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1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Fotales Kalberserum (FCS) ist ein Standardprodukt in der Kultivierung von Zellen in vitro.
Es versorgt die Zellen unter anderem mit wichtigen Nahrstoffen, Hormonen,
Wachstumsfaktoren und férdert die Proliferation, das Zellwachstum und das Uberleben
der Zellen. In den letzten Jahren ist fotales Kalberserum allerdings immer mehr in die
Kritik geraten, was verschiedene Grunde hat. Zum einen ist die Produktion nicht
tierfreundlich und entspricht nicht dem 3R-Prinzip bei Tierversuchen. Des Weiteren
kénnen Krankheiten Ubertragen werden. Viren, Prionen oder Bakterien, welche trotz
aufwendiger Verfahren noch im Serum enthalten sein kdénnen, kénnen krankheits-
erregend sein. Im Rahmen des Tissue Engineering kbnnen auf diesem Weg Menschen
infiziert werden. Zudem koénnen tierische Proteine beim Menschen immunologische
Reaktionen hervorrufen. Bei der Erzeugung von Zellkulturen flr den therapeutischen
Einsatz mussen die GMP-Richtlinien beachtet werden und FCS kann diesen nur schwer

entsprechen (1-3).

In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Brenner wurde durch die Ko- und Trikultur von
Endothelzellen mit Fibroblasten und Epithelzellen erfolgreich ein Mundschleimhaut-
aquivalent in vitro hergestellt, das zur Geweberekonstruktion und Wundabdeckung
verwendet werden soll. Bei der Kultivierung dieses Gewebe-Aquivalents wurde dem
Nahrmedium ebenfalls FCS zugefugt, so dass es in der bestehenden Form nicht am
Patienten angewandt werden kann. Um dieses Problem zu umgehen, wurde in dieser
experimentellen wissenschaftlichen Arbeit untersucht, ob FCS durch humanes

Thrombozytenlysat (hPL) im Rahmen des Tissue Engineering ersetzt werden kann.

In der Literatur finden sich viele Alternativen zu FCS. Eine potenzielle Alternative als
Mediumzusatz ist hPL. Thrombozyten und von Thrombozyten freigesetzte Stoffe haben
einen hohen Gehalt an Wachstumsfaktoren und Chemokinen. Sie enthalten unter
anderem vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF),
insulin-like growth factor (IGF) und platelet factor 4 (PF-4), welche eine wichtige Rolle bei
der Zellproliferation, dem Zelliberleben sowie bei der Angiogenese und der

Vaskulogenese spielen.
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Durch den hohen Gehalt an Wachstumsfaktoren scheint hPL ein vielversprechender
Kandidat zu sein, FCS im Rahmen des Tissue Engineering zu ersetzen. Ziel dieser Arbeit
war es herauszufinden, ob sich human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) in hPL-
haltigem FCS-freiem Medium kultivieren lassen. Dafur wurden drei unterschiedliche
Thrombozytenlysate in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet und zellulare
Prozesse im Kontext der Angiogenese, namlich die Vitalitat, die Proliferation und die

Tubulogenese, untersucht.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Tissue Engineering

Das Gebiet des Tissue Engineering beschreibt die klnstliche Herstellung von
biologischem Gewebe im Labor durch die gerichtete Kultivierung von Zellen. 1988 wurde
dieser Begriff auf der Tagung der amerikanischen National Science Foundation gepragt
und wurde dort verstanden als ,...die Anwendung der Prinzipien und Methoden der
Ingenieur- und Biowissenschaften mit dem Ziel des grundlegenden Verstandnisses der
Beziehung zwischen Struktur und Funktion in normalen und erkrankten Geweben und die
Entwicklung von biologischen Ersatz zur Wiederherstellung, Erhaltung oder
Verbesserung der Gewebefunktion® (4). Heute ist es eine interdisziplinare Wissenschaft,
welche die Bereiche Medizin, Physik, Biotechnologie und das Ingenieurwesen verbindet.
Ziel ist es, biologisches Gewebe fur diagnostische, forschungsbasierte und
therapeutische Ansatze zu generieren (4, 5). In der Praxis sind drei Grundstoffe
erforderlich, um kunstliches Gewebe herzustellen: Zellen des zu konstruierenden
Gewebes, eine geeignete Gerustsubstanz, dem Scaffold, und ein optimales Milieu in dem
die Zellen heranwachsen konnen. Die Idee ist es, aus lediglich einer kleinen
patienteneigenen Gewebeprobe Zellen zu isolieren und diese zu einem gewebeahnlichen
Zellverband ausdifferenzieren zu lassen (5). Dieser in vitro gezichtete Zellverband kann
dem Patienten als Material dienen, um verletztes oder krankes Gewebe zu ersetzen (4).
In der Gynakologie, in der Vaginalagenesien, angeborene Fehlbildungen oder Traumata
zu grolken Operationen fluhren koénnen, ist das Gebiet des Tissue Engineering
vielversprechend. Das grofdte Problem bei solchen Eingriffen ist der Gewebeverlust bzw.
der Mangel an gesundem Gewebe nach der Operation (6, 7). Solche Patienten kdnnen

von autologen Gewebe-Aquivalenten profitieren.

Ein wesentliches Problem bei der Herstellung von kunstlichem Gewebe mittels Tissue
Engineering ist die unzureichende Versorgung nach der Transplantation. Die
Diffusionsgrenze fir Sauerstoff betragt lediglich 100-200 um. Bei gréRerem
Gewebeersatz kommt es zur Unterversorgung, was zur Nekrose und zum Absterben des

Gewebes fuhrt (8). In der Literatur gibt es zahlreiche Ansatze, um dieser Problematik
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entgegenzuwirken. Ein vielversprechender Ansatz ist die Pravaskularisierung mit Hilfe
von Endothelzellen bereits in vitro. In der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Brenner gelang es
ein pravaskularisiertes und epithelialisiertes Mundschleimhautaquivalent in vitro
herzustellen. Durch eine Ko-Kultur bzw. Tri-Kultur mit Fibroblasten und human
microvascular endothelial cells (HDMEC) bzw. Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen
auf einer, fur am Patienten zugelassenen, Kollagenmatrices (Geistlich Bio-Gide®) wurde
dies ermdoglicht. Es konnte nachgewiesen werden, dass dieses in vitro gezUchtete
Gewebe schnell Anschluss an das BlutgefaBsystem der Maus bzw.

Chorioallantoismembran (CAM) von Hihnerembryonen fand (Dissertation Bauer, 2017,

(9).

Bei den durchgefiihrten Versuchen und bei der Kultivierung der Endothelzellen im Labor
wurde fur die optimale Ernahrung der Zellen FCS dem Medium zugefluigt. Die Verwendung
von FCS im Rahmen des Tissue Engineering birgt allerdings einige Probleme, was dazu

fuhrt, dass Alternativen gefunden werden mussen.

2.2 Wachstumsfordernder Zusatz zum Kulturmedium von Endothelzellen

2.2.1 Fotales Kalberserum

Ein sehr wichtiger Faktor bei der Kultivierung von Zellen im Labor ist das Kulturmedium,
da es die Zellen mit allen essenziellen Nahrstoffen versorgt. Welche Anspriche an das
Kulturmedium gestellt werden, hangt in erster Linie von den zu kultivierenden Zellen ab.
Es muss alle Nahrstoffe in einer fur die Zelle verfugbaren Form enthalten, um ein
optimales Wachstum und eine optimale Proliferation in vitro zu gewahrleisten. Aus diesem
Grund gibt es etliche verschiedene Medien, denen noch unterschiedliche Zusatze
hinzugeflgt werden, je nach Zelltyp (10-12). Einer dieser Zusatze ist tierisches Serum,
welches in der Zellkultur breite Anwendung findet. Es wird von Tieren in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien und Alter gewonnen. In welcher Konzentration es dem Medium
hinzugeflgt wird, hangt von den spezifischen Bedirfnissen der Zellen ab. Meist wird es
in einer Konzentration von 3-25% dem Kulturmedium hinzugefugt. Ein sehr gangiges
Serum st FCS (10, 11). In FCS sind fur die Zellkultur viele wichtige Inhaltsstoffe enthalten.

10
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Zum einen versorgt es die Zellen mit Hormonen und Wachstumsfaktoren, welche wichtig
sind fUr die Proliferation und das Zellwachstum. Es enthalt Aminosauren, Zytokine,
Adhasionsmoleklile, liefert Transportproteine, tragt dazu bei, dass der pH-Wert stabilisiert
wird und funktioniert als Proteaseinhibitor. Des Weiteren werden so dem Medium
Cholesterin, Fettsauren und Lipide, meist in Form von Lipoproteinen, hinzugeftgt (10-12).
Viele von den enthaltenen Proteinen, Peptiden und Metaboliten sind weiterhin unbekannt.
Eine Analyse des Serumproteoms konnte ca. 300 Serumproteine identifizieren und es
wurden Uber 4000 Serummetaboliten beschrieben (10). Es ist ein naturlicher Cocktail aus
vielen verschiedenen Inhaltsstoffen und bei den meisten menschlichen und tierischen

Zellen einsetzbar. Dies macht die Handhabung einfach und kostengunstig.

Viele von den enthaltenen Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese und der Vaskulogenese in vivo und in vitro. Insbesondere im Rahmen des
Tissue Engineering ist dies ein wichtiger Faktor. Wie oben beschrieben gelang die
Pravaskularisierung in vitro durch den Einsatz von Endothelzellen. Damit die Zellen ihr
spezifisches Verhalten, sich zu gefalRahnlichen Strukturen zu organisieren, beibehalten,
mussen entsprechende Wachstumsfaktoren zur Verfligung stehen. Beispiele hierfur sind
VEGF, bFGF, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und platelet-derived growth factor
(PDGF) (13, 14). Durch den Mediumzusatz FCS werden sie den Zellen zur Verfigung

gestellt und tragen dazu bei, die Pravaskularisierung zu ermdglichen.

Die Verwendung von FCS ist in den letzten Jahren immer mehr in die Kritik geraten. Dafur
gibt es mehrere Grinde. Zum einen ist es ein Naturprodukt, was bedeutet, dass die
qualitative und quantitative Zusammensetzung einzelner Chargen variiert (15). Das
resultiert aus der unterschiedlichen geographischen Herkunft des Rohserums, der
Serumgewinnung, dessen Weiterverarbeitung und den jahreszeitlichen Schwankungen
der Rinderpopulation (10). Die unterschiedliche Zusammensetzung kann Einfluss auf die
Adhasion der Zellen nehmen, das Wachstum und das spezifische Verhalten negativ
beeinflussen. Aulerdem kann es Einfluss auf die genotypische/phanotypische Stabilitat
der Zellen nehmen (16, 17). Beispiele hierfur sind im Serum enthaltene Immunglobuline
und Transkriptionsfaktoren (18) sowie Wachstumsfaktoren, wie PDGF (19), IGF (20) oder

epidermal growth factor (EGF) (21). Trotz des Versuches der Unternehmen dies zu

11
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verhindern, ist die Zusammensetzung immer ein wenig unterschiedlich und hat grof3en
Einfluss auf das Zellverhalten (17). Dieser Fakt macht es schwierig Daten aus der Literatur
zu vergleichen und Protokolle nachzuvollziehen (22). Um das zu umgehen, ist es oft nétig
FCS vor dem Kauf auszutesten und die Charge zu reservieren oder gleich komplett
aufzukaufen (10, 11).

Des Weiteren birgt die Verwendung von FCS auch Gesundheitsrisiken. Trotz aufwendiger
Sterilisationsverfahren ist nicht ausgeschlossen, dass Viren, Mykoplasmen oder Prionen
diese Verfahren Uberleben und so Krankheiten auf den Menschen Ubertragen werden
kénnen (23-26). Auf diese Weise kann beispielsweise die variant-Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit (v-CJD) Ubertragen werden. Der Ausldser fur diese Erkrankung sind Prionen
und eine Ansteckung durch Zellen, welche zuvor in FCS-haltigem Medium Kkultiviert

wurden, ist prinzipiell méglich (27, 28).

Die Verwendung von Zellen, die in FCS kultiviert wurden, kann auch eine Immunreaktion
beim Empfanger ausldsen. In einer Studie, in der Patienten dendritische Zellen erhalten
haben, welche zuvor in FCS kultiviert wurden, entwickelte ein Patient IgE-Antikdrper
gegen Rinderserumalbumin und es kam zur anaphylaktischen Reaktion (29). Weiterhin
wurden nach dem Erhalt von Lymphozyten und embryonalen Stammzellen
Immunreaktionen beschrieben, wenn die Zellen vorher in FCS-haltigem Medium kultiviert
wurden (30, 31). Patienten mit Osteogenesis imperfecta wurden in einer klinischen Studie
mit mesenchymalen Stammzellen (MSC) behandelt. Ein Patient bildete Antikdrper gegen

Rinderproteine und die Transplantation war nicht erfolgreich (32).

Durch die potenziell immunogene Wirkung von FCS, die hohe Anzahl an unbekannten
Proteinen und die unterschiedliche Zusammensetzung einzelner Serumchargen kann
FCS den Good Manufacturing Practice (GMP) Richtlinien nur sehr eingeschrankt
entsprechen (33, 34). GMP-Richtlinien, oder — auf deutsch — die Gute Herstellungspraxis,
sind Richtlinien zur Reinheits- und Qualitatssicherung fur die Herstellung von
Arzneimitteln. Die Zichtung autologer Zellen im Labor im Rahmen des Tissue

Engineerings muss unter diesen Bedingungen erfolgen (35, 36).
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Neben den gesundheitlichen Risiken birgt die Verwendung von FCS auch ethische
Probleme. FCS wird in der Regel durch eine Herzpunktion des Rinderfétus gewonnen.
Bei der Schlachtung des tragenden Muttertiers wird der gesamte Uterus entnommen. Im
nachsten Schritt wird der Fotus aus der Gebarmutter entfernt, die Nabelschnur
abgeklemmt und das Tier gesaubert und desinfiziert. Ohne jegliche Anasthesie wird
anschlielend die Punktion durchgefuhrt. Dabei wird eine Nadel durch die Rippen direkt
ins Herz geschoben. Das Blut flie3t mit Hilfe einer Vakuumpumpe in einen sterilen
Blutentnahmebeutel. Weitere Moglichkeiten das Blut zu gewinnen sind manuelle
Herzmassage oder durch die Schwerkraft. Nach der Entnahme wird das Blut gekuhlt und
die Gerinnung setzt ein. In einem weiteren Schritt wird durch Zentrifugation das Serum
gewonnen. Da man davon ausgeht, dass der Fotus wahrend der Blutentnahme lebt und
keine Anasthesie zum Einsatz kommt, kann davon ausgegangen werden, dass das Tier
wahrend der Prozedur Qualen erleidet. Zwar soll bei der Gewinnung darauf geachtet
werden, dass die Lunge des Kalbes nicht bellftet ist, weil dies zur Kortexaktivierung flhrt
und damit zum Schmerzempfinden, doch ist dies fragwurdig. Durch die Herzpunktion
eines drei Monate alten Fotus kann ca. 150 ml Serum gewonnen werden. Drei Monate
stellt das Mindestalter dar, da sonst das Herz fur die Punktion zu klein ware. Um den
Bedarf an FCS zu decken, sterben circa 1-2 Millionen Kalber jedes Jahr (12, 16).

2.2.2 Alternativen

Bei Alternativen zu FCS im Rahmen des Tissue Engineering ist es wichtig, dass die
Proliferation der Zellen unter dem Einfluss eines Ersatzes nicht eingeschrankt wird. Um
eine Pravaskularisierung in vitro zu ermdglichen ist es ferner wichtig, dass die Zellen ihr
spezifisches Verhalten, sich zu gefalRahnlichen Strukturen zu organisieren, beibehalten.
Weitere wichtige Aspekte fur einen alternativen Mediumzusatz sind, dass die Quantitat
und Qualitat der Inhaltsstoffe konstant sein sollte, es gut zuganglich und kostengunstig ist

und Kontaminationen ausgeschlossen werden kénnen (17).

Es gibt verschiedene Ansatze Endothelzellen ohne den Zusatz von FCS zu kultivieren.
Labitzke und Kollegen entwickelten ein chemisch definiertes Medium fur die Kultivierung

von HUVEC ohne den Zusatz von FCS. Es zeigte sich, dass die Zellen in einer viel
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héheren Dichte ausgesat werden mussten, um eine gute Proliferationsrate zu erreichen.
Des Weiteren waren die Zellen nicht so stressresistent im Vergleich zur Kultivierung in
FCS-haltigem Medium, was die Handhabung erschwerte. Tests zur in vitro-Angiogenese
wurden nicht durchgefuhrt (37). Daneben wurden Versuche durchgefihrt FCS durch
menschliches Serum zu ersetzen. Canovas und Kollegen verwendeten humanes AB-
Serum (HABS; PAA laboratories, UK) fur die Kultivierung von HUVEC und HDMEC. Die
Zellproliferation bei der Verwendung von HABS, im Vergleich zu FCS, Uber einen
Zeitraum von 5 Tagen war nicht eingeschrankt. Allerdings wurden keine weiteren
Parameter evaluiert. Weiterhin sind die Kosten fur HABS um einiges hoher als fur FCS,

namlich circa vier- bis funfmal so hoch (38).

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Verwendung von Thrombozyten und den
von Thrombozyten freigesetzten Wachstumsfaktoren, aufgrund ihrer wichtigen Rolle bei
der Wundheilung, Angiogenese und der Zellregeneration (39, 40). Bei der Aktivierung von
Thrombozyten wahrend der Blutkoagulation wird eine hohe Konzentration von bioaktiven
Substanzen, wie Wachstumsfaktoren und Mediatoren, freigesetzt (41). Das bessere
Verstandnis Uber die Wundheilung und die Rolle von Thrombozyten in diesem Kontext
fihrte zu der Idee, Thrombozyten als eine natirliche Quelle von Wachstumsfaktoren im
therapeutischen Bereich einzusetzen. In einer klinischen Studie wurde zur lokalen
Behandlung von Ulcera und Wunden nach Sternotomie ein Gel angewendet, welches aus
Thrombozyten gewonnene Wachstumsfaktoren enthielt. Die Hospitalisierungsdauer und
die Zeit der Wundheilung nach Sternotomie verklrzte sich signifikant. Patienten mit

chronischem Ulcera konnten frihzeitig operiert werden (42).

Neben der Behandlung von chronischen Wunden und Ulcera finden
Thrombozytenderivate und von Thrombozyten freigesetzte Wachstumsfaktoren
Anwendung bei der Kieferorthopadie und der plastischen Chirurgie (43). Um eine
Unterkieferimplantat beim Hund besser anwachsen zu lassen, wurde plattchenreiches
Plasma (PRP) in Kombination mit MSC verwendet (44).

Viele von diesen Wachstumsfaktoren und Zytokinen spielen auch eine wichtige Rolle bei
der Kultivierung von Endothelzellen, wie Isoformen des PDGF (PDGF-AA, -AB oder -BB),
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transforming growth factor-beta (TGF-B), IGF-1, VEGF, EGF, bFGF und hepatocyte
growth factor (HGF) (45-47). Eine mogliche Alternative zu FCS ist humanes
Thrombozytenlysat. Durch das wiederholte Einfrieren und Auftauen von plattchenreichem
Blut enthalt hPL eine hohe Konzentration an verfligbaren Wachstumsfaktoren und
Zytokinen (48). hPL foérderte die Proliferation von MSC, sodass eine gleich hohe oder
sogar hohere Proliferationsrate im Vergleich zu FCS beobachtet wurde (49). Barsotti und
Kollegen verwendeten hPL fur die Kultivierung von HUVEC und flhrten unter anderem
Assays zur Proliferation, Vitalitdt und der Angiogenese durch. Die Proliferation und
Vitalitdt wurde konzentrationsabhangig gesteigert. Ab 10% hPL im Kulturmedium im
Vergleich zum Kulturmedium, welches 20% FCS enthielt, konnte bereits eine gesteigerte
Vitalitat und Proliferation nachgewiesen werden. Bei dem Assay zur Testung der in vitro-
Angiogenese konnten im Vergleich zum Kulturmedium, welches 20% FCS enthielt,
vergleichbare Ergebnisse erreicht werden, wenn dem Medium 20% hPL hinzugefugt
wurde (48). hPL wurde auch erfolgreich zur Kultivierung von corneal endothelial cell
(CEC) eingesetzt. Dabei verglichen die Autoren Kulturmedium, welches mit 20% FCS
oder 20% hPL supplementiert wurde. Die Zellmorphologie veranderte sich unter dem
Einfluss von hPL nicht und steigerte sogar die Proliferationsrate signifikant im Vergleich
zur Kontrolle mit 20% FCS (50).

Im Bereich der Ophthalmologie ist hPL ein vielversprechender Kandidat zur Behandlung
von Erkrankungen am Auge. Widyaningrum und Kollegen flhrten Versuche mit humanen
CEC durch und untersuchten dabei den Einfluss von hitzebehandeltem humanem
Thrombozytenlysat (HHPL) auf die Proliferationsrate, die Zellmigration und den
protektiven Effekt gegen TBHP-induzierten oxidativen Zellstress. Als Kontrolle dienten
Zellen, welche in Serum-freiem Medium kultiviert wurden. Die Behandlung mit 5% HHPL
forderte die Proliferationsrate signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Um die Wundheilung
in vitro zu untersuchen, wurden wound healing-Assays durchgefuhrt. Hier konnte
ebenfalls eine signifikante Steigerung der Wundheilung in vitro unter dem Einfluss von
5% HHPL beobachtet werden, im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem Medium. Die
Zugabe von 0,25 mM TBHP induziert oxidativen Zellstress. Um Rickschlisse auf einen
madglichen protektiven Effekt von HHPL auf oxidativen Zellstress zu schliel3en, wurden die
Zellen vor der Durchflhrung des Assays in 2% HHPL bzw. 5% HHPL kultiviert. Als
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Kontrolle dienten erneut Zellen, welche in Serum-freiem Medium kultiviert wurden. Die
Behandlung mit 2% HHPL und 5% HHPL férderte das Zelliberleben signifikant im
Vergleich zur Kontrolle. Dies spiegelt den protektiven Effekt von HHPL auf oxidative

Zellstress wieder (51).

In der Literatur gibt es zahlreiche Protokolle zur Herstellung von hPL und Beispiele fur die
vielfaltige und erfolgreiche Anwendung. Dabei wurde hPL nicht nur zur Kultivierung von
Zellen eingesetzt, sondern ebenfalls zur Kryokonservierung. Kulturmedium, welches zur
Kryokonservierung von Zelle verwendet wird, enthalt haufig 10% oder 20% FCS (10).
Myeloische Leukamiezellen, K562, wurden in hPL-haltigem FCS-freiem Medium
kryokonserviert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen aufgetaut und waren vital. Zusatzlich ist
es moglich Versuche zur Acetylierung durchzufuhren, wenn die Zellen vorher in hPL-
haltigem FCS-freiem Medium kultiviert wurden (52). Der Einsatz von
Thrombozytenderivaten hat auch Einzug in klinische Studien am Menschen genommen.
So wurde es erfolgreich zur Behandlung von symptomatischem oralem Lichen planus
eingesetzt (53), Schmerzen bei Lateraler Epicondylitis konnten verringert werden (54) und

es wirkte sich positiv auf die Behandlung der Osteonekrose am Kiefer aus (55).

2.3 Thrombozyten

2.3.1 Grundlagen

Thrombozyten sind kleine, flache, kernlose Zellfragmente und werden daher auch als
Blutplattchen bezeichnet. Die Anzahl im menschlichen Koérper betragt ca. 150.000-
400.000/ul Blut. Sie entstehen durch die Abschnurung von Megakaryozyten im
Knochenmark und haben eine Grofde von 1-4 ym im Langsdurchmesser und sind 0,5-
0,75 um dick. |Ihre durchschnittliche Lebensdauer betragt 5-11 Tage und anschliel3end
werden sie in Lunge, Leber und Milz abgebaut. lhre primare Aufgabe besteht in der
primaren Hamostase. Durch eine Verletzung an Blutgefallen werden subendotheliale
Strukturen freigelegt. Hauptakteur ist der von-Willebrand-Faktor, ein oligomeres
Glykoprotein. Durch den spezifischen Rezeptor an den Thrombozyten, den von-

Willebrand-Rezeptor, bildet sich eine Art Bricke zwischen den Thrombozyten und dem
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Kollagen. Durch die Adhasion werden die Thrombozyten aktiviert und sie bilden
Pseudopodien aus. Die aktivierten Thrombozyten senden Botenstoffe aus, was weitere
Thrombozyten anlockt. Adenosindiphosphat (ADP), welches aus verletzten Zellen
freigesetzt wird, bewirkt eine Konfirmationsanderung bestimmter Rezeptoren
(Glykoproteine b und llla) auf der Oberflache der Thrombozyten. Unterstitzt wird diese
Reaktion unter anderem durch Thrombin, Adrenalin und Serotonin. Die
Konfirmationsanderung hat zur Folge, dass Fibrinogen daran binden kann und es werden
zunehmend viele Thrombozyten verknlUpft. Es bildet sich ein Thrombozytenpfropf,
welcher auch als weilRer Thrombus bezeichnet wird. Der weifde Thrombus ist nicht allzu
stabil und kann allein grélRere Lasionen nicht abdichten. Erst durch die sekundare
Hamostase kommt es im nachsten Schritt zum endgultigen Verschluss der Gefaldlasion
(56). Thrombozyten spielen nicht nur eine entscheidende Rolle bei der primaren
Hamostase, sondern auch bei Entziindungen, der Immunreaktion, bei der Regulierung
des Gefaldtonus und der Wundheilung (57).

Morphologisch bestehen Thrombozyten aus einem zentralen Granulomer und einem
peripheren Hyalomer. Das periphere Hyalomer enthalt kontraktile Filamente und einen
Ring aus Mikrotubuli. Seine Hauptaufgabe besteht in der Aufrechterhaltung der Zellform
und der Ausbildung der Pseudopodien bei der Aktivierung. Das zentrale Granulomer
enthalt verschiedene Granulomtypen, die alpha-Granula, die dichte Granula und die
Lysosomen. Die alpha-Granula ist die am haufigsten enthaltene. Sie hat einen
Durchmesser von ca. 200-500 nm und enthalt eine Vielzahl an Adhasionsmolekilen,
Chemokinen, Koagulationsfaktoren, fibrinolytischen Enzymen, Wachstumsfaktoren,
Immunglobulinen und weiteren Proteinen. Die dichte Granula enthalt unter anderem
Calcium, Serotonin und ATP, ADP, GDP, GTP und Serotonin. Heparin spaltende Enzyme
sind in den Lysosomen enthalten (57, 58). In der Tabelle 1 sind weitere Inhaltsstoffe der

unterschiedlichen Granula aufgeflhrt.
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Tabelle 1: Substanzen in den Thrombozytengranula (57-59)

Granula Substanzen
a-Granula e Wachstumsfaktoren (bFGF, EGF, HGF, IGF-1, PDGF, TGF-j3,
VEGF)
e Adhasionsmolekile (Fibronektin, Fibrinogen, von-Willebrand-
Faktor)

e Chemokine (PF-4, B-Thromboglobulin, Interleukin 8)

e prokoagulatorische Faktoren (Faktor V, Faktor XllI, Faktor XI,
Matrixmetallproteinasen, Kininogen, Kalzium)

e antikoagulatorische Faktoren (Protein C, Protein S, Alpha-1-
Antitrypsin, TFPI)

e Komponenten des fibrinolytischen Systems (Plasminogen,
Plasmin-Inhibitor, PAI-1)

¢ Immunglobuline

Dichte Granula e ADP (Adenosindiphosphat)
e ATP (Adenosintriphosphat)
e GDT (Guanosindiphosphat)
e GTP (Guanosintriphosphat)
e Calcium

e Serotonin

e Phosphat

e Pyrophosphat

Lysosomen e Hydrolytische Enzyme

2.3.2 Wachstumsfaktoren von Thrombozyten

Thrombozyten enthalten eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren (Tabelle 1). Durch
Wachstumsfaktoren kommunizieren Zellen untereinander und auf diese Weise kénnen
Informationen Ubertragen werden. In der Regel bindet der Wachstumsfaktor an einen

spezifischen Rezeptor, wodurch eine Kaskade in Gang gesetzt wird. Man unterscheidet
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parakrine von autokrinen Effekten. Parakrine Wachstumsfaktoren beeinflussen andere
Zellen, wohingegen autokrine Wachstumsfaktoren Einfluss auf die eigene Zelle nehmen.
Sie spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Differenzierung, Proliferation und
Migration von Zellen (10, 56). Im Folgenden wird genauer auf die Wachstumsfaktoren
VEGF, bFGF, IGF-1, PDGF, transforming growth factor-1 (TGF-B1) und EGF
eingegangen. Diese Wachstumsfaktoren sind in hPL enthalten ((60, 61) (MacoPharma,
information sheets, 2017)) und spielen eine wichtige Rolle bei der Kultivierung von
Endothelzellen (10, 14, 56, 62-72). Aullerdem wird erklart, wie die oben genannten
Wachstumsfaktoren wirken, das heil’t, es wird genauer auf den Prozess eingegangen,
wenn einer dieser Wachstumsfaktoren an den entsprechenden Wachstumsfaktor-
Rezeptor bindet. Durch ein besseres Verstandnis Uber diesen Prozess sind die Ablaufe
auf zellularer Ebene verstandlicher und verdeutlichen, wieso hPL ein geeigneter Kandidat

ist, FCS zur Kultivierung von Zellen im Rahmen des Tissue Engineering zu ersetzen.

2.3.3 Wachstumsfaktor-Rezeptoren

Die meisten Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren sind enzymgekoppelte Rezeptoren,
welche in der Zellmembran verankert sind. Der Ligand bindet an der extrazellularen
Domane, wodurch das katalytische Zentrum auf der cytosolischen Seite reguliert wird.
Diese Art von Rezeptoren verfugt nicht Uber eine eigene Aktivitdt. Durch die
Ligandenbindung werden intrazellulare Enzyme aktiviert, wodurch Signale bis ins
Zellinnere weitergeleitet werden. Es kommt zur Auslésung von Signalkaskaden, die
Einfluss auf das Genexpressionsmuster im Zellkern nehmen. Auf diese Weise kommt es

zu langanhaltenden Effekten wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose der Zelle.

Eine Groldzahl der enzymgekoppelten Rezeptoren besitzen Tyrosin-Kinase-Aktivitat.
Durch die Ligandenbindung kommt es zu einer Rezeptordimerisierung, was zur
Aktivierung des katalytischen Zentrums fuhrt. Tyrosin-Kinase-Rezeptoren kdnnen
Homodimere und Heterodimere bilden, was zu einer deutlichen Erhéhung der
Signalvielfalt fuhrt. Durch die Bindung des Liganden kommt es einerseits zur Aktivierung
seiner Kinasedomane, was allerdings nur von kurzer Dauer ist. Andererseits bringt die

Dimerisierung nun zwei aktive Domanen in rdumliche Nahe, was eine wechselseitige
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Phosphorylierung von Tyrosinresten ermoglicht, und dadurch kommt es zur
Autoaktivierung. An die nun phosphorylierten Reste kdnnen Proteine typischerweise mit
SH2-Domanen binden, was zur Aktivierung intrazellularer Signalwege fihrt (73). Auf
diese Weise wird zum Beispiel der MAP-Kinase-Signalweg aktiviert. Uber stufenweise
Aktivierung der Kinasen Ras/Raf/MEK/ERK wird dieser Stoffwechselweg aktiviert, was
zur Expression von Transkriptionsfaktoren fuhrt, welche Einfluss auf die Zellproliferation,
das Uberleben und die Differenzierung von Zellen nehmen. Weitere Stoffwechselwege,
welche ebenfalls Einfluss auf die Zellproliferation und das Uberleben von Zellen nehmen,
sind PLCy/PKC JAK/STAT und PI3K/AKT/mTOR (71, 73, 74).

2.3.4 Vascular endothelial growth factor

VEGF ist ein homodimeres heparinbindendes Glykoprotein mit einer relativen
Molekulmasse von 34-42kD (75). Es ist ein potenter Wachstumsfaktor fir Endothelzellen,
wirkt anti-apoptotisch und férdert die Proliferation. Es spielt eine entscheidende Rolle bei
der Angiogenese und der Vaskulogenese. Beide Prozesse werden durch die
proliferierende Wirkung auf die Endothelzellen und eine Erhdhung der GefalRpermeabilitat
durch VEGF beeinflusst (56, 62). Man unterscheidet funf verschiedene VEGF-Isoformen,
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E sowie PIGF (Plazenta-
Wachstumsfaktor). Insbesondere VEGF-A und seine unterschiedlichen Varianten spielen
eine entscheidende Rolle bei der Angio- und Vaskulogenese durch ihren Einfluss auf das
Endothel (62).

2.3.5 Fibroblasten Wachstumsfaktor

Der Fibroblasten Wachstumsfaktor bFGF gehdrt zur Familie der FGF und wird auch als
FGF-2 bezeichnet. Sie stellen eine Gruppe von heparinbindenden Proteinen dar, welche
unterschiedlichen Einfluss auf das embryonale Wachstum ausiben (63). Insgesamt
wurden mindestens 19 Proteine identifiziert, die zu den FGF zahlen (76). Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Angiogenese, der Zellteilung, der Embryonalentwicklung und der
Wundheilung (63, 64). FGF-2 wird von den meisten Geweben exprimiert (77) und wirkt
als potentes Mitogen auf mesodermale Zellen, wie die Endothelzellen (63). Es konnte

gezeigt werden, dass sich FGF-2 positiv auf die Angiogenese ausubt (64) und durch
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seinen Einfluss auf Epiblasten sich zu Endothelzellen zu differenzieren auch auf die

Vaskulogenese (65).

2.3.6 Insulin-like growth factor

IGF-1 ist ein sehr potenter Wachstumsfaktor und wird von den meisten Geweben
produziert und so auch von Thrombozyten. Durch die Bindung an den IGF-1-Rezeptor
nimmt IGF-1 Einfluss auf das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung pranatal und auch
postnatal. Des Weiteren spielt IGF-1 eine wichtige Rolle bei der Angiogenese und bei der
Wundheilung. Die Wirkung auf das Gefaldsystem wird sowohl durch endokrine als auch
durch autokrine und parakrine Mechanismen vermittelt. In der Zellkultur wird es dem
Medium durch den Zusatz von tierischem Serum, das IGF-1 enthalt, zugesetzt und férdert

die Angiogenese in vitro (10, 14, 66).

2.3.7 Platelet-derived growth factor

Die Wachstumsfaktoren, welche zur Familie der Platelet-derived growth factor gehoren,
setzen sich aus den vier Polypeptidketten: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C und PDGF-D
zusammen. Sie treten als Homodimere oder Heterodimere auf und so kdnnen insgesamt
funf dimere Isoformen unterschieden werden: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-
CC und PDGF-DD (78). Sie wirken als starkes Mitogen auf Fibroblasten und Zellen
mesenchymalen Ursprungs und spielen eine wichtige Rolle bei der embyronalen
Entwicklung. Im hamatopoetischen System wird PDGF von Megakaryozyten produziert
und in der alpha-Granula von Thrombozyten gespeichert, hier liegt zumeist die Isoform
PDGF-AB vor. Bei der Aktivierung von Thrombozyten wird PDGF-AB freigesetzt und
durch den Einfluss auf Bindegewebszellen tragt dieser Prozess zur Wundheilung bei. Es
konnte gezeigt werden, dass sich PDGF-B positiv auf die Wundheilung auswirkt und
wurde deshalb als Inhaltsstoff in einem Gel zur topischen Behandlung von diabetischen
Ulcera kommerziell vermarktet. Des Weiteren nehmen die Wachstumsfaktoren Einfluss

auf die Angiogenese durch die Wirkung auf Perizyten (67).
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2.3.8 Transforming growth factor-1

Transforming growth factor-1 ist ein 25 kD grofes, dimeres Protein, welches aus zwei
Untereinheiten besteht, die durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Es werden drei
Isoformen unterschieden, TGF-B1, TGF-2, TGF-B3, die sich in ihrer biologischen
Funktion sehr ahneln. Nahezu alle humanen Zellen produzieren TGF-1 und besitzen
entsprechende Rezeptoren, Thrombozyten und Endothelzellen eingeschlossen. Die
Aufgaben von TGF-B1 sind vielfaltig. Es spielt eine sehr wichtige Rolle bei der
Angiogenese, der embryonalen Entwicklung, dem Zellwachstum und der Differenzierung
von Zellen. Durch seine chemotaktische Wirkung auf neutrophile Granulozyten, T-Zellen,
Monozyten und Fibroblasten nimmt es eine zentrale Rolle bei der Wundheilung ein. Eine
weitere wichtige Aufgabe besteht in der Regulation der Ausschuttung von anderen
Wachstumsfaktoren, wie PDGF, FGF, TNF-a und Interleukin-1 (68, 69). In vitro inhibiert
TGF-B1 die Zellmigration sowie die Proliferation und férdert die Apoptose von
Endothelzellen. Durch diese Wirkung auf die Endothelzellen in vitro stellt TGF-31 einen
Gegenspieler von VEGF dar. Wahrend der Angiogenese ist Apoptose ein wichtiger
Bestandteil. Ist dieser Prozess gestdrt oder wird inhibiert, resultiert dies in abnormal

geformten Gefalden (70).

2.3.9 Epidermal growth factor

Der epidermal growth factor ist ein in der a-Granula vorkommendes Polypeptid aus 53
Aminosauren. Er gehdért zu einer groRen Familie von Peptiden, welche mit
unterschiedlicher Affinitat an den komplexen epidermal growth factor recepter (EGFR)
binden. EGF spielt eine bedeutende Rolle bei der Wundheilung und wirkt mitogen auf
Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen (71). EGF spielt eine entscheidende Rolle
bei der Angiogenese in vitro und in vivo und ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fur die
Proliferation von Endothelzellen. Bertrand-Duchesne und Kollegen konnten in vitro eine
dosisabhangige Steigerung der Proliferation von HUVEC unter dem Einfluss von EGF

nachweisen (72).
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2.4 Herstellung von Thrombozytenlysat

2.41 Ausgangsmaterial

Humanes Thrombozytenlysat wird aus Thrombozytenkonzentraten hergestellt. Im
klinischen Alltag ist die Gabe von Thrombozytenkonzentraten indiziert bei schwerer
Thrombozytopenie infolge einer thrombozytaren Bildungsstérung sowie zur
Unterstitzung der Blutkoagulation bei Patienten unter Chemotherapie. Thrombozyten-
konzentrate kénnen auf unterschiedliche Weise gewonnen werden, zum einen aus
Vollblutspenden oder durch Apharese (79). Im Folgenden wird auf die Gewinnung und

den Herstellungsprozess von Thrombozytenkonzentraten eingegangen.

Bei der Herstellung von Thrombozytenkonzentraten aus Vollblutspenden gibt es zwei
gangige Verfahren, die angewendet werden. Zum einen kénnen die Konzentrate aus
Buffy Coats (BC-Methode) gewonnen werden, zum anderen aus plattchenreichem
Plasma (PRP-Methode). In Europa, insbesondere in Deutschland, wird fast ausschliel3lich
die BC-Methode angewendet, wohingegen in der USA die RPR-Methode bevorzugt wird
(80).

Bei der BC-Methode entsteht ein Pool-Thrombozytenkonzentrat Gber die Zwischenstufe
Buffy Coat. Bei der Herstellung eines Buffy Coat wird Vollblut hochtourig zentrifugiert und
die Bestandteile aufgrund der Dichte aufgetrennt. Als Buffy Coat wird die dinne Schicht
zwischen der roten Schicht aus Erythrozyten und der klaren Schicht, dem Blutplasma,
bezeichnet. Es enthalt Thrombozyten und Leukozyten. Die Buffy Coats, welche von
Spendern kommen, die die gleiche ABO-Blutgruppe haben, werden zusammengefuhrt
und mit Plasma oder Additivibsung fur Thrombozyten in einem sogenannten
Poolingbeutel vermischt. Anschlielend erfolgt eine weitere Zentrifugierung und die
Thrombozyten werden von den anderen Blutzellen getrennt. Um die restlichen
Leukozyten zu entfernen, kommt ein Leukozytendepletionfilter zum Einsatz. Der Vortelil
dieses Verfahrens ist der geringe Gehalt an Leukozyten im Thrombozytenextrakt. Bei dem
Verfahren werden mehrere Buffy Coats von unterschiedlichen Spendern
zusammengefuhrt, wobei die Anzahl variiert. Meist kommen vier bis sechs Buffy Coats

zum Einsatz. Im Mittel wird eine Anzahl von 3x10"" Thrombozyten/ml angestrebt und vier
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Buffy Coats gentigen in der Regel, um dies zu erreichen. Wenn der Hersteller eine hohere

Anzahl anstrebt, kommen dementsprechend mehr Buffy Coats zum Einsatz (80, 81).

Bei der PRP-Methode wird Vollblut langsam zentrifugiert, wobei ein Erythrozyten-
konzentrat und ein plattchenreiches Plasma entsteht. Bei einer zweiten hochtourigen
Zentrifugierung werden die Thrombozyten vom Plasma getrennt. Das Resultat ist
plattchenarmes Plasma (platelet poor plasma, PPP) und ein Thrombozytenpellet. Das

entstandene Pellet wird in einem kleinen Anteil des PPP resuspendiert (81).

Eine weitere Moglichkeit Thrombozytenkonzentrate herzustellen ist die Apharesespende.
Thrombozytenkonzentrate, welche durch Apharese gewonnen werden, stammen von
einem einzigen Spender. Schon wahrend der Spende wird das Blut mit Hilfe eines
Zellseperators aufgetrennt und die Thrombozyten werden in Plasma aufgefangen. Der
Rest der Spende wird dem Spender zurickgegeben. Vorteil in diesem Verfahren liegt
darin, dass mit einer einzigen Spende groRere Mengen an Thrombozyten gewonnen

werden kénnen und der Empfanger nur mit Antigenen eines Spenders exponiert wird (80).

2.4.2 Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus Thrombozytenkonzentraten

Thrombozyten enthalten, wie oben beschrieben, eine hohe Anzahl an
Wachstumsfaktoren in ihren Granula gespeichert. Um diese freizusetzen ist ein
vollstandiges Aufbrechen beziehungsweise Degranulation notwendig. Es gibt
verschiedene Techniken, um dies zu erreichen, welche in vier Kategorien eingeteilt
werden kdnnen (46). Im Weiteren wird auf die verschiedenen Methoden eingegangen. In
der Praxis hat sich das Verfahren, welches Wachstumsfaktoren durch wiederholtes

Einfrieren und wieder Auftauen freisetzt, durchgesetzt.

2.4.2.1 Wiederholtes Einfrieren und Auftauen

Eine sehr gangige und kosteneffiziente Methode ist das wiederholte Einfrieren und wieder
Auftauen von Thrombozytenkonzentraten, um die Granula aufzubrechen und die
Wachstumsfaktoren dadurch freizusetzen. Die Thrombozyten werden bei dieser Methode

schockgefroren, meist bei -30°C oder -80°C, und anschlieend in einem 37°C warmen
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Wasserbad wieder aufgetaut. Dieser Zyklus wird einmalig oder mehrfach durchgefuhrt, je
nach Protokoll (46). Man findet in der Literatur Protokolle in denen ein (46), zwei (82), drei
(83) oder sogar funf (84) Durchgange durchgefihrt werden, um die optimale
Konzentration von Wachstumsfaktoren im hPL zu erhalten. Die Autoren sind sich

diesbezuglich also nicht einig und es gibt kein Standardprotokoll.

Strandberg und Kollegen haben sich mit dieser Problematik auseinandergesetzt und
konnten zeigen, dass man die Wachstumsfaktoren und Chemokine einzeln betrachten
muss. Die Konzentration der einzelnen Inhaltsstoffe unterscheidet sich, je nachdem wie
oft die Thrombozyten eingefroren und wieder aufgetaut werden. Die Konzentration von
PF-4 verdoppelte sich fast zwischen drei und 30 Durchgangen. Die maximale
Konzentration von TGF-B1 wurde hingehen zwischen drei und finf Durchgangen erreicht
und sank bei weiteren Wiederholungen wieder etwas ab. Eine zu hohe Anzahl an Zyklen
kann zu einem Absinken der Konzentration fihren (85). Zu ahnlichen Ergebnissen kam
Zimmermann und Kollegen bei dem Vergleich verschiedener Verfahren die

Wachstumsfaktoren freizusetzen (86).

2.4.2.2 Aktivierung der Thrombozyten

Die Wachstumsfaktoren kdénnen auch durch Aktivierung der Thrombozyten freigesetzt
werden. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Thrombozyten zu aktivieren. Zum einen
kann dem Thrombozytenkonzentrat Calciumchlorid hinzugeflgt werden. Auf diese Weise
kommt es zur endogenen Thrombinaktivierung, es induziert die Fibrinpolymerisation und
es kommt zur Freisetzung der Wachstumsfaktoren (46, 87). Eine andere Mdglichkeit
Thrombozyten zu aktivieren ist, dem Thrombozytenkonzentrat humanes Thrombin

hinzuzuflgen (88).

2.4.2.3 Verwendung von Schall

Eine weitere Madglichkeit Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten freizusetzen ist die
Verwendung von Schall. Dies kommt entweder allein oder in Kombination mit

wiederholtem Einfrieren und wieder Auftauen zum Einsatz oder in Kombination mit
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Calciumchlorid. Der Vorteil bei der Verwendung von Schall ist die kurze
Durchfuhrungszeit (46, 89, 90).

2.4.2.4 Solvent-Detergent-Verfahren

Die Verwendung von Ldsungsmittel zur Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus den
Thrombozyten zeichnet sich zum einen dadurch aus, dass es sehr effizient ist, des
Weiteren bringt es den Vorteil, dass auf diese Weise lipid-umhillte Viren abgetotet
werden (91). Bei diesem Verfahren kommt Ublicher Weise TNBP (Tri-n-butyl-phosphat)
und Triton X-45 zum Einsatz. In einem Beutel wird das Thrombozytenkonzentrat mit
TNBP und Triton X-45 in einem Verhaltnis 1/1 versetzt, um eine Endkonzentration von
1% TNBP und 1% Triton X-45 zu erreichen. Im nachsten Schritt wird der Mixtur Sojadl in
einer Konzentration von 10% (Vol./Vol.) hinzugefugt, der Beutel wird 1 Minute lang kraftig
geschuttelt und dann fur 15 Minuten auf einen rotierenden Schttler gestellt. Nach 20
Minuten entstehen 2 Schichten und die untere Schicht, welche die Thrombozyten und die
daraus freigesetzten Wachstumsfaktoren enthalt, wird mit Hilfe der Schwerkraft in einen
neuen Beutel Uberfihrt. Diese Olextraktion wird weitere zweimal wiederholt, um TNBP
und Triton X-45 auf weniger als 10 bzw. 100 p.p.m. zu reduzieren. Burnouf und Kollegen
konnten zeigen, dass dieses Verfahren effizient Wachstumsfaktoren aus den
Thrombozyten freisetzt (46, 91).
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2.5 Zielsetzung

Das Gebiet des Tissue Engineering gewinnt im Bereich der Regenerativen Medizin immer
gréliere Bedeutung. In der Gynakologie, in der angeborene Fehlbildungen oder Traumata
zu grofRen chirurgischen Eingriffen mit erheblichen Gewebeverlust fuhren, kann der
Einsatz von autologen Zellen auf einem geeigneten Biomaterial enorme Vorteile fur den

Patienten bringen.

Wie in der Einleitung dargelegt, konnte in der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Brenner durch
den Einsatz von Endothelzellen und die Verwendung von FCS-haltigem Medium
erfolgreich ein pravaskuliertes Mundschleimhautaquivalent gezichtet werden. Die
Kultivierung der Zellen in Wachstumsmedium, welches FCS enthalt, stellt allerding ein
Problem dar. Auf diese Weise kdnnen Krankheiten auf den Empfanger Ubertragen werden
und es kann zu allergischen Reaktionen kommen. Des Weiteren ist die Verwendung aus
rechtlicher und ethischer Sicht problematisch. Aus diesem Grund wird stetig nach
Alternativen gesucht und die Verwendung von hPL stellt einen vielversprechenden Ansatz

dar.

Ziel dieser Arbeit war es Endothelzellen ohne den Einsatz von FCS zu kultivieren und
stattdessen hPL zu verwenden. Es wurde zunachst analysiert, wie sich die Verwendung
von hPL auf die Zellmorphologie, die Proliferation und die Vitalitdt ausibt. In einem
weiteren Schritt wurde untersucht, ob Endothelzellen ihr spezifisches Verhalten, sich zu

gefalRahnlichen Strukturen zu organisieren, unter der Verwendung von hPL beibehalten.

27



Materialien und Methoden

3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Aqua dest.

CaClz2 2H20

Calcein-AM (1 mg/ml)
DMEM

DPBS

Ethanol absolute, p.a.
Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS)
Fetales Kalberserum (FCS)
Gelatin solution

HEPES, 1M
Isopropylalkohol p.a.
Kaliumchlorid p.a.
Kollagenase Il
Natriumchlorid, p.a.

Natrium Heparin

Matrigel, 126-2.50

Medium 199 (M199), M7528
MTT

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Terralin liquid
Trypsin-EDTA, 0,25 %

3.1.2 Lodsungen und Puffer

MTT: 0,5 % MTT in DPBS
Kollagenase |I-Puffer: 3,9 g NaCl
0,5 g KClI

2,4 g HEPES (1M)
0,7 g CaC|2 2H20

Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, USA
Thermo-Fisher, USA
Sigma-Aldrich, USA
Gibco, USA
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, USA
Gibco/Thermo-Fisher, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, USA
Cell Applications, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo-Fisher, USA
Schilke, Norderstedt
Sigma-Aldrich, USA

pH 7,2 einstellen, ad 1 mit VE-Wasser
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Kollagenase II-Lésung:

3.1.3 Kits

1 g Kollagenase Il in Kollagenase Il Puffer

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche Diagnostics, Mannheim
BrdU labeling reagent (1:100 in DBPS verdiinnt)

FixDenat (Ready-to-use)

Anti-BrdU-POD (1:100 mit Antibody Dilution Solution verdiinnt)

Antibody dilution solution

Washing buffer (1:10 mit DPBS verdiinnt)

Substrate solution (ready-to-use)

3.1.4 Medien

Vollmedium:

FCS-freies Medium:

+ Kulturmedium M199
+20 % FCS

+1% P/S

+ 25 ug/ml ECGS

+ 25 pg/ml Natriumheparin
+ 28 mM HEPES

+ Kulturmedium M199

+1 % P/S

+ 25 ug/ml ECGS

+ 25 pg/ml Natriumheparin
+ 28 mM HEPES

3.1.4.1 Humanes Thrombozytenlysat

MultiPL'30
MultiPL'100
ml-hPL

MacoPharma International GmbH
MacoPharma International GmbH
zur Verfigung gestellt aus dem Max-Planck-Institut

fur Polymerforschung, Mainz
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Geistlich Bio-Gide®
p—Slide Angiogenesis

Cellstar Cell Culture Plate (6-, 12-, 24-, 96-Well)

Einmalhandschuhe Nitril Sempercare
Einmalhandschuhe Nitril Supreno
Einmalskalpelle (No. 23)

Einmalspritze BD Discardit Il (10 ml)
LUNA™ Cell Counting Slides
Pipettenspitzen FilterTips, TipOne®
(0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 101-1000 pl)
Polypropylen (PP)-Réhrchen (15 ml, 50 ml)
Reaktionsgefalte (0,5, 1 und 2 ml)
Serologische Pipetten

(1 ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)
Zellkulturschalen (100 mm x 20 mm)
Butterfly, Venofix® A Punktionskaniile

3.1.6 Gebrauchsmaterialien
Mehrkanalpipetten Eppendorf Research Plus
(10-100 pl, 30-300 pl)

Pipetten Eppendorf Research
(0,5-10 pl, 1-100 pl, 2-20 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl)

Pipettierhilfe, Accu-jet pro

3.1.7 Gerate

COq-Inkubator

Cellspin® THARMACspin Zytozentrifuge
Computer

Digitalmikroskop VHX-1000

Eismaschine

Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz
Ibidi, Madison, USA

Greiner bio-one, Frickenhausen

Semperit, Wien, Osterreich

Microflex, Chemnitz

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Japan
BD Biosciences, USA

logos Biosystems, Sudkorea

StarLab, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

B. Braun Melsungen AG

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Hera Cell 240 Heraeus, Hanau
THARMAC Cellspin®, Waldsolms
Dell, Round Rock, USA

Keyence, Japan

Ziegra, Hannover
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Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Kuhlschrank 4 °C
Labor-Feinwaage

LUNA™ Automated Cell Counter
pH-Meter

Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe
Vakuumpumpe Mini-Vac Power
Vortex VF2

Wasserbad Aqualine AL18
Zentrifuge Megafuge 1.0R
GloMax®-Multi Detection System

3.1.8 Computerprogramme

Microsoft Excel
Microsoft Office 2010 & 2013
Photoshop CS5

3.1.9 Zellen

Bosch, Gerlingen

Nalge Nunc Int, Penfield, USA
Bosch, Gerlingen

Sartorius, Goéttingen

logos Biosystems, Sudkorea
Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Thermo Scientific, USA
PeqglLab, Erlangen
IKA-Werke, Staufen

Lauda, Lauda-Kéngishofen
Heraeus, Hanau

Promega

Microsoft Corporation
Microsoft, Redmond, USA
Adobe Systems, USA

Die HUVEC wurden aus Nabelschnuren isoliert, welche von der Klinik und Poliklinik far
Geburtshilfe und Frauengesundheit von freiwilligen Spenderinnen zur Verfligung gestellt
wurden. Nach der Geburt wurde das Kind abgenabelt, anschlieRend die Nabelschnur von
der Plazenta abgetrennt und in ein steriles Gefall mit Transportmedium (DMEM-P/S)
Uberfuhrt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden sie so bei 4°C gelagert. Alle

Nabelschnire wurden innerhalb von 24 h weiterverarbeitet.

3.2 Methoden

3.2.1 Steriles Arbeiten
Die Isolation der humanen Zellen sowie die Zellversuche und Zellkultivierung wurden
unter sterilen Bedingungen an der sterilen Werkbank durchgeflhrt. Die

Gebrauchsmaterialien wurden mit Hilfe von UV-Strahlung, Hitze oder Alkohol sterilisiert.
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Verbrauchsmaterialien wurden autoklaviert, steril geliefert oder auf gleiche Weise
sterilisiert. Vor der Benutzung der bendtigten Medien oder Reagenzien wurden diese in
einem 37°C warmen Wasserbad erwarmt und die Gefalle mit Terralin liquid oder 70%

Ethanol gereinigt.

3.2.2 Isolation primarer Zellen

Die HUVEC wurden aus humanen Nabelschniren isoliert. Fur die Isolation wurde das
Transportmedium entfernt und die Nabelschnur mit PBS gewaschen, um Blutreste zu
entfernen. AnschlieRend wurden diese in eine Petrischale Uberfuhrt. Mit Hilfe von Ethanol
wurde die Nabelschnur von auf3en nochmal gereinigt. Um eine bessere Sicht auf die in
der Nabelschnur verlaufenden GefalRe zu bekommen, wurden die Enden mit einem
Skalpell sauber abgeschnitten. Nachdem die Nabelschnurvene klar identifiziert worden
war, wurde diese vorsichtig mit Hilfe eines Butterflys punktiert. Die Nadel mit der daruber
liegenden Schutzhulle wurde vorsichtig in die Vene vorgeschoben und mit einer Klemme
fixiert. Die Vene wurde mit Hilfe einer Spritze mehrfach mit PBS gespllt, bis die Flussigkeit
klar aus der Vene floss. Das andere Ende wurde dann mit einer weiteren Klemme
versehen und die Vene mit Kollagenase-II-Lésung beflllt. Damit die Lésung sicher in der
Vene verblieb, wurde die Spritze an dem Adapter der Spritze belassen. Die Nabelschnur
wurde in eine neue, saubere Petrischale gelegt und fir 15 min in den Inkubator gestellt.
Nach der Inkubation erfolgte eine vorsichtige Massage der Nabelschnur, um mdglichst
viele Zellen aus dem Zellverband zu I6sen. Die Klemme am distalen Ende wurde gelost
und die Lésung in ein 50 ml Reaktionsgefall abgelassen. Es erfolgte eine weitere Spulung
mit ca. 20 ml Medium 199. Die Fliissigkeit wurde abzentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 5 ml Medium 199 gel6st und in eine 25 cm?
Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach 24 h erfolgte der erste Mediumwechsel. Dazu wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen drei Mal mit PBS gewaschen, um tote Zellen und
Gewebereste zu entfernen. Anschlieend wurde 5 ml frisches Medium in die Flasche
geflllt. In der Regel dauerte es weitere 48 h bis die Zellen konfluent gewachsen waren

und die erste Splittung in einem Verhaltnis 1:3 durchgeflihrt werden konnte.
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3.2.3 Mediumwechsel und Splitten der Zellkultur

Um einen Mediumwechsel durchzuflhren, wurde das alte Medium vorsichtig abgesaugt
und die Zellen mit PBS gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. AnschlieRend wurde
neues Vollmedium hinzugegeben. Im Anschluss wurde so viel Trypsin in die Flasche
gegeben, dass sich lediglich ein dinner Film auf den adharenten Zellen befand. Nach 30
Sekunden im Inkubator bei 37°C wurden die Zellen durch vorsichtiges Beklopfen
zusatzlich mechanisch geldst. Die Reaktion wurde mit Vollmedium gestoppt und die
geldsten Zellen in ein 15 mI-Reaktionsgefalt Uberflhrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in frischem Volimedium geldst. Die Zellen
wurden stets in einem Verhaltnis 1:3 gesplittet. Die HUVEC wurden fur die Versuche bis

Passage vier verwendet.

3.2.4 Beurteilung der Zellmorphologie

Um die Zellmorphologie unter dem Einfluss von hPL zu beurteilen, wurden HUVEC wie
oben beschrieben abgeldst und in einer Konzentration zu je 40.000 Zellen/Well in
Volimedium in einer 12-Well-Platte ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium vorsichtig
entfernt und gegen hPL-haltiges Medium ausgetauscht. Die ausgetesteten
Konzentrationen waren wieder 1%, 2,5%, 5%, 6%, 8% und 10%. Als Kontrolle dienten
Zellen in Vollmedium. Nach 24 h, 72 h und nach 7 Tagen wurden Fotos unter dem
Mikroskop mit dem Programm von Lableica angefertigt. Ein Mediumwechsel wurde alle 3

Tage durchgefuhrt.

3.2.5 Vitalitatsassay

Zur Analyse der Zellvitalitdt unter dem Einfluss von hPL in verschiedenen
Konzentrationen wurden MTT-Vitalitatsessays durchgefuhrt. Hierflr wurden die Wells von
96-Well-Platten mit je 60 pl 0,2 % Gelatine-Losung beschichtet. Nach 24 h wurde die
Lésung entfernt und HUVEC zu je 5000 Zellen/Well in 100 pl Vollmedium ausplattiert.
Nach einer Inkubation von 24 h im Zellkulturinkubator erfolgte die Behandlung mit dem
hPL. Dazu wurde das Vollmedium vorsichtig abgesaugt und hPL in den Konzentrationen
1%, 2,5%, 5%, 6%, 8%, 10% in FCS-freiem Medium gelost, wobei immer eine
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Gesamtmenge von 100 ul in jedes Well gegeben wurde. Als Referenz wurden Zellen mit
Vollmedium behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 72 h im Zellkulturinkubator erfolgte
schlieBlich der MTT-Vitalitdtsassay. Es wurden 20 pl 0,5 % MTT-L6ésung pro Well
zugegeben und die Platte flr 4 h im Inkubator inkubiert. Wahrend der Inkubation wird das
gelbe, wasserlosliche Tetrazoliumsalz MTT (3,(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-
Tetrazoliumbromid) von vitalen Zellen zu dem blauen wasserunloslichen Formazan
reduziert. AnschlieRend wurde die MTT-haltige Losung entfernt und 100 pl Isopropranol
pro Well hinzugegeben. Dadurch wurde der umgesetzte Farbstoff aus den Zellen geldst.
Es wurde darauf geachtet, dass die Lésung in jedem Well gut resuspendiert wurde. Es
folgten weitere vier Stunden im Inkubator, bevor die Extinktion mittels GloMax®-Multi
Detection System gemessen wurde. Dabei wurde eine Wellenlange von 570 nm,

Referenzlange: 650 nm genutzt. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel.

3.2.6 Bestimmung der Proliferation

Zur Bestimmung der Proliferation der HUVEC unter dem Einfluss von hPL in
unterschiedlichen Konzentrationen wurden BrdU-Proliferationassays mit dem Cell
Proliferation ELISA BrdU Kit der Firma Roche durchgefuhrt. Bei diesem Verfahren bauen
proliferierende Zellen anstelle von Thymin BrdU in ihre DNA ein, was durch eine
Antikdrper-vermittelte enzymatische Reaktion nachgewiesen werden kann. Analog zum
MTT-Vitalitatsassay wurden 96-Well-Platten mit je 60 pl 0,2 % Gelatine-Losung
beschichtet und die Lésung vor dem Ausplattieren wieder entfernt. Es wurden ebenfalls
5000 HUVEC/Well in je 100 ul in Vollmedium ausplattiert und 24 h im Zellinkubator
inkubiert. Nach 24 h wurde das Vollmedium entfernt und durch FCS-freies Medium
ausgetauscht, welches mit hPL in den Konzentrationen 1%, 2,5%, 5%, 6%, 8%, 10%
versetzt wurde. Erneut wurden die Zellen fur 72 h im Zellinkubator gelagert. Als Referenz
wurden Zellen mit Vollmedium behandelt. Im Anschluss wurden 10 ul/Well BrdU-Labeling-
Solution (1:100 in DPBS verdunnt) zugegeben und die Platten fur 2 h bei 37 °C und 5%
CO2 inkubiert. Nach der zweistiindigen Inkubationszeit wurden die Uberstéande mit Hilfe
einer Pipette abgesaugt, verworfen und je 200 ul/Well Fix-Denat-Lésung zur
Denaturierung und Fixierung der Zellen hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation bei

Raumtemperatur fiir 30 Minuten. Danach wurden erneut die Uberstéande mit einer Pipette
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abgesaugt und verworfen. In jedes Well wurden dann 100 ul/Well BrdU-Antikérper-
Lésung (Anti-BrdU-POD 1:100 verdlnnt in Antibody Dilution Solution) hinzugeflugt und fur
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Lésung abgesaugt
und die Zellen mit 200 pl/Well Waschlésung (1:10 in DPBS verdlinnt) gewaschen. Dies
wurde insgesamt drei Mal durchgeflhrt. Es folgte die Inkubation mit 100 pl/Well
Substratlésung fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Das Substrat wird durch die
Peroxidase, die an den Antikorpern gekoppelt ist, umgesetzt und bewirkt eine
Farbreaktion. Es kommt zu einem Farbumschlag von gelb zu blau. Um diese Reaktion zu
stoppen, wurden 25 pl/Well 1 M H2SO4 hinzugegeben. Die Uberstande wurden fiir eine
Minute bei Raumtemperatur geschuttelt und die Extinktion wurde im Anschluss mit Hilfe
GloMax®-Multi Detection System gemessen. Dabei wurde eine Wellenlange von 450 nm,

Referenzlange 650 nm genutzt. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel.

3.2.7 Tube-Formation-Assay

Zur Durchfihrung des Tube-Formation-Assay wurden die HUVEC zuvor fur 72 h in
hPL-haltigem FCS-freiem Medium kultiviert. Als Kontrolle dienten erneut Zellen, welche
in Vollmedium kultiviert wurden. Nach der Inkubation erfolgte die Durchfihrung des
Assays. Dazu wurde Matrigel bei 4°C auf Eis langsam Uber Nacht aufgetaut. In die
Angioslides wurden jeweils 15 ul des Matrigels vorsichtig pipettiert. Dabei wurde
besonders darauf geachtet, dass keine Luftblasen entstanden. Es erfolgte eine erneute
Inkubation bei 4°C fur 10 Minuten, bevor sie fur 30 Minuten im Inkubator bei 37°C inkubiert
wurden. Die HUVEC wurden durch die schon beschriebene Methode abgeldst und
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in hPL-haltigem Medium, welches die entsprechende
Konzentration an hPL enthielt, geldst und die Zellen gezahlt. In jedes Angioslide wurden
9000 Zellen in einem Volumen von 50 pl Medium pipettiert. Nach einer Inkubation von 4,5
h im Zellinkubator bei 37°C erfolgte die Auswertung. Dazu wurde pro Well 1 ul Calcein
pipettiert, welches fur 5-10 Minuten inkubieren musste. Im Anschluss konnten unter dem
Fluoreszenzmikroskop Fotos mit dem Programm von Lableica angefertigt werden. Da es
nicht moéglich war, das ganze Well in einem Foto darzustellen, entstanden pro Well

mehrere Einzelfotos. Diese wurden dann im Anschluss mit Hilfe des Programms
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Photoshop von der Firma Adobe zu einem Gesamtbild zusammengesetzt. Auf diese

Weise entstand ein Bild, welches das ganze Well darstellt.

4 Ergebnisse

4.1 Zellmorphologie von HUVEC unter dem Einfluss von humanem
Thrombozytenlysat

Um die Zellmorphologie von HUVEC unter dem Einfluss von hPL zu beurteilen, wurden
HUVEC in hPL-haltigem FCS-freiem Medium flr insgesamt sieben Tage kultiviert. Bei
diesem Versuch wurden die beiden Thrombozytenlysate der Firma MacoPharma
International GmbH MultiPL’30 und MultiPL"100 ausgetestet, jeweils in den
Konzentrationen 1%, 2,5%, 5%, 6%, 8% und 10%. Als Kontrolle wurden Zellen in
Vollmedium unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde alle 3
Tage durchgefihrt. Nach 24 h, 72 h und nach 7 Tagen wurden Fotos mit dem Programm

vom Lableica angefertigt.

Unter dem Einfluss von MultiPL 30 und MultiPL"100 konnten keine Veranderungen der
Morphologie beobachtet werden im Vergleich zur Kontrolle (Abb.1). Auch die Behandlung
mit 1% hPL bewirkte keinen Zellstress und die HUVEC behielten ihre spezifische ovale
Form. Ab einer Konzentration von 5% hPL bei beiden getesteten Thrombozytenlysaten
erreichten die Zellen eine Konfluenz nach 72 h. Bei der Verwendung von 1% und 2,5%

war dies erst zu einem spateren Zeitpunkt zu beobachten.
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Abbildung 1: Zellmorphologie von HUVEC unter dem Einfluss von entweder Kulturmedium mit 20%
FCS oder von zwei verschiedenen humanen Thrombozytenlysaten (MultiPL"30, MultiPL100) in
verschiedenen Konzentrationen. HUVEC wurden mit einer Dichte von 4000 Zellen/Well in 12-Well-
Platten kultiviert. Dem Medium wurde entweder 20% FCS, MultiPL"30 (A) oder MultiPL"100 (B) in
verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Dargestellt sind reprasentative lichtmikroskopische Bilder

nach 72 h. Es wurden drei unabhangige Versuche durchgefuhrt. Der Messbalken entspricht 200 um.
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4.2 Wirkung von humanem Thrombozytenlysat auf die Vitalitat von HUVEC

Zur Beurteilung der Vitalitat von HUVEC unter dem Einfluss von hPL, wurden MTT-
Vitalitdtsassays durchgefuhrt. Die Zellen wurden fir 72 h in hPL-haltigem FCS-freiem
Medium kultiviert, bevor die Vitalitat mittels dem Assay untersucht wurde. Es wurden
MultiPL"30, MultiPL"100 und ml-hPL ausgetestet, jeweils in den Konzentrationen 1%,
2,5%, 5%, 6%, 8% und 10%. Als Kontrollwert wurden HUVEC gleichzeitig dem Assay
unterzogen, welche in Vollmedium kultiviert wurden. Der Kontrollwert wurde als 100%
Vitalitat definiert.

Die Vitalitat verringerte sich leicht unter dem Einfluss von MultiPL"100, im Vergleich zur
Kontrolle, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (Abb. 2). Ab 2,5% MultiPL"100
wurde die Vitalitdt konzentrationsabhangig gesteigert, das Niveau von FCS-haltigem
Medium wurde nicht erreicht. Bei der Verwendung von MultiPL'30 wurde der hdchste
Wert der Vitalitat bereits bei 2,5% erreicht mit 72% (Abb.2). Die Vitalitat war leicht
verringert bei der Verwendung von 1% und 10% MultiPL"30. Die Behandlung mit mi-hPL
bewirkte eine konzentrationsabhange Steigerung der Vitalitat ab 2,5% mit dem héchsten
Wert bei 10% ml-hPL mit 77% (Abb.2). Die Vitalitat reduziert sich jedoch insgesamt unter

dem Einfluss von mI-hPL ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (Abb.2).
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Abbildung 2 — Zellvitalitit von HUVEC unter dem Einfluss von drei verschiedenen humanen
Thrombozytenlysaten (MultiPL 30, MultiPL 100, mi-hPL) fiir 72 h. Die Vitalitdt von HUVEC unter dem
Einfluss von hPL in verschiedenen Konzentrationen tber 72 h wurde mittels MTT-Vitalitdtsassay ermittelt.
Als Kontrolle dienten Zellen, die in Vollmedium kultiviert wurden. Ihre Vitalitat wurde als 100% definiert und
die gemessenen Werte dazu in Relation gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte aller durchgeflihrten
Versuche (n=3). Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Signifikanzen wurden mittel T-
Test berechnet. Es traten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle auf (p<0,05).
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4.3 Wirkung von humanem Thrombozytenlysat auf die Proliferation von
HUVEC

Zur Beurteilung der Proliferation von HUVEC unter dem Einfluss von hPL wurden BrdU-
Proliferationsassays durchgefihrt. Die Zellen wurden fur 72 h in hPL-haltigem FCS-freiem
Medium kultiviert, bevor die Proliferation mittels dem Assay ausgetestet wurde. Es wurden
erneut MultiPL"30, MultiPL"100 und ml-hPL getestet, jeweils in den Konzentrationen 1%,
2,5%, 5%, 6%, 8% und 10%. Als Kontrollwert wurden HUVEC gleichzeitig dem Assay
unterzogen, welche in Vollmedium kultiviert wurden. Der Kontrollwert wurde als 100%

Proliferation definiert.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede bei der Verwendung von hPL in den
ausgetesteten Konzentrationen, im Vergleich zur Kontrolle, beobachtet werden (Abb.3).
MultiPL"100 erhdhte die Proliferation im Vergleich zur Kontrolle, mit einer maximalen
Steigerung um 45% bei 8% MultiPL"100 (Abb.3). HUVEC, welche mit 1% MultiPL 30
kultiviert wurden, zeigten eine etwas geringere Proliferation, jedoch ohne das
Signifikanzniveau zu erreichen. Die mit 100% hdchste Proliferationsrate bei der
Verwendung von MultiPL 30 konnte mit 8% erreicht werden (Abb.3). Die Behandlung mit
1% ml-hPL verringerte die Proliferation der HUVEC nicht signifikant um 29%. Bei der
Verwendung von hoéheren Konzentrationen wurde eine ahnliche Proliferation erreicht im
Vergleich zur Kontrolle mit 20% FCS. Bei der Verwendung von 10% ml-hPL zeigte sich
die Proliferation leicht gesteigert mit 109% (Abb.3).
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Abbildung 3 — Proliferation von HUVEC unter dem Einfluss von drei verschiedenen humanen
Thrombozytenlysaten (MultiPL 30, MultiPL"100, ml-hPL) fiir 72 h. Die Proliferation von HUVEC unter
dem Einfluss von hPL in verschiedenen Konzentrationen fiir 72 h wurde mittels BrdU-Proliferationsassay
ermittelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die in Vollmedium kultiviert wurden. lhre Proliferation wurde als 100%
definiert und die gemessenen Werte dazu in Relation gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte aller
durchgefiihrten Versuche (n=3). Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Signifikanzen
wurden mittel T-Test berechnet. Es traten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle auf
(p<0,05).

41



Ergebnisse

4.4 Wirkung von humanem Thrombozytenlysat auf die

Vaskularisierungsfahigkeit von HUVEC in vitro (Tube Formation Assay)

Um zu Uberprifen, ob die Abwesenheit von FCS beziehungsweise hPL Einfluss auf die
Angiogenese oder Vaskulogenese nimmt, wurde die Bildung von gefal3artigen Strukturen
(Tubes) durch HUVEC in vitro analysiert. Die Zellen wurden fur 72 h in hPL-haltigem FCS-
freiem Medium kultiviert, bevor der Tube Formation Assay durchgefihrt wurden. Es
wurden MultiPL"100, MultiPL 30 und ml-hPL in den Konzentrationen 1%, 2,5%, 5%, 6%,
8% und 10% ausgetestet. Als Kontrolle dienten Zellen, welche in Volimedium kultiviert

wurden.

Bei Verwendung aller drei getesteten hPL konnte die Bildung von gefal3ahnlichen
Strukturen beobachtet werden (Abb.4). 5% MultiPL'30 stimulierte die Angionese-
Parameter am starksten (Abb.4). Bei MultiPL"'100 und mI-hPL waren hohere
Konzentrationen notwendig, um ein optimales Ergebnis zu erzielen. Bei MultiPL"100 war
dies bei 8% und bei Im-hPL 10% der Fall (Abb.4).
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Abbildung 4 - Auswirkungen von hPL in verschiedenen Konzentrationen im Vergleich zu FCS auf
die Bildung von gefaBahnlichen Strukturen. HUVEC wurden in p-slides mit einer Dichte von 9000
Zellen/Well ausgesat, nachdem sie zuvor fur 24 h in Medium kultiviert wurden, welches entweder 20% FCS,
MultiPL 30 (A), MultiPL"100 (B) oder Im-hPL (C) enthielt. Nach 4,5 h erfolgte eine Farbung mittels Calcein
und es wurden Fotos der gefaRahnlichen Strukturen mittel Fluoreszenzmikroskop angefertigt. Hier werden
reprasentative Bilder der drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuche gezeigt. Die Messbalken
entsprechen 200 pm.
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5 Diskussion

5.1 Wirkung von humanem Thrombozytenlysat auf die Zellmorphologie,
die Proliferation und die Vitalitat von HUVEC

Unter dem Einfluss von hPL zeigten sich die Zellen vital, mit einer guten Proliferationsrate
und ohne Veranderungen der Zellmorphologie. Bereits geringe Konzentrationen
MutliPL"30 und MultiPL"100 reichten aus, damit HUVEC ihre typische ovale Form
beibehielten und keine Anzeichen von Stress aufwiesen. Bezogen auf die
Zellmorphologie konnten keine Unterschiede zwischen den zwei ausgetesteten hPL
festgestellt werden. In den weiteren Versuchen wurden drei unterschiedliche hPL
verwendet und hier konnten Unterschiede beztiglich der Proliferationsrate und der Vitalitat
beobachtet werden. MultiPL"100 eignet sich am besten als Alternative zu FCS in Bezug
auf die Proliferation und die Vitalitat. Bei der Verwendung von MultiPL 100 reichten bereits
sehr geringe Konzentrationen aus, um im Vergleich zur Kontrolle eine nicht signifikant
gesteigerte Proliferationsrate zu erzielen. Die Vitalitat verringerte sich leicht unter dem
Einfluss von MultiPL 100, jedoch ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Unter dem
Einfluss von MultiPL’30 und mI-hPL konnte eine gleich hohe beziehungsweise nicht
signifikant gesteigerte Proliferationsrate beobachtet werden. Der mitochondriale

Metabolismus verringerte sich leicht unter dem Einfluss von MultiPL 30 und ml-hPL.

Wachstumsfaktoren und Zytokine spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulierung
von grundlegenden Zellfunktionen. Wachstumsfaktorrezeptoren sind meist enzym-
gekoppelte Rezeptoren und haufig transmembranare Tyrosinkinaserezeptoren, wie oben
beschrieben. Durch die Ligandenbindung kommt es letztendlich zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, die die Zellproliferation, das Uberleben der Zelle und das
Wachstum regulieren (73). hPL enthalt eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren, welche
mitogen auf Endothelzellen wirken. Rauch und Kollegen fuhrten Analysen zum Inhalt an
Wachstumsfaktoren, die in hPL enthalten sind, durch. Dabei wurden 10 hPL von
unterschiedlichen Spendern untersucht. Es zeigten sich im Mittel folgende
Konzentrationen: EGF 18,34 ng/ml, PDGF-AB 84,19 ng/ml, TGF-31 768,9 ng/ml, HGF
1,55 ng/ml, IGF-1 15,2 ng/ml, bFGF 1,96 ng/ml, VEGF 7,04 ng/ml (92). Die
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Konzentrationen von Wachstumsfaktoren in selbst hergestelltem Thrombozytenlysaten
schwanken, je nach Spender und Herstellungsprozess. Shanskii und Kollegen verglichen
hPL mit FCS hinsichtlich biochemischer Parameter und den Gehalt an Wachstums-
faktoren. FCS enthielt unter anderem eine hohere Konzentration an Alkalischer
Phosphatase, LDH und Kreatinin. Die Konzentration an Cholesterin, HDL, Totalprotein
und Albumin war in hPL héher. Der Gehalt der Wachstumsfaktoren PDGF, IGF, TGF-R
und VEGF war héher im hPL als im FCS (Tabelle 2). Zusatzlich enthielt hPL den
Wachstumsfaktor PDGF-BB, welcher im FCS nicht nachweisbar war (60).

Tabelle 2: Konzentrationen der Wachstumsfaktoren in FCS und hPL (60)

Wachstumsfaktoren FCS (n=4) hPL (n=46)
PDGF-AA, pg/ml 141.9+14.5 69081673
PDGF-AB, pg/ml 26.817.7 3984487
PDGF-BB, pg/ml 0 81961979
IGF-1, ng/ml 64.1+3.3 108.7+4.5
TGF-B, pg/ml 845.0£66.5 16303.0+1004.8
VEGF, pg/ml 2.5%1.5 147.7+19.8

In MultiPL"30 und MultiPL 100 sind nachweislich PDGF-AB, IGF-1, EGF, VEGF und bFGF
enthalten (MacoPharma, information sheets, 2017). Verglichen mit dem Gehalt an
Wachstumsfaktoren, die Shanskii und Kollegen in FCS nachweisen konnten, ist die
Konzentration an PDGF-AB und VEGF in FCS deutlich geringer. Im Mittel enthielt FCS
26,8 pg/ml PDGF-AB und 2,5 pg/ml VEGF (60). Gemaly Hersteller ist der Gehalt an
Wachstumsfaktoren im kommerziell erhaltlichen MultiPL'30 und MultiPL"100 sehr
konstant. MultiPL 30 enthalt ca. 60.000 pg/ml PDGF-AB und ca. 900 pg/ml VEGF, die
Konzentration in MultiPL 100 ist etwas geringer mit ca. 25.000 pg/ml PDGF-AB und ca.
500 pg/ml VEGF (MacoPharma, information sheets, 2017). Wie oben beschrieben, variiert
die Konzentration der Wachstumsfaktoren, welche in hPL enthalten sind, je nach
Herstellungsverfahren. Strandberg und Kollegen untersuchten die Konzentrationen von
Wachstumsfaktoren in Abhangigkeit der Anzahl an Zyklen wie oft PPP eingefroren und
wieder aufgetaut wurde. Die Konzentration von PDGF-AB stieg bei hoherer Anzahl an

Zyklen an. Bei der Durchfihrung von 30 Zyklen konnte eine Konzentration von
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184,5 ng/ml gemessen werden (85). Unterschiedliche Herstellungsverfahren bzw. die
unterschiedliche Anzahl an Zyklen wie oft PPP eingefroren und wieder aufgetaut wird,
konnte den groRen Unterschied der Konzentration an PDGF-AB in den kommerziell
erhaltlichen Thrombozytenlysaten und den von Shanskii hergestelltem Thrombozyten-

lysat erklaren.

Ein fir die Zellproliferation und das Uberleben von Endothelzellen wichtiger
Wachstumsfaktor ist VEGF. Es ist sowohl in FCS, als auch in hPL enthalten und gemaf}
der Analyse von Shanskii und Kollegen sogar héher in hPL. VEGF entfaltet seine Wirkung,
wie oben beschrieben, Uber verschiedene transmembranare Tyrosinkinaserezeptoren.
Durch die Bindung von VEGF an den VEGF-Rezeptor wird dieser aktiviert und es werden
verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert, wie Ras/Raf/MEK/ERK. Aktiviertes ERK
aktiviert wiederum Transkriptionsfaktoren, die Einfluss auf die Proliferation von
Endothelzellen und deren Uberleben nehmen (93). Die hohe Konzentration von VEGF in
hPL tragt dazu bei, dass bereits niedrige Konzentrationen ausreichen, um eine ahnliche
bzw. gesteigerte Proliferationsrate zu erreichen im Vergleich zu 20% FCS und keine
Veranderungen der Morphologie beobachtet wurde, selbst bei der Behandlung mit

niedrigen Konzentrationen.

Bei der Verwendung von hoheren Konzentrationen hPL stehen den Zellen mehr
Wachstumsfaktoren zur Verfugung. Dies erklart die konzentrationsabhangige Steigerung
der Proliferation und den teilweise gesteigerten mitochondrialen Metabolismus. Dies
bestatigte auch Basrsotti und sein Team bei der Kultivierung von HUVEC mit hPL. Sie
untersuchten die Vitalitat und die Proliferation von HUVEC unter dem Einfluss von selbst
hergestelltem hPL. Als Kontrolle dienten Zellen, welche in Medium mit 20% FCS kultiviert
wurden. Es zeigte sich eine konzentrationsabhangige Steigerung der Proliferation mit
einer signifikant erhdhten Proliferationsrate bei der Verwendung von 10% und 20% hPL
im Vergleich zur Kontrolle. Die mitochondriale Aktivitdt zeigte sich ebenfalls
konzentrationsabhangig gesteigert und erreichte das Signifikanzniveau bei der
Verwendung von 10% hPL und 20% hPL im Vergleich zur Kontrolle (48).
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Des Weiteren enthalt FCS Betacellulin, was zur Familie der EGF gehort. Im Serum ist es
mit einer Konzentration von ca. 3,7 ng/ml enthalten und entfaltet seine Wirkung tber den
EGF-Rezeptor (61). Der Wachstumsfaktor EGF ist ebenfalls in der alpha-Granula von
Thrombozyten enthalten und wird bei der Aktivierung freigesetzt (72). In den beiden
kommerziell erhaltlichen Thrombozytenlysaten ist es in einer Konzentration von 2 - 3,5
ng/ml enthalten, wobei in MultiPL 30 eine etwas hdohere Konzentration zu finden ist als in
MultiPL"100 (MacoPharma, information sheets, 2017). Die Konzentration an EGF in
selbst hergestellten hPL schwankt und liegt, je nach Spender und Herstellungsprozess,
bei einer Konzentration von 13,9 pg/ml bis zu 37 ng/ml (92, 94). Der EGF-Rezeptor ist
ebenfalls ein transmembranarer Tyrosinkinaserezeptor. Nach Bindung des Liganden an
den Rezeptor kommt es zur Dimerbildung, was zur Aktivierung der intrinsischen
Tyrosinkinase und zur Autophosphorylierung der C- terminalen spezifischen Tyrosin
enthaltenden Reste fuhrt. Auf diese Weise werden verschiedene Signaltransduktions-
wege aktiviert wie Ras/Raf/MEK/ERK, JAK/STAT, PISK/AKT/mTOR und PLCy/PKC (71).
EGF ist ein starkes Mitogen und férdert die Proliferation und das Uberleben von
Endothelzellen (72). Bertrand-Duchesne und Mitarbeiter zeigten eine gesteigerte
Proliferationsrate von HUVEC unter dem Einfluss von EGF aus PRP (72). In diesem
Zusammenhang ist auch der Wachstumsfaktor PDGF-AB zu erwahnen, der ebenfalls
wichtig ist fur das Uberleben und die Proliferation der Zellen. PDGF-AB ist in FCS
enthalten, jedoch auch und sogar in hoherer Konzentration in hPL (MacoPharma,
information sheets, 2017)(60).

Wie in der Einleitung bereits beschrieben sind Wachstumsfaktoren essenziell fur die
Kultivierung von Endothelzellen in vitro und die hohen Konzentrationen von
Wachstumsfaktoren, welche in hPL enthalten sind, erklaren die gute Proliferationsrate,
den teilweise gesteigerten mitochondrialen Metabolismus im Vergleich zu FCS, und

tragen dazu bei, dass die Zellen keine Veranderungen der Morphologie aufweisen.
Neben vielen essentiellen Wachstumsfaktoren, welche wichtig fiir das Uberleben und die

Proliferation von Endothelzellen sind, enthalt hPL auch Zytokine (95). Unter anderem ist

Interleukin-8 (IL-8) enthalten, welches mit hoher Affinitat an die Rezeptoren CXCR1 und
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CXCR2 bindet (96). HUVEC exprimieren diese beiden Rezeptoren und durch die Bindung

von IL-8 kommt es zu einer gesteigerten Proliferation von HUVEC.

Li und Kollegen konnten eine Steigerung der Proliferation von Endothelzellen unter dem
Einfluss von IL-8 nachweisen. Ferner konnte nicht nur eine gesteigerte Proliferation
beobachtet werden, es férderte weiterhin das Uberleben der Zellen und wirkte sich
gunstig auf die Bildung von gefalRahnlichen Strukturen aus (96). Bei den hier
durchgefuhrten Versuchen konnte insgesamt eine gute beziehungsweise gesteigerte
Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Bei allen drei getesteten
hPL variierte die Proliferationsrate in Abhangigkeit der Konzentration und sie wurde
gesteigert bei der Verwendung von hdheren Konzentrationen im Vergleich zur
Behandlung mit niedrigen Konzentrationen wie 1% oder 2,5%. MultiPL"100 und ml-hPL
bewirkte eine fast durchgehende Steigerung der Proliferation. MultiPL"30 enthalt geman
Hersteller mehr Wachstumsfaktoren als MultiPL"100 (MacoPharma, information sheets,
2017), Informationen beziglich der Konzentrationen an Zytokinen liegen nicht vor. Es ist
also denkbar, dass IL-8 eine Rolle dabei spielt, dass HUVEC unter dem Einfluss von
MultiPL"100 und mlI-hPL eine etwas gesteigerte Proliferation zeigten, im Vergleich zur
Verwendung von MultiPL’30. Um dies zu bestatigen, missten Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) zur Bestimmung der Zytokine durchgefiihrt werden.

5.2 Wirkung von humanem Thrombozytenlysat auf die Angiogenese in

vitro

Ein essenzieller Prozess der Angiogenese ist die Proliferation von Endothelzellen. In den
vorangegangen Versuchen konnte dargelegt werden, dass HUVEC unter dem Einfluss
aller drei verwendeten Thrombozytenlysate eine gute Proliferationsrate aufwiesen. Im
Weiteren stellte sich nun die Frage, ob HUVEC, unter dem Einfluss von hPL, auch die
Eigenschaft beibehalten, sich zu gefaldahnlichen Strukturen zu organisieren. Um diese
Frage zu untersuchen wurden Versuche zur in vitro-Angiogenese durchgefuhrt. Hierfur
wurden HUVEC, welche zuvor in hPL-haltigem FCS-freiem Kulturmedium Kkultiviert
wurden, Tube Formation Assays unterzogen. Als Kontrolle dienten erneut Zellen, welche
in Vollmedium kultiviert wurden.
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Unter dem Einfluss aller drei getesteten Lysate, konnte die Bildung von gefal3ahnlichen
Strukturen beobachtet werden. Die angiogene Wirkung der getesteten Lysate zeigte sich
im Vergleich zu FCS sogar gesteigert. Die besten Ergebnisse mit MultiPL 30 konnten mit
5% erreicht werden, bei der Verwendung von MutliPL"100 und mI-hPL waren héhere
Konzentrationen notwendig, um vergleichbare Ergebnisse zu erziehen. Bei MultiPL"100
lagen diese bei 8% und bei mI-hPL bei 10%.

Die Angiogenese ist ein sehr komplexer Prozess und viele Faktoren spielen eine wichtige
Rolle und beeinflussen sich gegenseitig. Die beiden Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF
sind beide in hPL enthalten (MacoPharma, information sheets, 2017)(97) und spielen eine
wichtige Rolle bei der Angiogenese in vitro und in vivo. VEGF entfaltet seine Wirkung Uber
die Bindung an seine drei Rezeptoren VEGF-1, VEGF-2 und VEGF-3 (98, 99). Die
Wirkung von VEGF ist dabei stark konzentrationsabhangig und bereits geringe
Unterschiede in der Konzentration haben gro3en Einfluss auf die biologische Aktivitat
(100). Der Verlust eines VEGF-Allels bei der Maus bedingt fatale Fehlbildungen im
embryonalen vaskularen System und ist letal (100, 101). Weiterhin fuhrt ein Mangel zur
Beeintrachtigung der postnatalen Angiogenese (102, 103). Bai und Kollegen zeigten eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Angiogenese von HUVEC in vitro unter dem
Einfluss von VEGF. Zur Untersuchung der angiogenen Wirkung von VEGF auf HUVEC in
vitro fihrten sie Tube Formation Assays durch. Ab einer Konzentration von 25 ng/ml
VEGF wurde die Angiogenese signifikant gesteigert (97). Weiterhin zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Steigerung der Angiogenese in vitro unter dem Einfluss von
bFGF (97).

Diese beiden Wachstumsfaktoren agieren allerdings nicht nur getrennt voneinander,
sondern beeinflussen sich gegenseitig (104). Uber einen autokrinen und parakrinen
Mechanismus stimuliert bFGF Endothelzellen zu einer gesteigerten Expression von
VEGF und dessen Rezeptor (105, 106), und VEGF stimuliert Endothelzellen zur
Produktion von bFGF, was wiederum die Proliferation und Migration von Endothelzellen
anregt (107). Ashara und sein Team konnten die synergetische Wirkung von VEGF und
bFGF im Tierversuch mit Hilfe eines Hasenmodells mit Ischamie der hinteren Gliedmallen

zeigen. Die Behandlung mit bFGF und VEGF in Kombination bewirkte eine signifikante
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Steigerung der Angiogenese in vivo im Vergleich zur Verwendung der Wachstums-
faktoren allein (108). Dies konnte auch bei der Durchfihrung von Tube Formation Assays
mit HUVEC bestatigt werden. Hier induzierten bFGF und VEGF zusammen effektiver die
Gefallneubildung (97).

Die Behandlung mit hPL fordert die Angiogenese in vitro. Diese Wachstumsfaktoren
beeinflussen sich gegenseitig Uber verschiedene Signalwege, wobei die genauen
Zusammenhange noch nicht ganzlich geklart sind. Es ist eine komplexe Interaktion von
verschiedenen Rezeptorsystemen. Durch die Bindung von VEGF an den Rezeptor kommt
es zur Aktivierung, was verschiedene Signaltransduktionswege in Gang setzt. Es kommt
unter anderem zur Aktivierung des Ras-MEK-MAPK- Signalweges, was eine gesteigerte
Expression der Rezeptoren fiir VEGF und bFGF im Zellkern auslést. Uber den p38-
Signalweg, den AKT-Signalweg und den PKC-Signalweg, welche ebenfalls durch die
Bindung von VEGF an den VEGF-Rezeptor ausgeldst werden, kommt es zu einer
gesteigerten Zellproliferation und Migration, was Einfluss auf die Angiogenese nimmt (97,
109-111). Durch die Bindung von bFGF an den dazugehdrigen Rezeptor wird ebenfalls
der Ras-MEK-MAPK-Signalweg aktiviert, was zu eine gesteigerten Rezeptorexpression
fuhrt. Weiterhin kommt es zur Aktivierung des SRC-Signalweges, den AKT/PI3K-
Signalweg und den PKC-Signalweg, was Einfluss auf die Zellproliferation nimmt.
Zwischen den Wachstumsfaktoren existiert eine synergetische Wirkung zur Forderung
der Angiogenese (97, 112, 113).

Die Behandlung mit hPL foérdert die Angiogenese in vitro. Dies bestatigen auch Tsai und
sein Team. Die Behandlung mit 5% hPL steigerte die Proliferationsrate von HUVEC
signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit 10% FCS. Des Weiteren flhrten sie Versuche
zur Angiogenese in vitro und in ovo durch. Bei der Durchfihrung von Tube Formation
Assays mit HUVEC induzierte 5% hPL die Bildung von gefa3ahnlichen Strukturen starker
als 10% FCS. In einem weiteren Schritt stellten sie ein Hydrogel her, welches hPL in
unterschiedlichen Konzentrationen enthielt. Mit diesem hPL-haltigem Hydrogel wurden
Versuche zur zellularen Migration durchgefiihrt. Als Kontrolle diente serumfreies Medium.
Hier konnte eine konzentrationsabhangige Steigerung der zellularen Migration

beobachtet werden mit einem Maximum bei 22.4 pg/ul hPL. Zur Untersuchung der
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Angiogenese in ovo wurden Versuche am CAM-Model durchgeflhrt. Hierfir wurde das
selbst hergestellte hPL-haltige Hydrogel verwendet, welches 22.4 ug/ul hPL enthielt. Als
Kontrolle diente Hydrogel, welches kein Serum oder hPL enthielt. hPL-haltiges Hydrogel
steigerte die Bildung von Kapillaren signifikant im Vergleich zur Kontrolle. Dies wurde
auch durch immunhistologische Farbungen bestatigt. Im Bereich des hPL-haltigen
Hydrogels konnten signifikant mehr Zytokeratin 13-positive Zellen nachgewiesen werden
(114).

Bei den hier durchgeflhrten Versuchen konnte bei allen drei getesteten hPL die Bildung
gefalRahnlicher Strukturen nachgewiesen werden. Sie unterschieden sich allerdings
bezlglich der optimalen Konzentration. MultiPL’30 induzierte die Gefallbildung am
effektivsten in einer Konzentration von 5%. Um gleiche Ergebnisse mit MultiPL"100 und
ml-hPL zu erzielen mussten hdhere Konzentrationen verwendet werden. Die
Konzentration von VEGF und bFGF ist in MultiPL"30 im Vergleich zu MultiPL"100 erhdht.
Dies bedingt moglicherweise, dass bereits geringere Konzentrationen von MultiPL 30
ausgereicht haben, um die Angiogenese in vitro optimal zu unterstitzen. Weiterhin ist die
gesteigerte angiogene Wirkung von MultiPL"30 im Vergleich zu MultiPL"100 und ml-hPL
nicht nur durch die erhdhte Konzentration der Wachstumsfaktoren allein zu erklaren,

sondern zudem durch die Wechselwirkungen der Wachstumsfaktoren untereinander.

5.3 Fazit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hPL ein geeigneter Ersatz flr die Kultivierung
von HUVEC in vitro ist. Die Verwendung von hPL als Zusatz im Zellkulturmedium in den
Konzentrationen von 1% bis 10% fuhrte zu keinem Zellstress und die Proliferationsrate
sowie die Zelllebensfahigkeit wurden nicht signifikant verringert im Vergleich mit 20% FCS
supplementiertem Standardmedium. Die Behandlung mit hPL steigerte sogar die
Angiogenese in vitro. Hier forderte MultiPL 30 die Bildung von gefalRahnlichen Strukturen
bereist bei niedrigen Konzentrationen. In Anbetracht der grof’en Bedeutung der
Angiogenese im Rahmen des Tissue Engineering erwies sich MultiPL"30 deshalb als

beste Alternative zu FCS.
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6 Zusammenfassung

Mittels Tissue Engineering generierte Transplantate, welche flr den Patienten sicher und
gleichzeitig funktionell sind, sind fur die Medizin von grof3er Bedeutung. Ein Problem bei
der Verwendung von mittels Tissue Engineering generierten Gewebe-Aquivalenten ist die
nicht ausreichend schnelle Vaskularisierung nach Transplantation. Die Pravaskulari-
sierung bereits in vitro stellt einen vielversprechenden Ansatz dar. Die Verwendung von
FCS zur optimalen Kultivierung von primaren Endothelzellen in vitro war bisher der
Standard. Um diese Gewebe-Aquivalente jedoch einer klinischen Anwendung naher zu

bringen, ist es notwendig eine Alternative zu finden.

Es konnte gezeigt werden, dass primare Endothelzellen, HUVEC, welche in Medium
kultiviert wurden, dem hPL beigefugt wurde, im Vergleich zur konventionellen
Supplementierung mit 20% FCS keine Funktionseinbul’en aufwiesen. Bereits geringe
Konzentrationen hPL reichten aus, um die Zellen Uber einen langeren Zeitraum in vitro zu
kultivieren, ohne dass Veranderungen der Morphologie auftraten. Sie behielten ihre
typischen morphologischen Eigenschaften bei und wuchsen rasch zu Konfluenz.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die primaren Endothelzellen unter dem
Einfluss von kommerziell erhaltlichem hPL und auch selbst hergestelltem hPL eine gute
Proliferationsrate aufwiesen. Die Proliferation wurde durch die Behandlung mit
MultiPL"100 und ml-hPL gesteigert im Vergleich zur Kontrolle mit 20% FCS, ohne jedoch
das Signifikanzniveau zu erreichen. Um eine Pravaskularisierung in vitro Gberhaupt zu
ermdglichen ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Zellen ihre Eigenschaft sich
zu gefalahnlichen Strukturen zu organisieren beibehalten. In dieser Arbeit konnte
erfolgreich gezeigt werden, dass HUVEC unter dem Einfluss von hPL diese wichtige
Eigenschaft beibehalten. Bei allen drei getesteten hPL bildeten die HUVEC erfolgreich
gefalBahnliche Strukturen, nachgewiesen in Tube Formation Assays. MultiPL 30
stimulierte die Bildung von gefalRahnlichen Strukturen starker als 20% FCS. Die besten
Ergebnisse zur in vitro Angiogenese zeigten sich bei der Verwendung von 5% MultiPL"30.

Aber auch unter dem Einfluss der beiden anderen ausgetesteten hPL konnte erfolgreich
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die Bildung von Tubes beobachtet werden. Hier waren lediglich etwas hdhere

Konzentrationen notwendig, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass hPL ein geeigneter und sicherer Kandidat
ist als Alternative zu FCS. Dies ist ein wichtiger Schritt in Richtung der Entwicklung von
pravaskularisiertem Gewebe in vitro im Rahmen des Tissue Engineering fur die klinische

Anwendung.
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8 Anhang

8.1 Werte der Abbildungen

8.1.1 Werte der Abbildung 2

Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
FCS Kontrolle 100 0 0
MultiPL’30 1% 53,1396263 16,1583014 9,32899965
2,5% 72,217517 23,0837287 13,327397
5% 71,0452351 24,0379881 13,8783389
6% 71,1906564 22,6906789 13,1004696
8% 65,8281832 21,5237634 12,4267506
10% 64,1184008 16,5758965 9,57009828
Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
FCS Kontrolle 100 0 0
MultiPL’100 1% 83,0317956 35,112266 20,2720762
2,5% 66,2553986 21,7495725 12,5571216
5% 65,260102 18,4117167 10,6300096
6% 66,887866 21,1425128 12,2066354
8% 75,5626705 18,3256262 10,5803052
10% 83,0263388 16,4938106 9,52270601
Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
FCS Kontrolle 100 0 0
ml-hPL 1% 63,03875 17,2020355 9,93159985
2,5% 56,3894742 12,6440554 7,30004878
5% 60,98921 12,7090695 7,33758471
6% 66,7752273 12,6702071 7,31514747
8% 72,9214699 15,841407 9,14604057
10% 77,3203958 17,7709962 10,2600894
8.1.2 Werte der Abbildung 3
Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
FCS Kontrolle 100 0 0
MultiPL'30 1% 67,220802 25,5232017 14,73582735
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2,5%
5%
6%
8%

10%

FCS Kontrolle

MultiPL'100 1%
2,5%

5%

6%

8%

10%

FCS Kontrolle

ml-hPL 1%
2,5%

5%

6%

8%

10%

86,8503038
99,3889723
93,0100114

100,56697
90,1007161

Mittelwert

100
104,040223
122,405511
131,386602
131,314866
145,186593
134,637995

Mittelwert

100
71,5346512
97,474112
104,081505
100,989983
101,860405
109,799272

41,2891121
51,2758214
46,7118539

50,363452
40,5819229

Standardabweichung

0
50,4156096
62,8466902
60,4654232

65,457542
69,269785
66,0400201

Standardabweichung

0
19,8489197
18,4698964
16,3995713
20,5804668
19,3763491
36,2165085

23,83827999
29,60410927
26,96910141
29,07735255
23,42998412

Standardfehler

0
29,1074658
36,2845535
34,9097283
37,7919295

39,992929
38,1282234

Standardfehler

0
11,4597791
10,6635996
9,46829693

11,882138
11,1869404
20,9096109
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