem Prinzip der Antibody/Protein De-
tektion und wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die Quantifi-
zierung der detektierten pro- bzw. anti-angiogenen Faktoren erfolgte mittels Image-

J-Software.

2.3 Quantifizierung pro- und anti- angiogener Faktoren mittels

ELISA

Far die Quantifizierung relevanter pro- und anti-angiogener Faktoren wurden 10 ml
Blut in EDTA-Vacutainer™ Rohrchen abgenommen. Es wurden 3 Wells unter
normoxischen Bedingungen (37 °C, 5 % CO2,21 % Oz2) und 3 Wells unter hypoxi-
schen Bedingungen (37 °C, 5 % COz2, 3 % Oz) Uber 7 Tage kultiviert. Im Anschluss
daran wurden die Uberstande abgenommen und fir ELISA verwendet. Folgende
Proteine wurden mittels ELISA quantifiziert: Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Angiogenin (ANG) und Thrombospondin-1 (TSP-1). Alle ELISA Kits waren
von R&D. Pro Spender wurden 2 Proben pro Bedingung (Normoxie/Hypoxie) ge-

testet.
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2.4 Analyse der Faktor-Expression im temporaren Verlauf

Um die Expression angiogener Faktoren im Verlauf der gesamten Kultivations-
dauer zu quantifizieren, wurde der Buffy Coat nach Protokoll isoliert und je 0,5 ml
PBC/SF-Zellsuspension in Collagen-I-beschichtete Inserts (1 um Porendurchmes-
ser), welche in PET-6-Well-Platten (BD Germany) eingehangt wurden, pipettiert.
Anschlieliend wurden weitere 4,5 ml SF Medium zur Zellsuspension in die Inserts
hinzugefligt und die Wells mit je 5 ml SF Medium geflillt. Die Platten wurden flir 16
Tage unter normoxischen (37 °C, 5 % COz2,21 % Oz) und hypoxischen (37 °C, 5 %

COz2, 3 % O2) Bedingungen im Inkubator belassen.

Nach jeweils 4, 8, 12 und 16 Tagen wurden Aliquots aus den Wells entnommen
und bei -20 °C tiefgefroren. Diese Uberstéande wurden zu einem spéateren Zeitpunkt
im Wasserbad (37°C) aufgetaut. Mittels ELISA wurden die Konzentrationen folgen-
der Proteine gemessen: Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Interleukin-
8 (IL-8), Thrombospondin-1 (TSP-1), Angiogenin (ANG), Matrix-Metalloproteinase-
9 (MMP-9) und Platelet-Factor-4 (PF-4). Pro Zeitpunkt wurden je 3 Proben getes-

tet.

2.5 Analyse der Auswirkungen von Hypoxie auf die

Zellkulturen

Zur Untersuchung der Lebensfahigkeit der Zellen unter Normoxie im Vergleich zur
Hypoxie wurden zwei Parameter analysiert. Erstens, die Zellintegritat wurde an-
hand der Messung des Enzyms Laktatdehydrogenase, welche bei abgestorbenen

Zellen freigesetzt wird, festgestellt. Als zweiter Parameter wurde der pH-Wert des
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Mediums, welcher im gesunden Zellkulturmilieu annahernd neutral sein sollte ge-

messen.

2.5.1 LDH-Viability-Test

Um die Uberlebensfahigkeit der Zellen in vitro unter Hypoxie vs. Normoxie zu tes-
ten, wurde ein LDH-Test (Cytotoxicity Detection Kit, Roche cat no:11644793001)
durchgefihrt. Dazu wurde 1 ml der Zellsuspension (PBMC/SF) in semipermeable
PET inserts pipettiert. Die Inserts wurden in die 6-Well-Platten gehangt, welche
zuvor mit 2 ml SF Medium/Well befillt worden waren. Die Platten wurden ebenfalls
unter normoxischen (37 °C, 5 % COz2,21 % Oz) und hypoxischen (37 °C, 5 % COg,

3 % O2) Bedingungen im Inkubator belassen.

Um die Zellviabilitat im temporaren Verlauf zu Uberprifen, wurden Zellen aus je-
weils 3 Wells nach unterschiedlich langer Kultivationsdauer geerntet. An Tag 2, 4,
8 und 12 wurden die Medien aus den jeweiligen 3 Wells abgenommen und bei -
20 °C eingelagert. In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einfluss der In-
sert-Beschichtung auf die Faktor-Expression getestet. Dazu wurden 0,5 ml Zellsu-
spension in Inserts unterschiedlichen Materials pipettiert. Folgende Materialen
wurden getestet: PET, Collagen-beschichtete Inserts und Fibrin-beschichtete Inse-
rts. Die Zellsuspensionen in den Inserts wurden jeweils mit 1,5 ml SF Medium ver-

setzt. Die Wells wurden mit je 2 ml SF Medium befllt.

Die Zellen wurden unter Normoxie bzw. Hypoxie fur die Dauer von 10 Tagen kulti-
viert. Anschlief3end wurden Aliquots des zellfreien Mediums den Wells enthommen
und fur 5 min bei 1200 rpm und 20 °C zentrifugiert. Danach wurden die Zellsus-

pensionen in den Inserts mit Triton-X-100 (Endkonzentration 1%) versetzt und fur
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2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Gemal} den Vorschriften des Herstellers (Roche)
wurden je 100 pl des Detection Kits zu den Proben pipettiert und die gesamte Sus-
pension in eine 96-Well-Platte tberflhrt. Diese wurde bei 25 °C Raumtemperatur
in Dunkelheit inkubiert und anschliel3end die Absorption bei einer Wellenlange von
492 nm mittels Plate Reader (Mithras Reader LB940, Mithras Technologies) ge-

messen.

Der Hintergrund-Wert (SF Medium) wurde von allen Proben-Messwerten subtra-
hiert. Als Kontrollwert fir den maximalen Zelltod wurde der Uberstand der Triton-
X-lysierten Zellsuspension herangezogen. Die Zelltoxizitat wurde anschliel3end er-

rechnet.

2.5.2 pH-Test

Um die Anderung des pH-Werts in den Zellkulturen in Abhangigkeit von der Zeit zu
bestimmen, wurde dieser mithilfe sogenannter Hydro-Dishes ™ mit einem pH-Rea-
der gemessen. Dazu wurden pro Well 0,5 ml der Blutzellsuspension mit je 1,5 ml
SF Medium in einer speziellen 24-Well-Platte (HydroDish™, PreSens) unter
Normoxie bzw. Hypoxie kultiviert. Nach 2, 4, und 8 Tagen wurde der pH-Wert ge-

messen und mithilfe der Software (PreSens System) standardisiert ermittelt.
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2.6 Analyse des Einflusses des Scaffold Materials auf die

Faktorproduktion

Um die Auswirkung der Materialeigenschaft von PET (Polyethylen) auf die Zellen
bzw. deren Faktorexpression zu prifen, wurde folgender Versuchsaufbau gewahlt:
0,5 ml der PBMC/SF Zellsuspension wurden jeweils in ein PET, Collagen-I-be-
schichtetes oder Fibrin-beschichtetes Insert (1 um Porendurchmesser) pipettiert
und mit 1,5 ml SF-Medium verdlnnt. Die Inserts wurden anschlie3end in 6-Well-
Platten gehangt, die 2 ml SF Medium/Well enthielten. Die Platten wurden flr 4 bzw.
10 Tage, jeweils parallel unter Normoxie oder Hypoxie in Kultur gehalten. Die Me-
dien aus den Wells wurden nach 4 bzw. 10 Tagen abgenommen und die Faktoren
(VEGF, Angiogenin, Thrombospondin1, IL-8) mittels ELISA quantifiziert (gemaf

ELISA-Protokoll von R&D). Pro Versuchsbedingung erfolgten 3 Ansatze.

Um den Effekt der Festigkeit des Materials auf die Zellen und deren Faktorexpres-
sion zu testen, wurde jeweils 1 ml der PBMC/SF Zellsuspension mit 1,5 ml Medium
versetzt und in Inserts unterschiedlichen Materials pipettiert. Es wurden drei unter-
schiedliche Materialien, die sich in ihrem Elastizitatsmodul (Pascal) voneinander
unterschieden, verwendet. Einerseits wurden Inserts aus PET verwendet, dane-
ben erfolgte derselbe Versuchsansatz mit 5ml Collagen Gel (Bovines Collagen Typ
[) beschichteten PET Inserts. Als dritte Gruppe wurden PET Inserts, die mit einem

hochelastischen Collagen Gel (hohes E-Modul) beschichtet waren, verwendet.

Die Herstellung der unterschiedlich festen Collagen-Gele erfolgte durch Zugabe
von 10%-10-x-MEM und 10%-NaOH nach dem Titrationsprinzip bis zum Farbum-

schlag des zugefligten Indikators Phenol-Rot (68).
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Es wurden zwei Arten von Gelen hergestellt: Collagen Gele mit einem E-Modul von
ca. 50 kPa und Gele mit einem E-Modul von 2000 kPa. Letztere wurden mittels
steriler Kompression zwischen zwei Plastikoberflachen auf eine Festigkeit von ca.
2000 kPa gebracht. Hierzu wurde auf das Collagen Gel ein mechanischer Druck

von aullen ausgeubt, der fir 5 min auf das Gel einwirkte.

Anschlieliend wurden die Gele aus in die PET 6-Well-Platten tberfuhrt und mit je
4 ml SF Medium/Well Gberschichtet. Dann wurden die Inserts mit den Zellsuspen-
sionen in die Wells gehangt und fir 10 Tage unter Normoxie bzw. unter Hypoxie
kultiviert. Nach 10 Tagen wurden die Uberstande gesammelt und mittels ELISA die
jeweiligen VEGF-Konzentrationen quantifiziert. Pro Bedingung wurden 3 Proben

getestet.

2.7 Analyse von Wundauflagen zur Speicherung und

Freisetzung von VEGF

Es wurden verschiedene, klinisch gebrauchliche Wundauflagen und Wundgele so-
wie spezielle Micro Beads (Kugelchen) auf ihre Fahigkeit der Aufnahme und Ab-

gabe der angiogenen Faktoren in vitro getestet.

Fur diesen Versuch wurden spezielle 6-Well-Platten verwendet, deren Wells vom
Hersteller (BD Germany) mit Collagen Typ | beschichtet worden waren (Collagen

Coated Wells, BD Biochrom).

Fir die Experimente wurden folgende unterschiedliche Materialien ausgewahit.

Das verwendete bovine Collagen Gel ist identisch mit dem klinisch gebrauchlichen
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Stimulen Gel™ (Southwest Technologies Inc.). Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der

verwendeten Wundauflagen.

Tab. 3: Ubersicht der getesteten Wundauflagen

Wundauflage/Wundgel

Funktionen (laut Hersteller)

Alginate
(Sorbalgon®, Aquacel®)

Saugt Wundsekret auf, Einsatz
auch nach Spalthautentnahme,
reinigt die Wunde und wirkt blut-
stillend, bildet eine Gelschicht
nach Kontakt mit Wundflissigkeit

Hydrogele
(Hydrosorb-Gel®, Polyhexanid-Gel®,
Collagen Gel)

Zur Autolyse von Fibrinbelagen,
zum Anfeuchten trockener Wun-
den bzw. freiliegender Sehnen

Hydrokolloidverbande

Anwendung bei gering exsudati-

(Mepilex®, Permafoam®)

(Nu Derm®) ven Wunden, erhalt ein feuchtes
Wundmilieu in der Granulations-
phase

Schaumstoffe Zur Abdeckung in der Granulati-

onsphase, bildet feuchtes Milieu,
schitzt vor aulReren Einfliissen
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2.7.1 Gelartige und feste Wundauflagen

Aus der Gruppe der gelartigen Wundauflagen wurden Hydrosorb Gel®, Polyhexa-

nid Gel® und Collagen Gel und Fibrin Gel getestet.

Hydrosorb Gel® ist ein klares und viskdses Gel, welches laut Hersteller flr ein
feuchtes Wundmilieu sorgt und bei oberflachlichen und tiefen Wunden Anwendung

findet (siehe Produktinformation Firma Hartmann).

Bei Polyhexanid Gel® handelt es sich um ein antiseptisches Wundgel, welches
laut Hersteller auch bei Verbrennungswunden und infizierten Wunden eingesetzt
werden kann und von der Konsistenz her dem Hydrosorb Gel® sehr ahnlich ist

(siehe Herstellerinformation Lavanid Gel® von Serag Wiessner).

Des Weiteren wurde Collagen Gel (bovines Kollagen Typ |) getestet, welches die
Wunde ebenfalls ausfiillt und die Wundheilung laut Hersteller aktiv stimuliert und
bei tiefen Wunden auch zur Férderung der Granulation eingesetzt werden kann

(siehe Produktinformation Stimulen™ Collagen Gel, Southwest Technologies).

Aulerdem wurde TissuCol®, ein Fibrin Gel, getestet. Wie oben beschrieben, spielt
Fibrin in der Wundheilung vor allem in der ersten Phase nach der Hamostase eine

entscheidende Rolle.

Die zu testenden gelartigen Wundauflagen wurden in PET-Inserts gegeben, wel-
che in die beschichteten 6-Well-Platten eingehangt wurden. Pro Versuchsbedin-
gung wurden 3 Inserts mit je 3 ml Gel befullt und je 1 ml SF Medium hinzugefugt.
In die darunterliegenden Wells wurde 1 ml der Zellsuspension (PBC/SF) mit zu-

satzlich 1 ml SF Medium gefullt.
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Die Platten wurden unter sterilen Bedingungen Uber 12 Tage unter Normoxie bzw.
Hypoxie kultiviert. AnschlieRend wurden die Gele aus den Inserts genommen und
in 50-ml-Réhrchen (Greiner) mit 1,5 ml frischem SF Medium Uberflhrt. Die 50-ml-
Rohrchen wurden luftdicht verschlossen und auf einer horizontal-rotierenden Platt-
form fir 12 h belassen, um die Diffusion der Faktoren aus den Gelen in das frisch
hinzugefligte SF-Medium zu ermdglichen. Die Faktor-angereicherten SF Medien
werden im Folgenden auch als ,Releasates” bezeichnet. Diese wurden nach 12 h

mittels ELISA auf ihren VEGF-Gehalt hin gepruft.

Aus der Gruppe der festen Wundauflagen wurde unter anderem Sorbalgon®, eine
Calcium-Alginat Kompresse, getestet. Diese Kompresse wandelt sich im Aus-
tausch mit den Natriumsalzen von Blut und Sekreten in ein hydrophiles, nicht ver-

klebendes Gel um und flllt die Wunde aus (vgl. Produktbeschreibung Hartmann).

Weiters wurde Aquacel® ausgewahlt, eine sterile Wundauflage, die aus Hydrofi-
ber-Fasern besteht und Exsudat und Bakterien schnell resorbiert. Aquacel® ist fur
die Behandlung von akuten und chronischen Wunden geeignet (siehe Produktin-

formation Hartmann).

Aus der Gruppe der Hydrokolloidverbande wurde Nu-Derm® ausgewahlt, ein was-
serdichter Carboxyl-Methyl-Cellulose Verband, der fur gering sezernierende Wun-
den geeignet ist und sich ebenfalls als gelartige Schicht an die Wundoberflache

anpasst (siehe Produktbeschreibung Ethicon Johnson&Johnson, USA).

Far die Versuchsreihe wurden weiters zwei Schaumstoffe ausgewahlt, Mepilex®

und Permafoam®. Bei Mepilex® handelt es sich um einen absorbierenden
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Schaumverband, der zur Versorgung oberflachlicher, leicht bis mittelstark exsuda-
tiver Wunden verwendet wird, nicht mit der Wundoberflache verklebt und aus Po-

lyurethan besteht (siehe Produktinformation Firma Mdolnlycke).

Bei Permafoam® handelt es ich um einen Schaumverband mit ebenfalls wasser-
undurchlassiger Polyurethandeckschicht, die eine starke Saugfahigkeit bei stark
exsudativen Wunden aufweist und aufgrund ihrer Beschaffenheit auch eine Pols-

terfunktion als Wundverband hat (siehe Produktinformation Firma Hartmann).

Es wurden je 3 cm? groRRe Stlicke aus den Wundauflagen ausgeschnitten, in die
Inserts gelegt und mit je 1,5 ml SF-Medium befeuchtet 1 ml der PBMC/SF Zellsu-
spension wurde in die Wells einer PET 6-Well-Platte pipettiert und mit 1 ml zusatz-
lichem SF-Medium aufgeflllt. Nach 12 Tagen unter normoxischen bzw. hypoxi-
schen Bedingungen (siehe oben) wurden die Wundauflagen entnommen, in 50 ml
Rohrchen transferiert und mit 1,5 ml frischem SF Medium versetzt. Die Rohrchen
wurden fur die Dauer von 12 h auf die rotierende Plattform gestellt. AnschlieRend
wurde das Medium abpipettiert und mittels ELISA die VEGF-Konzentration gemes-

sen. Pro Versuchsbedingung wurden 3 Proben getestet.

2.7.2 Microsphere Carrier

Um den Einfluss von EZM Molekulen auf die Faktor-Produktion in peripheren Blut-
zellen zu testen, wurden Experimente mit beschichteten Microsphere Carriers
(Micro Beads) durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um Polystyrol Kigelchen, mit
einem Durchmesser von 125-212 ym. Fur die hier beschriebenen Versuche waren
die Microsphere Carriers einerseits mit bovinem Collagen Typ |, andererseits mit

Pronectin F. beschichtet (Polystyrene beads Collagen-coated; Polystyrene beads
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Pronectin F-coated; beide Sigma Aldrich). Jedes Insert wurde mit 1 g eines
Microsphere Carriers, versetzt mit 2 ml SF Medium, beflllt. Anschlie®end wurden
die Inserts in Wells eingehangt, die jeweils 1 ml Zellsuspension (PBMC/SF) und

1 ml SF Medium enthielten.

Die Kulturen wurden Uber 12 Tage unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedin-
gungen belassen. Danach wurden die Carrier Suspensionen mit 2 ml Collagen-
Gel Typ | bzw. Fibrin-Gel versetzt. Diese Gel/Carrier-Gemische wurden anschlie-
Rend mit 2 ml SF Medium in 50 ml Réhrchen (Greiner) transferiert und auf der
Plattform geschlittelt. Nach 12, 24, 36 und 48 Stunden wurden je 200 pl klarer
Uberstand abgenommen, welcher anschlieRend mittels ELISA auf den VEGF Ge-

halt getestet wurde. Pro Versuchsbedingung wurden 3 Proben getestet.

Wundauflage- - Wundauflagen mit
Material Faktoren

Semlpermeable

Membran : >
.' I *

ELISA

> ‘ -20°C
Tube

Herausgeloste formation
Faktoren in Medium

Blutzellen 1 2 d 1 2 h

Abb. 2: Schematische Darstellung der Faktor-Extraktion aus Wundauflagen
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2.8 Tube formation Assay zur Darstellung der Angiogenese in

vitro
Um das angiogene Potenzial der zuvor gewonnenen, faktorhaltigen Uberstéande in
vitro zu messen, wurden Tube formation Assays (ibidi y-Angiogenesis System)
durchgefihrt. Hierzu wurden humane Endothelzellen (p0-p2) aus der Nabel-
schnurvene (Umbilicalvene) verwendet (HUVECSs, Cell Systems). Die Zellen wur-
den in 25-75-cm?-Flaschen mit ausreichend Nahrmedium (VascuLife™, CellSys-

tems) bis zu 90 % Konfluenz kultiviert.

Die Wells der p-Angiogenesis-Platten wurden mit je 10 pl Matrigel™ (factor re-
duced, high density, BD, Germany) beflillt. Nach einer Stunde bei 37 °C im Inku-
bator gelierte das 1:8 verdiinnte Matrigel™ und die Zellen konnten in einer Dichte
von 10 x 103/Well in je 50 pl Testmedium ausgesat werden. Als positives Kontroll-
medium wurde VascuLife™ Medium (full-factored) verwendet. Als negatives Kon-
trollmedium diente AIM Medium (Invitrogen). Die Platten wurden im Inkubator bei
37 °Cund 5 % CO:2fur 12 h belassen. Anschlie3end erfolgte die Farbung der Zellen
mit Calcein AM (PromoKine, Germany). Die Gefal3neubildung (Tube formation)
konnte mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden. Um die Gefalineubil-
dung zu quantifizieren, wurden Knotenpunkte gezahlt und die Gefaldlangen zwi-

schen den Knotenpunkten gemessen (Image-J).

Als GefalRknoten wurden jene endothelialen Strukturen definiert, bei der zwei oder
mehr Gefallarme angeschlossen waren. Als Gefaldlange wurde eine Strecke zwi-
schen zwei GefalRknoten definiert. Pro Versuchsbedingung wurden 3 Proben ge-

testet.
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2.9 Invasion Assay zur Darstellung der Zellmigration in vitro

Um die Fahigkeit der Zellinvasion durch BD Matrigel™ zu testen, wurde ein BD
BioCoat™ Angiogenesis System benutzt (BD Falcon Fluoroblock Assay), in dem
HUVECs durch eine Matrigel™ Membran migrieren, sofern ein ausreichender Sti-
mulus durch ein darunterliegendes Medium vorhanden ist. Als stimulierendes Me-
dium wurden die zuvor gewonnen faktorreichen Uberstande der PBMC Kulturen

verwendet.

Die in frihen Passagen (p1-p3) verwendeten HUVECs wurden zuvor mit fluores-
zierendem Farbstoff (DilC12 Flourescent Dye, BD, USA), welcher sich in die Zell-
membranen einlagerte, behandelt. Nach 24 h Inkubationszeit konnte mittels Fluo-
reszenzmikroskopie die Migration der Zellen festgestellt und diese mittels Image-
J-Analyse (Image J, NIH, USA) quantifiziert werden. Mindestens 5 Felder wurden

pro Probe analysiert, mit 3 Proben pro Versuchsbedingung.

2.10 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der

Wundauflagen

Zur besseren Darstellung der unterschiedlichen dreidimensionalen Struktur der
Wundauflagen wurde eine rasterelektronenmikroskopische Untersuchung durch-
gefuhrt. Sputtern: Gerat SCD 005 von Baltec 40sec, 40 mA, mit einem Goldtarget

und einer Schichtdicke von 8 nm. (Gerat JSM 6390 von Jeol, 10kV Spannung).
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2.11 Statistische Auswertung der Daten

Jede der geschilderten Versuchsmethoden bestand aus drei unabhangigen, iden-
tisch verlaufenden Versuchsreihen. Aus den Ergebnissen wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen mithilfe des Programmes Microsoft®Excel berechnet. Sig-
nifikante Unterschiede wurden mittels Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt. Der Al-
pha-Fehler wurde mit 5 % angenommen und das Signifikanzniveau wurde auf
p < 0,05 festgelegt. Die Darstellung der Daten erfolgte mit Microsoft®Excel und

PowerPoint®.
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3 Ergebnisse

3.1 Faktorproduktion der peripheren Blutzellen unter Normoxie
und Hypoxie

Die Sauerstoffkonzentration ist ein entscheidender Parameter, welcher die Syn-
these angiogener Faktoren in kultivierten peripheren Blutzellen beeinflusst (55).
Zwischen den normoxischen und hypoxischen Zellkulturen zeigten sich Unter-
schiede in den Faktorkonzentrationen u.a. bei den pro-angiogenen Proteinen
VEGF, Angiogenin, EGF, FGFb, IGFBP-1, IGFBP-3, IL-8, IL-16 sowie bei anti-an-
giogenen Proteinen wie PF4, Vasohibin oder Thrombospondin-1 (Abbildung 3 A,
B). Unterschiedlich war auch die Expression der matrix-modulierenden Proteine
MMP-8, MMP-9 und TIMP-1 (Abbildung 3C). In den Uberstanden der normoxi-
schen Kulturen konnte nach 10 Tagen ein ahnliches, aber schwacher ausgeprag-
tes Muster der Angiogenesefaktoren-Expression detektiert werden. Als Kontroll-
gruppe wurde das SF Medium AIM verwendet, in welchem sich keiner dieser Fak-

toren nachweisen liel}.
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Abb. 3: (A) Quantifzierung pro-angiogener Faktoren unter Normoxie und Hypoxie (B) Quantifi-
zierung anti-angiogener Faktoren unter Normoxie und Hypoxie (C) Quantifizierung
matrix- modulierender Faktoren unter Normoxie und Hypoxie
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3.2 Quantifizierung angiogener Faktoren und Unterschiede
zwischen Normoxie und Hypoxie

Um die Unterschiede der Faktorexpression zwischen normoxischen und hypoxi-
schen Kulturen weiter zu quantifizieren und um die Ergebnisse des Proteome Pro-
filer Assays™ zu validieren, wurden Vertreter pro- und antiangiogener sowie mat-
rix-modulierender Faktoren mittels ELISA gemessen. Wie Abbildung 4 zeigt, wurde
TSP1-1 (norm 118.7 £ 7.3 ng/ml vs hyp 226.3 + 13.4 ng/ml bei p < 0.05) in den
hypoxischen Kulturen im Vergleich zu den normoxischen Kulturen deutlich hoch-
reguliert. Angiogenin wurde hingegen unter Hypoxie herunter-reguliert (norm
3938 £ 160.8 pg/ml vs. hyp 3192.5 + 108pg/ml bei p < 0.05). Im Falle von VEGF
ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den normoxischen und hypoxi-

schen Kulturen (norm 41.9 + 6.2 pg/ml vs. hyp 50.5 £ 5.2 pg/ml bei p< 0.05).
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Abb. 4: (A) VEGF-Konzentrationen im Vergleich Normoxie und Hypoxie
(B) Angiogenin Konzentrationen im Vergleich Normoxie und Hypoxie
(C) Thrombospondin-1-Konzentration im Vergleich Normoxie und Hypoxie
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3.3 Unterschiede der Faktorproduktion im temporaren Verlauf

Um die Faktorexpression im zeitlichen Verlauf zu messen wurden in einem weite-
ren Versuchsansatz faktorreiche Zellkulturiberstande gewonnen, die jeweils an
Tag 4, 8, 12 und 16 abgenommen wurden. Von jedem Uberstand wurde die Ex-
pression der Proteine VEGF, Angiogenin, Thrombospondin-1 und IL-8 mittels
ELISA quantifiziert. Aus Abbildung 5 wird ersichtlich, dass die Faktorproduktion un-

ter beiden Versuchsbedingungen wahrend der Kultivationsdauer keinen linearen

Verlauf zeigte.
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Abb. 5: Temporarer Verlauf der Sekretion von VEGF, Angiogenin, Thrombospondin-1 und In-
terleukin-8-Konzentrationen unter Normoxie und Hypoxie
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VEGF und Angiogenin zeigten im Verlauf der Zeit eine Abnahme mit Hochstwerten
zwischen Tag 1 und Tag 4 sowohl unter Hypoxie als auch unter Normoxie. Es ergab
sich eine fast doppelt so hohe Konzentration an Thrombospondin-1 in den hypoxi-

schen Kulturen zwischen Tag 4 und 8 im Vergleich zu den normoxischen Kulturen.

Die durchschnittliche TSP-1 Konzentration an Tag 12 lag mit 359.3 + 34.4 ng/ml in
den hypoxischen Kulturen deutlich unter den Werten der normoxischen Kulturen
(452 + 45.4 ng/ml) (p < 0.05). Die Konzentration von IL-8 blieb hingegen sowohl
unter Normoxie als auch Hypoxie stabil, wobei normoxische Kulturen zum Mess-
zeitpunkt Tag 4-8 eine signifikant hdhere IL-8 Konzentration aufwiesen als hypoxi-

sche Kulturen (p< 0.05)

3.4 Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf Zell-Viabilitat und

pH-Wert

Um die Toxizitat der Hypoxie (3 % O2) auf die Blutzellen zu analysieren, wurden
LDH-Tests durchgefiuihrt und die Rate des Zelltods in den hypoxischen im Vergleich
zu den normoxischen Kulturen ermittelt. Hierbei zeigten hypoxische Kulturen eine
um 5 % verringerte Zellviabilitat im Vergleich zu normoxischen Kulturen am Ende

der Kultivationsdauer nach 8 Tagen (Abbildung 6A).

Der pH-Wert anderte sich im zeitlichen Verlauf und zeigte am Tag 4 einen alkali-
schen Peak mit Werten Uber pH 8,0 in beiden Kulturen. Zwischen normoxischen
und hypoxischen Zellkulturen konnten allerdings kein signifikanter Unterschied des

pH-Werts festgestellt werden, wie Abbildung 6B veranschaulicht.
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Abb. 6: (A) Zellviabilitdt unter Normoxie und Hypoxie und (B) pH-Wert im zeitlichen Verlauf

3.5 Einfluss des Materials und des Elastizitatsmoduls auf die
Faktorexpression

In weiteren Experimenten wurde der Einfluss unterschiedlicher Materialien auf die
Faktorproduktion der peripheren Blutzellen verglichen. Dazu wurden Zellen auf
drei unterschiedlichen Scaffold Materialien (PET, Fibrin-Beschichtung, Collagen
Typ I-Beschichtung) tber 10 Tage unter Normoxie und Hypoxie kultiviert und die
Uberstande mittels ELISA auf ihre Konzentrationen von VEGF, Angiogenin, Throm-
bospondin-1 und Interleukin- 8 untersucht. Wie Abbildung 7 zeigt, wurde die grofite
Stimulation der VEGF Expression durch Fibrin-beschichtete Inserts erzielt, gefolgt

von Kollagen-beschichteten Inserts und PET Inserts (p < 0.05).
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Abb. 7: (A) Einfluss verschiedener Scaffold Materialien auf die VEGF-Produktion in peripheren
Blutzellen
(B) Einfluss von Collagen und PET auf die Faktorenexpression Angiogenin, Throm-
bospondin-1 und Interleukin-8 in peripheren Blutzellen.

Die Produktion von Angiogenin (ANG) in peripheren Blutzellen war signifikant ho-
her bei Kultivierung auf Kollagen-beschichteten Inserts als bei Kultivierung auf PET
oder Fibrin-beschichteten PET Inserts (p < 0.05). Bei der Produktion von IL-8 und
Thrombospondin-1 lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ma-

terialien nachweisen (Abbildung 7).
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Mithilfe eines Angiogenesis Proteome Profiler Assays™ wurden die Uberstande
der 3 Zellkulturen hinsichtlich der Expression von matrix-modulierenden Proteinen
untersucht und verglichen. Dabei konnte in den Kulturen mit den Collagen-be-
schichteten Inserts die hochsten Konzentrationen an MMP-8 und MMP-9 gemes-
sen werden. TIMP-1 zeigte keine unterschiedliche Expression zwischen den Ver-
suchsgruppen. Eine signifikante Erhéhung der MMP-8 Expression konnte in Kol-

lagen-beschichteten Inserts beobachtet werden (Abbildung 8).
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Abb. 8: Ubersicht der Expression von EZM-assoziierten Proteinasen von PBMC auf unter-
schiedlichen Scaffold Materialien

Um den Effekt des Elastizitditsmoduls des Scaffold Materials auf die Faktorproduk-

tion der Zellen zu messen, wurde ein Versuch angesetzt, bei dem zwei unter-

schiedlich feste Kollagen-Hydrogele im Vergleich zu herkdmmlichen PET-Inserts

getestet wurden. Die Zellen wurden dabei direkt auf den Collagen-Hydrogelen kul-

tiviert und die faktorreichen Uberstéande aus den darunterliegenden Wells mittels

ELISA nach 10 Tagen auf ihre VEGF-Konzentration hin getestet (Abbildung 9).

Die aus flissigem bovinen Collagen G Typ | angefertigten Hydrogele wiesen ein

Elastizitdtsmodul (E-Modul) von 50 kPa und 2000 kPa auf. Diese Werte wurden
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anhand eines Protokolls aus Vorarbeiten geschatzt (vgl. 67). Das E-Modul von
2000 kPa wurde durch mechanische Kompression erreicht und stimulierte die
VEGF-Proteinexpression um ein Vierfaches (p < 0.05) im Vergleich zur 50 kPa

Variante und um mehr als ein Vierfaches zum Polyethylen (Abbildung 9).
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Abb. 9: Unterschiedlich feste Collagen-Hydrogele bewirken eine signifikant unterschiedliche

VEGF Produktion der kultivierten Blutzellen

3.6 Unterschiede der Wundauflagen in der Speicherung und
Freisetzung von VEGF

Fir diese Versuche wurden Wundauflagen unterschiedlicher Beschaffenheit und

aus unterschiedlichen Materialien getestet. Gemal ihrer Konsistenz, konnten die

Wundauflagen in drei Gruppen eingeteilt werden: gelartige Wundauflagen, feste

Wundauflagen und Microsphere Carrier (Micro Beads).

Nach 12 Tagen unter Normoxie oder Hypoxie wurden die gewonnen Uberstande

mittels ELISA auf ihre VEGF-Konzentrationen hin getestet.
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Es zeigte sich, dass die Collagen- und Fibrin-Gele signifikant mehr VEGF aufneh-
men und wieder abgeben konnten als das Hydrosorb®-Gel oder Polyhexanid-Gel.
Am Tag 12 zeigten die Gele eine VEGF-Retentionsrate (Verhaltnis: VEGF-Kon-

zentration im Medium/Konzentration im Hydrogel) von 26 + 10 pg/ml (Abbildung

10).
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Abb. 10:  VEGF-Konzentration nach Aufnahme und Abgabe aus den gelartigen (grau) und
festen (schwarz) Wundauflagen

Bei den festen Wundauflagen zeigten sich im VEGF ELISA signifikante Unter-
schiede zwischen den Auflagen Mepilex® und Aquacel® bzw. Mepilex® und Nu-
Derm® sowie zwischen Permafoam® und Nu-Derm®. Sorbalgon® zeigte keinerlei
VEGF-Release Gehalt. Die hochste VEGF-Konzentration fand sich bei Mepilex®
mit einer Konzentration von 407,16 £ 120,46 pg/ml VEGF. Die zweithdchste Kon-
zentration zeigte Permafoam® mit 222,4 + 56,98 pg/ml VEGF, dahinter folgten
Aquacel® mit 160,83 £ 34,37 pg/ml VEGF und Nu-Derm® mit 17,10 £ 2,08 pg/ml.
Die VEGF-Konzentration in den Wundgelen Hydrosorb® und Sorbalgon® lag un-

terhalb der Nachweisgrenze des VEGF-ELISA (R&D).
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Die Extraktion der Faktoren aus den Microsphere Carriers gestaltete sich etwas
komplizierter als die Extraktion aus den anderen Wundauflagen, da die Mikrome-
ter-grof3en Kigelchen erst in Collagen und Fibrin-Gele eingelegt und Uber 48 h
geschuttelt werden mussten, um die Faktoren herauszulosen. Die starkste Faktor-
freisetzung und hochste VEGF-Konzentration konnte in den Uberstanden nach 12

h gemessen werden (Abbildung 11).
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Abb. 11:  VEGF-Konzentration (pg/ml) aus den Microsphere Carriers nach 12, 24, 36 und 48
Stunden Inkubationszeit

3.7 Angiogenes Potenzial der Faktoren in vitro

Um das angiogene Potenzial der Faktoren in vitro zu evaluieren wurden diese in
Tube Formation Assays und Matrigel™ Invasion Assays mit humanen Endothel-

zellen aus Nabelschnurvenen (HUVECSs) getestet. Dabei zeigte sich, dass jene
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Releasates, die nach Kultivierung der PBMC auf Collagen-Gelen gewonnen wor-
den waren, eine doppelt so hohe Gefal3neubildung (ca. 2 Mal mehr Tubules, ca. 3
Mal mehr Nodes, p < 0.05) induzierten wie das Kontrollmedium AIM. AuRerdem
waren die neu gebildeten Gefalte doppelt so lang wie die der Kontrollmedien

(p < 0.05) (Abbildung 12).

Im Gegensatz zu den Releasates aus den Collagen-Gel-Versuchen zeigten die
Releasaes der Polyhexanid-Gele und Hydrosorb™-Gele keine Erhéhung der an-
giogenen Aktivitat von HUVECs im Vergleich zur Kontrollgruppe AIM und lagen in
allen drei Parametergréfien (Anzahl der Tubules, Anzahl der Nodes, Lange der

Tubules) deutlich unterhalb des Kontrollwerts (p < 0.05) (Abbildung 12).

Releasates, die aus den Kulturen mit Collagen-beschichteten Microsphere Car-
riers gewonnenen wurden, erhéhten signifikant (2-fach) die Lange der neugebilde-
ten Gefalde (p < 0.05). Weder die Anzahl der GefalRvorlaufer noch die der Gefal3-

knoten war verandert (Abbildung 13).

3.7.1 Floureszenzmikroskopische Bilder des Tube formation Assays

Als Kontrollmedium fur diese Versuche wurde wieder SF Nahrmedium AIM (Invit-
rogen) verwendet. Im Vergleich zu den Wundauflagen Mepilex®, Nu Derm® und
Permafoam® zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Gefalineubil-
dung. Die Wundauflage Aquacel® zeigte allerdings eine signifikant verringerte An-

zahl an Tubules im Vergleich zum Kontrollmedium.
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Als Positivkontrolle fur die Gefalneubildung diente das HUVEC-Full-Supplement-
Medium, welches normalerweise die volle Stimulation der Gefal3neubildung in vitro

bewirkt (Abbildung 12).

Im Falle der Collagen Gel® konnte eine signifikant hdhere Ausbildung an Primar-
gefallen (Tubules) und eine hohere Dichte an Gefallknoten beobachtet werden.
Auch die Lange der Tubules war signifikant gréoRer als bei anderen getesteten

Wundauflagen (Abbildung 12).

Hydrosorb-Gel®, Polyhexanid® und Fibrin-Gel® zeigten nur eine geringe angio-
gene Wirkung auf HUVECs im Vergleich zu AIM SF Medium. Die Auspragung von
Gefalprimarstrukturen war signifikant niedriger als unter Collagen-Gel®-Stimula-

tion oder in SF Medium (Abbildung 12).

Die Releasates aus den festen Wundauflagen ergaben keine signifikante Aktivie-
rung der Ausbildung von Gefalvorlauferstrukturen im Vergleich zum serumfreien
Testmedium. Bei Aquacel® zeigte sich eine signifikant geringere Ausbildung wie

Abbildung 13 und 14 zeigen.

In der Gruppe der Collagen-beschichteten Microsphere Carrier konnten signifikant
langere Tubules beobachtet werden im Vergleich zur Kontrolle (AIM Medium) so-

wie im Vergleich zu den Pronectin-beschichteten Carriern (Abbildung 13 und 14).
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Abb. 12:

Floureszenzfarbung Calcein-AM der Tube formation nach 12 h in 5 x Vergréferung
von AIM Kontrolle (A) und HUVEC Medium (B) sowie der Gelwundauflagen Collagen
Gel (C) und Hydrosorb Gel® (D) und Polyhexanid Gel® (E) und Fibrin Gel® (F)
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Abb. 13:

Floureszenzfarbung Calcein-AM der Tube formation nach 12 h in 5 x VergréfRerung:
Nu Derm (A), Permafoam (B) , Aquacel (C) und Mepilex (D) Collagen/Collagen coated
beads (E) Pronectin coated beads (F).
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Abb. 15:  Durchschnittliche Anzahl der Tubules, Nodes und Langen der Tubules der Microsp-
here Carrier in logarithmischer Darstellung
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3.7.2 Invasion Assay

Um zu testen, ob die Faktormedien die Zellmigration der HUVECs in vitro beein-
flussen, wurden Matrigel® Invasion Assays durchgefihrt. In diesen zeigten die Me-
dien der Collagen-Gel-Kulturen eine doppelt so hohe Aktivitat wie das Kontrolime-
dium AIM (Abbildung 15). Medien von Polyhexanid-Gel® Kulturen bewirkten eine
Hemmung der Endothelzellinvasion (50 % geringer als die Kontrolimedien,
p < 0,05) und Hydrosorb-Gel®-Medien erbrachten ahnliche Ergebnisse wie die
Kontrolimedien (p < 0,05). Bei den Microsphere Carrier-Uberstanden zeigten le-
diglich die Releasates der Collagen-beschichteten Microsphere Carriers hohere
Werte als die Kontrollmedien (1,5-fach héher, p < 0,05), die Pronectin-beschichte-
ten Uberstande von Microsphere Carrier-Kulturen zeigten geringere Aktivitat als

die Kontrollmedien (p < 0,05).

Abbildung 17 zeigt die fluoreszenzmarkierten Endothelzellen (HUVECS), die nach
24 h in die Membran des Invasion Assays eingewandert waren. Dabei ergab sich
in der Gruppe der Wundgele eine Signifikanz von Collagen Gel gegenuber Hydro-
sorb Gel®, Polyhexanid Gel® und Fibrin Gel, wobei die Releasates des Fibrin Gels
kaum eine Zellmigration der HUVECS induzierten. Ein signifikanter Unterschied
konnte auch zwischen den Releasates von Hydrosorb Gel® und Polyhexanid Gel®
beobachtet werden. Dabei zeigten sich die Releasates der Hydrosorb

Gel® Gruppe deutlich stimulierender fur die Zellmigration.
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Abb. 16: Invasion Assay nach Farbung in 5 x nach 24 h: Collagen Gel (A) Hydrosorb™ Gel (B
Polyhexanid™ Gel (C), Fibrin Gel (D)

Die eingewanderten Zellen zeigten sich im Invasion Assay nach 24 h als Korrelat
fur die angiogene Stimulation durch die gebildeten Faktoren. Wie Abbildung 16
zeigt ergaben sich grof3e Unterschiede in der Zellmigrationsrate der verschiedenen

Wundauflagen Releasates im Vergleich zur Kontrolle AIM.
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Abb. 17:  Invasion Assay nach Farbung in 5-fach Vergroferung nach 24h: Mepilex™ (A), Per-
mafoam™ (B), Nu-Derm™ (C), Aquacel™ (D), Collagen Beads (E) und Pronectin Be-
ads (F)

Die Wundauflagen Mepilex® und Permafoam® zahlen zu den Schaumstoffverban-

den und verfligen somit Uber eine ahnliche dreidimensionale Struktur, die sich im

Vergleich zu anderen Wundauflagen insbesondere bei der Aufnahme von angio-

genen Faktoren aus der PMBC Kultur unterscheidet.
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Uberstéande (Releasates) der PBMC/Collagen-beschichteten Beads Kulturen indu-

zierten ahnliche hohe Migrationsraten in HUVECs wie Uberstande aus den Kultu-

ren mit festen Wundauflagen.
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Abb. 18:  Induzierte Zellmigrationsraten durch die Uberstéande der Kulturen mit gelartigen
Wundauflagen (A), sowie festen Wundauflagen (B) und der Microsphere Carrier

Beads (C) im Verhaltnis zu AIM
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3.7.3 Rasterelektronenmikroskopische Analyse der Wundauflagen

Die elektronenmikroskopische Darstellung zweier unterschiedlicher Wundauflagen
diente zur Aufklarung der dreidimensionalen Struktur, welche flr die Unterschiede
in der Resorptionsfahigkeit und der Abgabefahigkeit verantwortlich sein kdnnte.
Hierbei wurde, wie die Abbildungen 18 und 19 zeigen, ein Alginat (Aquacel®) und
ein Schaumstoff Verband (Mepilex®) ausgewahlt. Die gelartigen Wundauflagen
konnten aus technischen Griinden nicht untersucht werden, da die rasterelektro-
nenmikroskopische Untersuchung im Vakuum stattfindet und die Probe daher va-

kuumstabil und wasserfrei sein misste.

Abb. 19:  Mepilex® Border im Rasterelektronenmikroskop

Abbildung 19 zeigt die groRen Hohlrdume im Schaumstoffmaterial der Wundauf-

lage Mepilex® Border in unterschiedlichen VergréRerungen.
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Abb. 20:  Aquacel extra™ im Rasterelektronenmikroskop

Abbildung 20 zeigt die Struktur des ,Hydrofiber* Materials von Aquacel™, aufge-

nommen im Rasterelektronenmikroskop.
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4 Diskussion

Aufgrund der zunehmenden Inzidenz von chronischen Wunden in der Medizin (9)
rucken die Grundlagen der physiologischen Wundheilung und die Rolle der peri-
pheren Blutzellen in den Fokus der Wissenschaft (119). Angiogenese als entschei-
dendes Kriterium fur den erfolgreichen Verschluss einer Wunde war in den letzten
Jahrzehnten zunehmend Gegenstand zahlreicher Analysen, ebenso wie die Rolle
von Stammzellen in der Wundheilung (87). Autologe Stammzelltransplantationen
oder Therapie mit Eigenblut bzw. dessen Bestandteilen werden seit mehreren Jah-

ren in der Klinik erprobt (87).

4.1 Das in vitro Modell der Wundheilung

Mithilfe von in vitro Modellen kdnnen Wundheilungsprozesse analysiert und mog-
liche medizinische Behandlungen getestet werden. In vitro Assays sind ein hervor-
ragendes Instrument um den Einfluss bestimmter Parameter auf die einzelnen
Phasen der Wundheilung detailliert zu untersuchen. Ein einfaches und maoglichst
naturgetreues in vitro Modell der Angiogenese im Rahmen der Wundheilung zu
entwickeln erschien sinnvoll, da es die Mdglichkeit schafft, die Wirksamkeit von

klinisch gebrauchlichen Wundauflagen in vitro zu testen (18).

Basierend auf Labor-Ublichen 6-Well-Platten, sowie kompatiblen Inserts wurde in
der vorliegenden Arbeit ein Modell entwickelt, das mit Hilfe eines Hypoxie-Inkuba-

tors die naturgetreue Simulation einer Wunde ermdglicht.
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Der Aufbau unseres 2 Kammer in vitro Wundmodells basiert auf der Hypothese,
dass die von den Blutzellen gebildeten parakrinen Wundheilungsfaktoren in das
umgebende Medium diffundieren und somit einer Quantifizierung leicht zuganglich
sind. Die obere Kammer, in der sich die Blutzellen befinden, ist von der unteren
Kammer durch eine semipermeable Membran getrennt. Beide Kammern sind nur
Uber Poren, deren Durchmesser kleiner als 0,1 ym ist, in Austausch. Somit wird
erreicht, dass keinerlei zellulare Bestandteile aus der oberen Kammer in die untere
gelangen kénnen. Zu Versuchszwecken kdnnen jederzeit die Uberstande aus den

unteren Kammern entnommen und untersucht werden.

Bisher etablierte Wundmodelle basieren hauptsachlich auf der Migration von Ke-
ratinozyten oder Fibroblasten in einem 2D oder 3D Kammersystem um die Re-

Epithelisation zu untersuchen (179).

In den herkdmmlichen zweidimensionalen (2D) Wundheilungsassays wird zumeist
eine konfluente Zellschicht unter definierten Bedingungen ,verwundet® und die

Migration der Zellen dokumentiert und analysiert (7).

Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden meist durch Beschichtung der Kulturscha-

len mit EZM Komponenten ermaoglicht bzw. simuliert (112).

Es ist jedoch zunehmend erkannt worden, dass die Komplexitat des Wundhei-
lungsprozesses jenseits dessen liegt, was eine 2D-Zellkultur darstellen kann
(178,90). Die Entwicklung von neuartigen dreidimensionalen (3D) in vitro Modellen
zur Untersuchung von Migration und Angiogenese markiert daher den nachsten

Schritt in der Wundheilungsforschung (148).
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In den letzten Jahren zeigte sich in Vergleichsstudien, dass sich Zellen, die in 3D
Simulation kultiviert wurden, in ihrer Morphologie, ihrer Signalerkennung und -ver-
arbeitung, ihrem Migrationsverhalten und ihrer metabolische Funktion von Zellen
aus 2D Kulturen unterscheiden (152). Aufgrund ihrer dreidimensionalen Umge-
bung mit Komponenten der EZM (8) bildeten 3D Kulturen die in vivo Situation bes-

ser ab als 2D Kulturen,

Die Materialien, die fur 3D-Wundheilungsassays verwendet werden, sind oftmals
Hautersatzmaterialien, die menschliche Haut imitieren sollen. Sie wurden entwe-
der als Transplantate fur die Heilung von chronischen und akuten Wunden (z.B.
Hyalograft 3D®, Apligraf® und TissueTech Autograft System®) oder als Modelle
fur dermatologische Tests (zB EpiDermFT ™, Phenion® FT Modell und Strata-

Test®) entwickelt (64).

Viele 3D Wundheilungsassays setzen sich aus einer Doppelschichtstruktur mit ei-
ner dermalen und einer epidermalen Schicht zusammen (155). Das Dermis Imitat
besteht zumeist aus einem mit Fibroblasten bewachsenen ,GerUst®. Fur das Ge-
rust werden haufig Hydrogele aus Collagen, aber auch dezellularisierte Dermis,

synthetische Polymere, oder Glycosaminoglycane verwendet (174).

Eine epidermisahnliche Schicht von Keratinozyten, entweder aus immortalisierten
Zelllinien oder primaren Zellen, wird auf der dermalen Matrix kultiviert. Die epider-
malen Keratinozyten reifen an der Luft-Flissigkeits-Grenzflache, die mehrere

Schichten umfasst und so eine echte Hautstruktur nachahmt (52).
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Den 3D Modellen fehlen dennoch Immun- und Gefallsysteme sowie Schweil3dri-
sen und Haarfollikel. Abhangig von der experimentellen Hypothese und der beab-
sichtigten Komplexitat kdonnen zusatzliche Arten von Zellen wie Melanozyten und
Tumorzellen im 3D-Modell co-kultiviert und verschiedene therapeutische Anwen-

dungen (z.B. Medikamente) untersucht werden (196).

Unser Fokus richtete sich allerdings weniger auf Migration, als mehr auf die An-
giogenese. Bei dem hier etablierten Wundmodell wurden periphere mononukleare
Blutzellen unter Hypoxie (3 % O2) einer Stresssituation, wie sie in einer frischen

Wunde herrscht, ausgesetzt (159).

Aus friheren Studien geht hervor, dass periphere Blutzellen bzw. deren Stamm-
zellvorlaufer nach Stimulation durch Hypoxie/lschamie, Inflammation oder Ultra-
schall (u.a.) mit der Hochregulierung von vielen unterschiedlichen angiogenen
Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF (113,22,137,147,63), PDGF (136), bFGF, IL8
und MMP-9 reagierten (137) und die Fahigkeit zeigten, Angiogenese in vitro

(120,20) und in vivo (98,93,85,111) zu stimulieren.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, sind die Phasen der Wundheilung eine
fein aufeinander abgestimmte Kaskade an molekularen Prozessen, die in jeder

Phase bestimmter Umgebungsparameter bedurfen.

Die physiologischen Bedingungen in einer Wunde zeichnen sich durch eine lokale
Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff, sowie einem erhohtem Laktatge-

halt, aufgrund der Zellzerstérung und einem azidotischen pH-Wert (159) aus.
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4.1.1 Periphere Blutzellen unter hypoxischer Stimulation

Der primare Stimulus fur die Angiogenese in einer Wunde (68) wahrend der Prolife-
rationsphase ist die Hypoxie (124). Humane PBMC sind in der physiologischen
Wundheilung die ersten Zellen vor Ort, die angiogene Faktoren produzieren und

parakrines Signalling betreiben (56).

Sie bewirken die Produktion von Wachstumsfaktoren (PDGF, FGF; EGF) (105) und
die Ausschuttung von Zytokinen aus Makrophagen, Keratinozyten und Fibroblas-
ten (125). Diese Faktoren sind essenziell fir Zellproliferation, Migration und Angi-

ogenese in der Wundheilungskaskade (153).

Das alleinige Vorhandensein von Hypoxie genugt in chronischen Wunden aber
nicht mehr fir die Induktion der Angiogenese (73,69). Der Nachweis einer Herab-
Regulierung der HIF1-Alpha-gesteuerten Gen-Expression in Zellen chronischer
Wunden deutet auf die Anpassung an die permanente Hypoxie durch Ischamie hin.

Dies konnte den Verlust der Hypoxie-Sensitivitat erklaren (68,143).

Die Zellen eines Gewebes, das von chronischer Ischamie betroffen ist, wie z.B.
Extremitaten mit pAVK oder Diabetes mellitus, kdnnen somit nicht mehr auf den
Angiogenese Stimulus reagieren und sind in ihrer Regeneration eingeschrankt

(53,191).

Unser Ziel war es, im hier etablierten in vitro Wundmodell die isolierten peripheren
Blutzellen hypoxischen Bedingungen auszusetzen, um die Synthese von Angioge-
nese-assoziierten Faktoren zu stimulieren und anschlie3end zu isolieren. -In vitro
Studien konnten bereits zeigen, dass Sauerstoffgradienten eine Auswirkung auf

die Ausschuittung von unterschiedlichen Angiogenese Proteinen hatten (80,31).
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Mittels Proetome Profiling wurden semiquantitativ 57 Angiogenese-relevante Pro-
teine, die eine Rolle in der Wundheilung spielen, gescreent. Im Anschluss daran
erfolgte die Quantifizierung der am starksten exprimierten Proteine mittels ELISA.
Dabei zeigte sich, dass PBMC unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
unterschiedliche Mengen an bestimmten Angiogenes-assoziierten Faktoren expri-
mierten und sezernierten. Signifikante Unterschiede beobachteten wir bei MMP-8,
MMP-9, CXCL 16, IGFBP-3, PF 4 und TSP 1. In der hypoxischen Gruppe waren

diese Faktoren im Vergleich zur normoxischen Gruppe signifikant verringert.

In den hypoxischen Blutzellen fand sich eine signifikante Reduktion der pro-angi-
ogenen Proteinproduktion von Interleukin 16 (CXCL16) und IGFBP3 nach 10 Ta-
gen in Kultur. CXCL 16 ist ein Entziindungsparameter, dessen Expression unter
Hypoxie verringert wird. Der vorliegende Befund kdnnte damit erklart werden, dass
am Tag 10 der physiologischen Wundheilung die Proliferationsphase im Vorder-

grund steht (109,24).

Eine nicht signifikante, aber deutlich erhdhte, Produktion von MCP1 (monocyte
chemotactic protein-1) war sowohl in normoxischen wie hypoxischen Blutzellen zu
beobachten. MCP 1, ein Synonym fir CCL2 (CC-chemokine ligand 2 ,CC-Chemo-
kinligand 2°), ist ein Zytokin aus der Familie der CC-Chemokine und spielt bei vie-

len inflammatorischen Prozessen eine wichtige Rolle (78).

Ebenfalls fanden sich VEGF und Angiogenin unter den Vertretern der proangioge-
nen Faktoren im Proteome Assay, wobei sich hierbei keine signifikanten Unter-
schiede in der VEGF Konzentration zeigte, aber im temporaren Verlauf eine deut-

lich hdhere VEGF Produktion innerhalb der ersten 4 Tage unter Hypoxie messbar
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war im Vergleich zur normoxischen Kontrollgruppe. Im Verlauf waren beide Kurven

abfallend.

In der Literatur wird VEGF als einer der wichtigsten Faktoren fir die Angiogenese
beschrieben, allerdings lasst die Produktion unter chronischer Hypoxie nach, was

sich in unserem Modell bestatigte (46).

Ein weiteres proangiogenes Protein ist Angiogenin, welches ahnlich wie VEGF ei-
nen Anstieg der Produktion in den ersten vier Tagen aufwies, jedoch ohne signifi-
kanten Unterschied zwischen Normoxie oder Hypoxie. Angiogenin oder auch An-
giopoetin genannt, ist ein wichtiges Angiogenese Protein und flhrt zur Stabilisie-
rung der Gefalte durch Verstarkung der Interaktion zwischen Endothel und glatten

Muskelzellen (97).

Von den anti-angiogenen Faktoren war die Platelet Factor 4 (PF4) Expression in
der hypoxischen Kultur signifikant verringert. PF4 ist ein Chemokin, welches von
Granula in aktivierten Thrombozyten sezerniert wird. Im Rahmen der Hamostase
und in der Wundheilung ist PF-4 von grof3er Bedeutung, vor allem fir die Angioge-

nese (50).

Die deutliche Erhdhung der Expression von Thrombospondin-1 in hypoxischen
Blutzellen kann unterschiedlich interpretiert werden. Thrombospondin-1 ist an der
Neubildung von Blutgefalen beteiligt (47), wird aber allerdings oftmals auch in der
Literatur als Inhibitor der Angiogenese angefuhrt (83). Da flr das komplexe Zu-

sammenspiel der einzelnen pro-und anti-angiogenen Faktoren auch der zeitliche
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Aspekt eine Rolle spielt, ist die von uns beobachtete signifikante Konzentrations-
anderung dieser Faktoren in hypoxischen und normoxischen Blutzellen im Zeitver-

lauf zu beachten.

Zwischen Tag 4 und Tag 8 zeigte sich ein deutlicher Anstieg von Thrombospondin-
1 unter normoxischen Bedingungen sowie ein deutlicher Abfall unter hypoxischen
Bedingungen. In friiheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Monozyten

in der ersten Wundheilungsphase aktiv Thrombospondin-1 produzieren (44).

Die IL-8 Expression zeigte im temporaren Verlauf eine signifikante Reduktion zwi-
schen Tag 8-12, was als Zeichen der abnehmenden Inflammationsphase interpre-

tiert werden kann (104).

Eine wichtige Funktion der Matrix-Metalloproteinasen ist die Spaltung von Kollage-
nen in der extrazellularen Matrix. Sie werden deshalb auch oftmals als Kollagena-

sen bezeichnet (165,115,123).

Die hier naher untersuchten Faktoren MMP-8 und MMP-9 werden von neutrophi-
len Granulozyten gebildet, die im Rahmen der Wundheilung wahrend der Inflam-
mationsphase in die Wunde einwandern (91) und im Gleichgewicht mit ihren Anta-
gonisten, der TIMP Gruppe einen reibungslosen Ablauf der Granulationsphase zur
Bildung von frischem Granulationsgewebe ermdéglichen (131,132). Es wurde be-
schrieben, dass es bei chronischen, diabetischen Ulcera zu einem Ungleichge-

wicht zwischen Matrix-abbauenden und aufbauenden Faktoren kommt (131,123).

Bei der chronischen Wunde Uberwiegt eine unkontrollierte Inflammation mit Ein-
strom von Entzindungszellen wie Granulozyten und Makrophagen (183). Diese

sezernieren u.a. pro-inflammatorische Zytokine, die ihrerseits die Produktion von
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Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) steigern (118). Die erhohte Aktivitat bzw. der
Uberschuss an MMPs kann zur Folge haben, dass neu synthetisierte Bindege-
websbestandteile wie Fibronektin und Collagen degradiert werden und es somit

nicht zur Ausbildung eines stabilen Granulationsgewebes kommen kann (181).

Das Gleichgeweicht von Gewebeaufbau und Gewebeabbau verschiebt sich somit
in chronischen Wunden zugunsten des Abbaus (127). Dies wirde erklaren, warum
in unserem Modell die frischen Blutzellen unter der Stimulation von Hypoxie (3%

0O2) weniger MMP-8 und MMP-9 produzierten.

4.1.2 Einfluss der Umgebungsbedingungen auf die Faktorproduktion

In der weiteren Folge wurde der Einfluss der Umgebungsbedingungen fir die Fak-
torproduktion der peripheren Blutzellen erforscht. Als erster Parameter wurde die
Uberlebensfahigkeit der Zellen unter Hypoxie mittels LDH Assay getestet. Die Er-
gebnisse zeigten, dass Hypoxie eine insignifikant geringere Uberlebensrate der

peripheren Blutzellen bewirkte.

Weiters wurde der Einfluss der spezifischen Eigenschaften der Scaffold Materia-
lien im Hinblick auf die Faktorproduktion in PBMC untersucht. Wie in der Literatur
beschrieben wurde, (138) bt Collagen (z.B. Bovines Collagen Typ |) einen angio-
genen Stimulationseffekt auf Endothelzellen aus und wird daher als Tragermaterial

bereits in der Wundversorgung eingesetzt (141,168,58,177).

Wie die Ergebnisse zeigten, war die Festigkeit der Scaffold Materialien fur die an-

giogene Stimulation, bzw. Faktorproduktion, der PMBC von Bedeutung. Das ge-
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presste, festere Hydrogel hatte eine vierfach hohere VEGF Ausschittung der Zel-
len zur Folge verglichen zu den Zellen, die auf nicht gepresstem Hydrogel oder

unbeschichteten Zellkulturplatten (PET) kultiviert wurden.

Dieses Ergebnis kann in Hinblick auf die Mechanosensitivitat von mesenchymalen
Stammzellen, die ebenfalls mit einer Steigerung der Osteo-und Angiogenese auf

erhdhte Festigkeit reagieren, interpretiert werden (10).

Wie auch bereits in anderen Studien gezeigt werden konnte, reagieren hamatopo-
etische Stammzellen, auf biomechanische Krafteinwirkung mit einer gesteigerten

Expression von Hamatopoese-assoziierten Faktoren (1).

Friheren Berichten zufolge spielt die Mechanotransduktion auch zwischen En-
dothelzellen eine entscheidende Rolle im ,Remodelling“ der Endothelzellen bei der

Gefallneubildung (45).

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass Fibrinbeschichtung ebenfalls eine
signifikant erhdhte VEGF Produktion in PBMC im Vergleich zu Collagen induzierte,
wobei auch Collagen die Blutzellen starker stimulierte als die Polyethylenbeschich-
tung der normalen Zellkulturplatten. Dies kénnte als Hinweis auf einen mdglichen
Einfluss der Umgebungsbedingungen einer Wunde vor Ort interpretiert werden. Im
naturlichen Wundgrund ist Fibrin physiologisch vorhanden, um die Angiogenese

zu stimulieren (117).

Die dabei ablaufende Zell-Matrix Interaktion von Fibrinfragmenten mit Endothelzel-
len konnten in friheren Studien bereits nachgewiesen werden. HUVECS zeigten

ein erhdhtes Adhasionspotenzial und eine schnellere Differenzierung, wenn sie auf
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Fibrinbeschichtung kultiviert wurden, im Vergleich zu Kollagen- oder Fibronektin-
beschichtungen (23). Unter Verwendung von Integrin- Antikérpern konnte gezeigt
werden, dass die Endothelzelladhdsion an Fibrinfragmente durch Integrin a5p1
vermittelt wurde (23). Die Genexpressionsanalyse von Endothelzellen, die auf ver-
schiedenen Substraten plattiert wurden, zeigte, dass die Kultivierung auf Fibrin-
Fragmenten eine erhdhte Genexpression von parakrinen Faktoren wie VEGF-A,

TGF-b 1, SDF-1, IL-8 und MIP-1 zur Folge hatte (23).

Um den Einfluss der Kollagen- und Fibrinbeschichtung auf die Produktion anderer
Faktoren (z.B. EZM Modulatoren) zu untersuchen, wurde ein weiterer Proteome
Assay (Protein Screening Test) durchgeflihrt. Die Resultate daraus zeigten eine
erhdhte Konzentration an MMP-8 und MMP-9 in den Collagen-beschichteten Zell-
kulturplatten, wobei nur hinsichtlich MMP-8 eine Signifikanz festzustellen war.
Diese Beobachtung lasst sich in Hinblick auf die Physiologie der Wundheilung er-
klaren. Im Allgemeinen bewirkt Kollagen eine Stimulation der Remodellierungsvor-
gange, an denen die Matrix-Metalloproteinasen beteiligt sind. Kommt es zu einem
Stimulus durch das Freiliegen von Collagenfasern bzw. durch die Neubildung von
Collagen durch Fibroblasten in einer frischen Wunde, fuhrt dies zu einer erhdhten

Expression von MMPs (37).

4.2 Klinische Wundauflagen als bioaktive Tragermaterialien

Die Untersuchungen der Umgebungsbedingungen sowie der Einfluss des Scaffold
Materials auf die peripheren Blutzellen und deren Faktorproduktion waren wie
oben beschrieben getestet und evaluiert worden. Durch das neu etablierte in vitro

2 Kammer System konnte eine Testreihe mit unterschiedlichen gebrauchlichen
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Wundauflagen durchgeflihrt werden. Ziel war es ein Tragermaterial zu finden, das
unter sterilen Bedingungen die von den PBMC sezernierten Faktoren aufnehmen
und an die Wunde wieder abgeben kann. Hierflr wurden zahflissige Wundgele,

feste Wundauflagen und Microsphere Carrier (Polystyrol Kligelchen) getestet.

Eine Limitation der Studie war allerdings durch die unterschiedlichen Mengen der
Releasates gegeben, die bei den festen Wundauflagen vergleichbar waren, aller-

dings im Vergleich mit den gelartigen Releasates nicht normiert werden konnten.

4.2.1 Unterschiedliche Stimulation der Faktorproduktion durch die
klinischen Wundauflagen

Die beiden Schaumstoffauflagen Mepilex® und Permafoam® zeigten die héchsten
Konzentrationen an VEGF, gefolgt von den Alginaten Aquacel® und Nu Derm®. In
den Releasates der Sorbalgon® Ansatze war keinerlei VEGF messbar. Aus der
Literatur ist bekannt, dass Schaumstoffverbande die Wundheilung beschleunigen
(192). Der Grund fur die deutlich héhere VEGF Aufnahme-und Freisetzungskapa-
zitaten von Mepilex® konnte in der dreidimensionalen Struktur der Wundauflage
liegen. In den rasterelektronenmikroskopischen Bildern zeigen sich grof3e Ta-
schen, in denen sich Faktoren moglicherweise besser ansammeln kdnnen, als bei-

spielsweise in den Mikrofasern von Aquacel®.

Die vergleichsweise durchschnittlich geringeren VEGF-Konzentrationen in den
gelartigen Wundartikeln koénnten durch ihre zahflissige Konsistenz und der
dadurch erschwerten, mechanischen Extraktion der Faktoren erklart werden. Da-

bei zeigten Collagen und Fibrin Gel die héchste VEGF Konzentration. Eine gute
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Aufnahmekapazitat der anderen gelartigen Produkte kann allerdings nicht ausge-

schlossen werden, da die Aufnahme nicht gemessen werden konnte.

Kollagen spielt in der Wundheilung eine wichtige Rolle, sowohl durch die direkte
Interaktion mit beispielsweise TGF Beta oder PDGF, als auch durch die Stimula-

tion der Migration von Endothelzellen und Keratinozyten (120).

Collagen-beschichtete Beads zeigten die hochsten VEGF Konzentrationen nach
12 Stunden. Dies korreliert mit dem temporaren Verlauf der VEGF Expression un-
ter Hypoxie in unseren Vorversuchen. Eine ahnliche Stimulation der VEGF Syn-
these in PBMC zeigte auch die Fibronektin Beschichtung. Fibronektin spielt vor
allem in der ersten Phase der Wundheilung (Exsudationsphase) eine wichtige

Rolle.

4.2.2 Angiogenes Potenzial der zellfreien Uberstéande aus den kultivierten

Wundauflagen

Die Releasates der Wundauflagen zeigten in den Tube formation Assays signifi-
kante Unterschiede. Es ergab sich eine Korrelation der Konzentration des VEGF-
Gehalts mit der Aktivierung der Gefallneubildung, allerdings nicht fiir Releasates

aus gelartigen Wundartikel.

Releasates aus Fibrin-Gel® zeigten eine signifikant geringere Induktion der Ge-
falneubidung im Vergleich mit den Gbrigen Gelauflagen, mit kaum nachweisbaren
Tubules und inaktiven Endothelzellen. Dies lasst sich moglicherweise durch den

bekannten Effekt von Fibrin, namlich VEGF zu binden, erklaren (156).
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In unseren Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass Releasates trotz hoher
VEGF Konzentrationen eine Inhibition der endothelialen Tube formation bewirk-
ten, was in Zusammenhang mit dem Faktor PF4 stand. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Matrixkomponente des gebildeten Fibrins zunachst als bio-
chemische antiangiogene Barriere fungiert, was darauf hindeutet, dass die Angi-

ogenese der Fibrinolyse-vermittelten angiogenen Desinhibition folgt (70).

Weiters ist anzunehmen, dass neben VEGF noch weitere anti-angiogene Faktoren
in den Fibrin-Gel Releasates enthielten, die im Laufe der 12 Tage durch die peri-

pheren Blutzellen synthetisiert worden waren (185).

Trotz hoher VEGF Konzentrationen zeigten Releasates aus festen Wundauflagen
keinen Effekt auf die Gefallneubildung von HUVECS. Eine Hypothese hierfir ist,
dass VEGEF nicht der einzige entscheidende Faktor in der GefalRneubildung dar-
stellt. In der Literatur konnte gezeigt werden, dass chronische Hypoxie die Signal-

wege und Expression von VEGF hinunter reguliert (134).

Sorbalgon® zeigte als einzige Wundauflage keine Abgabe von VEGF und keine
Induktion von Gefalineubildung. Nicht auszuschlie3en bleibt auch die Vermutung,
dass diese Wundauflagen Faktoren innerhalb der 12 Tage zwar aufgenommen,

aber vor Endpunkt des Versuchs wieder abgegeben hatten.

In der Gruppe der Microsphere Carrier zeigten sich vor allem bei den Collagen-
beschichteten Beads im Tube formation Assay signifikant langere Gefalstruktu-
ren. In den mikroskopischen Aufnahmen konnte ein direkter Kontakt zwischen den

HUVECS und den Micro Beads festgestellt werden. Dies kdnnte bedeuten, dass
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die Funktion der Micro Beads uber die Faktorabgabe hinausgeht und ihre mecha-
nischen und haptischen Eigenschaften eine Rolle fur die Gefalineubildung spielen
(144). In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass Fibrin — beschichtete Micro
Beads durch Kontakt mit Endothelzellen diese zur Proliferation und Migrationanre-

gen und die Granulation des Gewebes beschleunigten (60).

Im Invasion Assays konnte eine Korrelation des VEGF Gehalts der Releasates mit
den Invasionsraten der HUVECs in vitro festgestellt werden. Vor Allem Fibrin Gel
Reasates erhdhten die migratorische Aktivitat der HUVECS signifikant. Es ist be-
kannt, dass Fibrin als Kultivierungsgrundlage von Endothelzellen zur Freisetzung
von chemotaktisch wirksamen Zytokinen fuhrt und Einfluss auf die Chemotaxis von

Endothelzellen hat (13,14,156).

4.3 Therapeutische Angiogenese und Ziel der Translation

Bisher gibt es nur wenige in der Literatur beschriebene translationale Strategien
zur klinischen Umsetzung therapeutischer Angiogenese. In den ersten klinischen
Studien wurde therapeutische Angiogenese mit einzelnen Wachstumsfaktoren wie
z. B. VEGF, EGF, FGF und PDGF mittels genetischer Manipulation an Mausen

versucht, allerdings mit widersprichlichen Ergebnissen (51,34,122,102).

Fir die therapeutische Angiogenese sind derzeit zwei Strategien verbreitet
(6,164,25). Erstens, Strategien, die Hypoxie nutzen, um Stammzellen in vitro zu
prakonditionieren (166) und anschliel3end in vivo zu implantieren. Zweitens, Stra-
tegien, wonach Zellen in vitro hypoxisch prakonditioniert und die zellfreien Kultur-

Uberstande fur die Induktion der Angiogenese in vivo verwendet werden.
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Aus friheren Berichten geht hervor, dass hypoxisch prakonditionierte mesen-
chymale Stammzellen aus dem Knochenmark die Mikrovaskularisation von Lap-
penplastiken (ultra long random skin flap) signifikant steigern konnten, nachdem
die prakonditionierten Zellen in die dorsalen Hautlappenplastiken von Ratten trans-
plantiert worden waren. Als Vergleichsgruppe dienten normoxische mesenchymale

Stammzellen (184).

Eine weitere Mdglichkeit der Umsetzung therapeutischer Angiogenese ist der Gen-
transfer (193,157) von VEGF oder Hypoxie-assoziierten Transkriptionsfaktoren

(17,110), die sich derzeit noch in der praklinischen Testphase befinden (102,57).

So konnte in einer Studie bereits gezeigt werden, dass Mause mit ischamischem
Fullsyndrom, nach intramuskular injiziertem, adenoviral eingebrachtem exogenen
HIF-1 alpha, eine verstarkte Angiogenese durch signifikant gesteigerte Zelladha-

sion und Migration von Endothelzellen aufwiesen (150).

Der Versuch eines in vivo Gentransfers von Ad-VEGF 121 in chronische Hautde-
fekte von Schweinen resultierte zwar in einer erhdhten VEGF-Expression, aber
zeigte keinerlei Einfluss auf die Wundheilung bzw. die Defektverkleinerung. Dies
spricht wiederum flr die Hypothese, dass VEGF nicht der einzig entscheidende

Faktor in der Angiogenese und konsekutiven Wundheilung ist (182).

Weiters konnte gezeigt werden, dass die Nekrose an Zehen und Hinterbeinen von
genmodifizierten Mausen rucklaufig war, nachdem HIF-1 Alpha Gberexprimierende
endotheliale Vorlauferzellen injiziert worden waren. Nach Einbringen dieser Zellen
konnte bereits 14 Tage nach Transplantation eine signifikante Verbesserung der

Nekrosen gemessen werden (89).
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4.3.1 Hypoxische Konditionierung von peripheren Blutzellen in vitro

Strategien zur Wundheilung, die auf einer hypoxischen Prakonditionierung von
Zellen in vitro oder in vivo basieren, sind seit mehreren Jahren ein zentrales For-
schungsthema (95,176,68,126,6,167). Die hypoxische Prakonditionierung von hu-
manen peripheren Blutzellen schafft eine autologe Therapiemdglichkeit flr den Pa-

tienten, da Spender und Empfanger der Zellen identisch ist (135).

Wie bereits in der Literatur beschrieben, sind erfolgreiche autologe Stammzell-
transfer-Versuche mit peripheren Blutzellen und mesenchymalen Stammzellen
aus dem Knochenmark durchgeftihrt worden (135,198,81,2), sowohl zur Verbes-
serung der myokardialen Reperfusion (171) als auch bei chronischer peripherer

Ischamie, sowie nach Verbrennungen (3,70,66).

So konnte bereits gezeigt werden, dass hypoxisch prakonditionierte periphere
Blutzellen (PBMC) nach 24 h ein erhdhtes angiogenes Potenzial in vivo entfalten,
nachdem sie in ischamische Hinterpfoten von Mausen implantiert wurden (145).
Im Vergleich zu den normoxisch prakultivierten Blutzellen konnte eine signifikant
héhere Dichte an GefalRneubildung nach 28 Tagen detektiert werden. Auch der

Blutfluss in den ischamischen Gefalten war signifikant verbessert (145).

Ein weiterer Aspekt bei der hypoxischen Prakonditionierung von peripheren Blut-
zellen in vitro ist die Moglichkeit, die Faktorproduktion nicht nur durch die Umge-
bungsbedingungen beeinflussen zu kénnen, sondern auch die zeitliche Expres-

sion der Faktoren zu kontrollieren (163).
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Gemal der, in unseren Versuchen bestimmten, natlrlichen temporaren Schwan-
kungen der Faktorexpression, konnte eine Implantation in vivo an jenem Zeitpunkt

erfolgen, an dem die angiogene Faktorproduktion glinstig ist (69).

Darlber hinaus kann die Implantation von Zellen in vivo erspart werden, indem die
Faktoren durch die semipermeable Membran in die Umgebung diffundieren und

von Tragermaterialien aufgenommen werden (41).

Dieses Tragermaterial beeinflusst nicht nur die Faktorproduktion durch Stimulation
der peripheren Blutzellen in vitro (71), sondern beeinflusst auch die Freisetzungs-

rate der aufgenommenen Faktoren, wie zum Beispiel VEGF in vivo (49).

4.3.2 Ausblick auf die Translation der bioaktiven Wundauflagen

Hintergrund der vorliegenden Studie war die steigende Anzahl an chronischen und

komplizierten Wunden in der Medizin (11,88).

Eine chronische Wunde wird nach der aktuellen AWMF Leitlinie S3 von der deut-
schen Gesellschaft fir Wundheilung als ,Integritatsverlust der Haut und einer oder
mehrerer der darunterliegenden Strukturen mit einer fehlenden Abheilung von acht

Wochen® definiert (199).

Bei der chronischen Wunde uberwiegt eine unkontrollierte Inflammation (197) mit
Einstrom von Entziindungszellen wie Granulozyten und Makrophagen. Diese se-
zernieren u. a. pro-inflammatorische Zytokine, die ihrerseits die Produktion von

MMPs (Matrix-Metallo-Proteasen) steigern.
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Die erhohte Aktivitat bzw. die gesteigerte Produktion von MMPs in chronischen
Wunden (146,188) und ein irreversibler Arrest der Wundheilung kann zur Folge
haben, dass sich die Behandlung komplizierter Wunden mithilfe herkdmmlicher
Wundauflagen als ineffektiv erweist, da auf zellularer Ebene nur noch geringe Er-

folgsaussichten flr eine eigenstandige Heilung bestehen (200).

Was die topische Therapie von chronischen Wunden mittels VEGF angeht, so
konnte in friheren Studien gezeigt werden, dass eine rein topische Applikation von
2 ug VEGF fur die Induktion der Angiogenese in chronischen Wunden nicht effektiv

war (19).

Das hier beschriebene in vitro Modell, basierend auf den, durch Hypoxie aktivier-
baren angiogenen Eigenschaften von peripheren Blutzellen, in Kombination mit
einem geeigneten Tragermaterial, zeichnet sich durch eine relativ einfache klini-
sche Anwendbarkeit aus. Der nachste Schritt ist nun die Entwicklung einer indivi-

duellen, bioaktiven Wundbehandlung fur Patienten mit komplizierten Wunden.
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5 Zusammenfassung

Komplizierte Wunden und Wundheilungsstorungen stellen eine zunehmende Her-
ausforderung fur die moderne Medizin dar, nicht zuletzt aufgrund der steigenden
Morbiditat von Diabetes mellitus, vendser Insuffizienz, peripherer arterieller Ver-

schlusskrankheit und Adipositas (5).

Das Hauptproblem bei nicht heilenden Wunden stellt die chronische Ischamie und
mangelnde Angiogenese dar. Paradoxerweise ist Hypoxie der primare Stimulus fur
die Angiogenese (68), indem sie die Produktion von Wachstumsfaktoren (PDGF,
FGF; EGF) und die Ausschuttung von Zytokinen aus Makrophagen, Keratinozyten
und Fibroblasten fordert. Diese Faktoren sind essenziell fur Zellproliferation, Mig-

ration und Angiogenese in der Wundheilungskaskade (153).

Da in einer frischen Wunde periphere Blutzellen die ersten Zellen vor Ort sind
(durch das Einstromen des Blutes), wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle der
peripheren mononukleadren Blutzellen (PBMC) in der Wundheilung untersucht. Da-
fur wurde ein hypoxisches in vitro Wundmodell etabliert, bestehend aus zwei Kam-

mern, wobei in einer Kammer periphere mononukleare Blutzellen kultiviert wurden.

Es erfolgte die Auswertung der unterschiedlichen angiogenen Faktorproduktion
der Zellen nach hypoxischer Prakonditionierung im Vergleich zur normoxischen
Kontrollkultur. Aufgrund des 2 Kammer Aufbaus und der Trennung durch eine se-
mipermeable Membran, konnten die gebildeten Faktoren zellfrei gewonnen und flr

Angiogenese Versuche in vitro verwendet werden.
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Weiters wurde der Einfluss der Umgebungsparameter, wie pH-Wert, Elastizitats-
modul und Beschaffenheit der Scaffold Materialien, auf welchen die Blutzellen kul-
tiviert wurden, untersucht. Anschliel3end erfolgte die Testung klinisch gebrauchli-
cher Wundauflagen, die ebenfalls in dem 2 Kammer Modell mit den peripheren
Blutzellen kultiviert wurden. Mittels ELISA wurden dann die Uberstande (Releasa-

tes) der Wundauflagen auf ihren VEGF Gehalt untersucht.

Das angiogene Potenzial der Releasates aus den Wundauflagen wurde mittels
Tube formation und Invasion Assays unter Verwendung von humanen Endothel-

zellen (HUVECS) getestet.

Das Ziel dieser Arbeit war, eine Translation der in vitro Ergebnisse fur die Behand-
lung komplizierter Wunden in vivo. Durch eine Reihe von Testverfahren sollte be-
statigt werden, dass es moglich ist, autologe angiogene Faktoren aus peripheren
Blutzellen eines Patienten hypoxisch zu stimulieren, zellfrei zu gewinnen und dem
Patienten mithilfe einer geeigneten Wundauflage zu applizieren. Ziel war dabei die
Forderung der lokalen Angiogenese und die konsekutive Verbesserung der Durch-

blutung des ischamischen Gewebes.
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