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I. Zusammenfassung 

In der rekonstruktiven Chirurgie stellt ein in vitro-generiertes Mundschleimhaut-

Äquivalent aus Patientinnen- und Patienten-eigenen Zellen als Transplantat bei 

Gewebedefekten eine Alternative zu autologem Gewebe dar. Die bestmögliche 

Ähnlichkeit mit nativem Gewebe ist für eine erfolgreiche in vivo-Anwendung 

unerlässlich. Diese Arbeit befasste sich mit der Herstellung und Analyse eines 

funktionalen Mundschleimhaut-Äquivalents zur personalisierten Gewebe-

rekonstruktion. Dabei wurde die Ausbildung einer effizienten Blutgefäßversorgung des 

Gewebes (Prävaskularisierung) sowie die Stimulation der Epithelausbildung 

angestrebt, um das Einheilen und Überleben des Mundschleimhaut-Äquivalents nach 

einer Transplantation in vivo zu gewährleisten.  

Für die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents wurden primäre Fibroblasten, 

Endothelzellen und Epithelzellen aus Patientinnen- und Patienten-Gewebe isoliert und 

als Tri-Kultur auf einer Kollagenmatrix kultiviert. Damit die Herstellung des Gewebe-

Äquivalents in einer klinischen Anwendung individuell an die Patientinnen und 

Patienten angepasst werden kann, wurde die Verwendung von endothelialen 

kolonieformenden Vorläuferzellen (ECFC) aus Vollblut mit der etablierten Anwendung 

von humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) aus juveniler 

Vorhaut verglichen. Die ECFC erlauben im Gegensatz zu den HDMEC eine 

minimalinvasive und autologe Isolationsmethode. Um ein besseres Verständnis über 

die interzelluläre, parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents zu erhalten, wurde die Sekretion von Zytokinen mittels ELISA analysiert. 

Dabei zeigte sich, dass die Kultivierung mit Epithelzellen im Mundschleimhaut-

Äquivalent eine Herunterregulierung der Sekretion einer Vielzahl verschiedener 

Zytokine, wie VEGF, eNOS und Angiopoietin-2 verursachte. Bei der Analyse ließ sich 

kein wesentlicher Unterschied zwischen HDMEC und ECFC feststellen.  

Trotz der geringeren Zytokin-Verfügbarkeit bildete sich durch die Fibroblasten eine 

extrazelluläre Matrix aus. In der Anwesenheit der Fibroblasten erzeugten HDMEC an 

Kulturtag 26 eine oberflächliche Prävaskularisierung der Kollagenmatrix, welche sich 

bis Kulturtag 33 weiter ausprägte, nachgewiesen mittels konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie. Eine tiefgehende Prävaskularisierung des Mundschleim-

haut-Äquivalents wurde angestrebt und sollte mithilfe von VEGF-121 angeregt werden. 

Eine gesteigerte Migration der Endothelzellen in Richtung des Zytokins konnte in der 



 Zusammenfassung 

2 
 

Boyden-Kammer gezeigt werden. Jedoch erzielten verschiedene Chemotaxis-

Versuche auf der Kollagenmatrix bisher keine tiefere Prävaskularisierung, welche 

weiterhin forciert werden sollte. Um diesem Problem zu begegnen, sollte ein 

chemotaktischer Reiz mittels kontrolliertem Aufbruch von Wachstumsfaktor-beladenen 

Nanopartikeln gesetzt werden. Obwohl die Herstellung der Nanopartikel erfolgreich 

war, konnte der Einsatz für die Herstellung eines chemotaktischen Gradienten im 

Mundschleimhaut-Äquivalent nicht realisiert werden. Die potenzielle Gewebe-

integration wurde mit Hilfe des Chorioallantoismembran-Assays in ovo untersucht. Die 

oberflächliche Prävaskularisierung unterstützte die Epithelausbildung und -Erhaltung 

des Mundschleimhaut-Äquivalents in ovo. Dabei zeigten die ECFC ein vergleichbares 

Verhalten wie die HDMEC.  

Die Ausbildung einer Epithelschicht konnte mittels immunhistochemischer Färbung 

bereits an Kulturtag 12 nachgewiesen werden. Diese bildete sich bis Kulturtag 33 

weiter aus und nahm an Funktionalität zu. Die Ausbildung einer Basalmembran konnte 

ohne eine zusätzliche Stimulation nicht nachgewiesen werden. Durch die Anwendung 

einer extrakorporalen Stoßwellentherapie (ESWT) an Kulturtag 19 konnte die in vitro-

Ausbildung der Basalmembran sowie eine stärkere Ausbildung und Differenzierung 

des Epithels unterstützt werden. Dabei ließ sich ein Anstieg der metabolischen 

Zellaktivität nachweisen, untersucht mittels alamarBlue™-Assay. Bei Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen führte die in vitro-Anwendung zu einer besseren 

Epithelerhaltung während der in ovo-Kultivierung im Vergleich zu unbehandelten 

Kulturen. Bei prävaskularisierten Mundschleimhaut-Äquivalenten führte die ESWT-

Anwendung allerdings zu einer gegenseitigen Hemmung der Endothelzellen und der 

Epithelzellen in ovo.  

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit eine deutliche Verbesserung von 

patientinnen- und patientenindividuellen Mundschleimhaut-Äquivalenten für den 

autologen Gewebeersatz erzielt werden, indem eine Prävaskularisierung auch mit 

ECFC erreicht wurde und die Ausbildung der Epithelschicht sowie der Basalmembran 

mittels ESWT-Anwendung stimuliert werden konnte. Zudem wurde der Nutzen der 

Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-Äquivalents gezeigt. Eine erfolgreiche 

Kombination der Prävaskularisierung und der ESWT-Anwendung könnte das effiziente 

Einwachsen, Überleben und die Funktionalität des Mundschleimhaut-Äquivalents in 

in vivo-Anwendungen gewährleisten. 
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II. Abstract 

In reconstructive surgery, an in vitro generated oral mucosa equivalent from the 

patient's own cells represents an alternative to autologous tissue as a graft for tissue 

defects. The best possible resemblance to native tissue is essential for successful 

in vivo application. This work addressed the generation and analysis of a functional 

oral mucosa equivalent for personalized tissue reconstruction. The aim was to form an 

efficient blood vessel supply to the tissue (prevascularization) and to stimulate 

epithelial formation to ensure healing and survival of the oral mucosa equivalent after 

transplantation in vivo.  

For the generation of the oral mucosa equivalent, primary fibroblasts, endothelial cells, 

and epithelial cells were isolated from patient tissues and cultured as a tri-culture on a 

collagen matrix. In order to customize the generation of the tissue equivalent in a 

clinical application, the use of endothelial colony-forming progenitor cells (ECFC) from 

whole blood was compared with the established use of human dermal microvascular 

endothelial cells (HDMEC) from juvenile foreskin. ECFC, in contrast to HDMEC, allow 

a minimally invasive and autologous isolation method. To gain a better understanding 

of the intercellular paracrine communication within the oral mucosa equivalent, the 

secretion of cytokines was analyzed by ELISA. This showed that culturing with 

epithelial cells in the oral mucosal equivalent caused downregulation of secretion of a 

variety of different cytokines, such as VEGF, eNOS, and angiopoietin-2. Analysis did 

not reveal a significant difference between HDMEC and ECFC.  

Despite the lower cytokine availability, an extracellular matrix was formed by the 

fibroblasts. In the presence of the fibroblasts, HDMEC produced superficial 

prevascularization of the collagen matrix on culture day 26, which continued to develop 

until culture day 33, as detected by confocal fluorescence microscopy. A profound 

prevascularization of the oral mucosa skin equivalent was targeted and should be 

stimulated with the help of VEGF-121. Increased migration of endothelial cells toward 

the cytokine was demonstrated in the Boyden chamber. However, various chemotaxis 

experiments on the collagen matrix did not achieve deeper prevascularization so far, 

which should be further pushed. To address this issue, a chemotactic stimulus should 

be applied using controlled disruption of growth factor-loaded nanoparticles. Although 

the production of the nanoparticles was successful, the use for the production of a 

chemotactic gradient in the oral mucosal equivalent could not be realized. Potential 
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tissue¬integration was investigated using the chorioallantoic membrane assay in ovo. 

Superficial prevascularization supported epithelial formation and maintenance of the 

oral mucosa equivalent in ovo. In this regard, ECFC showed comparable behavior to 

HDMEC.  

The formation of an epithelial layer could be detected by immunohistochemical staining 

already on culture day 12. This continued to form until culture day 33 and increased in 

functionality. The formation of a basement membrane could not be detected without 

additional stimulation. The application of extracorporeal shock wave therapy (ESWT) 

on culture day 19 supported the in vitro formation of the basement membrane as well 

as a stronger formation and differentiation of the epithelium. This allowed an increase 

in metabolic cell activity to be detected, examined by alamarBlue™ assay. In bi-

cultures with fibroblasts and epithelial cells, in vitro application resulted in better 

epithelial maintenance during in ovo cultivation compared to untreated cultures. 

However, in prevascularized oral mucosa equivalents, ESWT application resulted in 

mutual inhibition of endothelial cells and epithelial cells in ovo.  

Overall, this work significantly improved patient-specific oral mucosa equivalents for 

autologous tissue replacement by achieving prevascularization even with ECFC and 

stimulating the formation of the epithelial layer as well as the basement membrane by 

ESWT application. In addition, the benefit of prevascularization of the oral mucosal 

equivalent was demonstrated. Successful combination of prevascularization and 

ESWT application could ensure efficient ingrowth, survival, and functionality of the oral 

mucosa equivalent in in vivo applications. 
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1. Einleitung 

1.1 Schleimhaut-Transplantate in der rekonstruktiven Chirurgie 

Die rekonstruktive Chirurgie befasst sich mit der Wiederherstellung von Geweben in 

ihrer Form und ihrer Funktion innerhalb verschiedener medizinischer Fachgebiete 

(Lauer et al. 2008; Zugor et al. 2017). Das Erfordernis der chirurgischen 

Rekonstruktion kann durch erworbene Gewebedefekte wie zum Beispiel nach 

Tumorresektionen oder Unfällen, und auch durch angeborene Gewebedefekte, wie 

Fehlbildungen, verursacht werden. Die Rekonstruktion kann dabei für Knochen- und 

Knorpel- sowie Weichgewebe und epitheliale Gewebe notwendig werden (Deutsche 

Gesellschaft der Plastischen, Rekonstruktiven und Ästhetischen Chirurgen e.V. 2022). 

Die Schleimhaut ist ein epitheliales Gewebe, das die innere Oberfläche von Organen 

auskleidet, welche im Kontakt zur äußeren Umgebung stehen (Aumüller et al. 2014). 

Sie dient somit vor allem als Schutzschicht und findet sich unter anderem in der 

Mundhöhle, der Nasenhöhle, im Auge, im weiblichen sowie männlichen 

Urogenitalsystem und im Darm wieder (Reiß 2009; Müller 2012; Otto et al. 2013; 

Schmelz et al. 2014; Janni et al. 2022). Verschiedene autologe Schleimhäute dienen 

in den unterschiedlichen medizinischen Fachgebieten als Transplantate für jeweilige 

Gewebedefekte. Die Mundschleimhaut ist durch ihre Lokalisation in der Mundhöhle 

gut zugänglich und ähnelt anderen Schleimhautgeweben in ihrer Morphologie sehr. 

Dadurch eignet sie sich als Alternative für andere Schleimhautgewebe zur Anwendung 

bei Transplantationen (Markiewicz et al. 2007). In der Urologie wird die Transplantation 

von Mundschleimhaut als Goldstandard für Harnröhrenrekonstruktionen verwendet 

(Mungadi and Ugboko 2009). In der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie kommen 

Patientinnen- und Patienten-eigene Mundschleimhaut-Transplantate zum Beispiel bei 

Zahnfleischschwund oder nach Tumorresektionen zur Deckung der Wunde zum 

Einsatz (Toledano-Osorio et al. 2022). In der Augenheilkunde kommt autologe 

Mundschleimhaut als Transplantat bei Defekten der Augenoberfläche ebenfalls zur 

Anwendung (Mai et al. 2013). Auch in der Gynäkologie besteht nach Operationen an 

der Vagina Bedarf an Schleimhaut. In der Behandlung des Vaginalkarzinoms, bei dem 

es sich zu 83 % um Plattenepithelkarzinome handelt, müssen oft größere Bereiche der 

Vaginalschleimhaut entfernt werden (Kürzl 2010). Bei diesem Verfahren ist ein Einsatz 

von Mundschleimhaut zur Wundabdeckung ebenfalls denkbar.  
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Allerdings ist die Verfügbarkeit von nativem, autologem Mundschleimhautgewebe 

begrenzt. Zusätzlich kann die Entnahme von großflächigeren Mundschleimhaut-

Proben Probleme für die Patientinnen und Patienten verursachen. So bedingt die 

Gewebeentnahme eine Verletzungen von gesundem Gewebe, was zu langfristiger 

Taubheit und Narbenbildung führen kann (Browne and Vanni 2017). Die in vitro-

Generierung eines Mundschleimhaut-Äquivalents mittels Tissue Engineering unter 

Verwendung autologer, Patientinnen- und Patienten-eigener Zellen stellt eine 

geeignete Alternative zur Transplantation von nativer, autologer Mundschleimhaut dar 

(Matichescu et al. 2020). 

 

1.2 Die native Mundschleimhaut 

Die Mundschleimhaut ist die Schleimhautschicht, die die Mundhöhle auskleidet. Sie 

fungiert als Barriere gegen externe Mikroorganismen und Krankheitserreger und 

schützt die darunter liegenden Gewebe vor äußeren mechanischen Einflüssen (Reinke 

and Sorg 2012; Squier and Brogden 2013). Eine charakteristische Aufgabe der 

Mundschleimhaut ist die Sekretion von Speichel, um ihre mit der Umwelt in Kontakt 

stehende Oberfläche feucht zu halten. Die Speichelproduktion findet in den großen 

Speicheldrüsen statt, welche weiter entfernt von der oberflächlichen Mundschleimhaut 

liegen. Die Sekretion durch die Mundschleimhaut erfolgt über viele kleine 

Speicheldrüsen, die unterhalb der Bindegewebsschicht (Lamina propria) in der 

Submukosa liegen (Squier and Brogden 2013).  

Die Mundschleimhaut wird in die mastikatorische, die spezialisierte und die 

auskleidende Mundschleimhaut unterteilt. Die verschiedenen Mundschleimhauttypen 

unterscheiden sich in ihrem histologischen Aufbau und in ihrer Funktion. Die 

mastikatorische Mundschleimhaut bedeckt das Zahnfleisch und den harten Gaumen, 

die spezialisierte Mundschleimhaut bedeckt die Zunge. Die auskleidende 

Mundschleimhaut bedeckt die Wangen, den weichen Gaumen sowie die 

Lippeninnenseiten und somit die größte Fläche der Mundhöhle. Sie besitzt ein nicht-

keratinisiertes Plattenepithel und kann eine Dicke von über 500 µm aufweisen (Nanci 

2007; Müller 2012).  

Das nicht-keratinisierte Plattenepithel ist mehrschichtig und unterteilt sich in das 

Stratum basale, das Stratum filamentosum, und das Stratum distendum (Groeger and 
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Meyle 2019) (Abbildung 1). Die Epithelzellen in der untersten Schicht besitzen ein 

hohes Proliferationspotenzial und teilen sich somit. Die neu gebildeten Zellen 

differenzieren und wandern passiv in die oberen Schichten. Die Proliferation und die 

Differenzierung werden durch Zytokine wie zum Beispiel Epidermal Growth Factor 

(EGF) und Transforming Growth Factor (TGF)-β gesteuert. Die Zellen in den 

unterschiedlichen Epithelschichten weisen dadurch verschiedene Differenzierungs-

muster auf (Squier and Kremer 2001). Die basale Epithelzellschicht enthält 

undifferenzierte, sich teilende Zellen, die in Clustern wachsen und Zytokeratin 19 

exprimieren. In der darüber liegenden Schicht befinden sich differenzierte 

Epithelzellen, die Zytokeratin 13 exprimieren. Vollständig differenzierte Epithelzellen 

befinden sich in der äußersten Schicht. Diese Epithelzellen exprimieren Involucrin 

(Banks-Schlegel and Green 1981; Moll et al. 1982; Barrett et al. 1998; Squier and 

Kremer 2001).  

 

Abbildung 1: Aufbau von humaner, nativer Mundschleimhaut in histologischer und 

schematischer Darstellung. Abbildung verändert nach Edmans et al. (Edmans et al. 2020).  

 

Die Epithelzellen besitzen eine Zellpolarität und weisen eine apikale und eine 

basolaterale Seite auf (Torras et al. 2018). Sie synthetisieren Proteine wie Kollagen IV 

und Laminin und bilden damit die Basalmembran, eine dünne Schicht aus 

extrazellulärer Matrix, aus. Das mehrschichtige Epithel liegt der Basalmembran auf. 

Durch diese wird das Epithel auf dem darunterliegenden Bindegewebe verankert. Die 

Basalmembran trägt damit zur Organisation und Stabilität des Gewebes bei und ist 
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maßgeblich für die Funktionalität des Epithels sowie des gesamten Mundschleimhaut-

Gewebes (Yurchenco and Patton 2009; Yurchenco 2011). Die Funktionalität des 

Epithels wird außerdem über Zell-Zell-Interaktionen bestimmt. Dabei kann es sich um 

Tight junctions, Adhaerens junctions, Desmosomen und Gap junctions handeln. Die 

Integrität des Mundschleimhaut-Epithels wird durch die spezialisierten Verbindungen 

zwischen benachbarten Zellen und zwischen den Zellen und der Basalmembran 

erhalten. Es handelt sich dabei um stabile Verbindungen, die bei regenerativen 

Prozessen, wie zum Beispiel der Wundheilung, eine Umstrukturierung ermöglichen 

(Wan et al. 2018). Ein wesentlicher Bestandteil des Epithels sind Tight junctions, die 

die Barrierefunktion innerhalb des mehrschichtigen Epithels gewährleisten. Die Tight 

junctions werden von spezialisierten Transmembranproteinen wie Occludin gebildet, 

wodurch über die Ermittlung der Occludin-Expression innerhalb eines Epithels 

Rückschlüsse auf die Funktionalität geschlossen werden kann (van Rensburg 1995; 

Feldman et al. 2005).  

Das unter der Basalmembran liegende Bindegewebe wird auch als Lamina propria 

bezeichnet (Brizuela and Winters 2022). Es bietet der Mundschleimhaut ebenfalls 

Stabilität sowie Flexibilität. Neben unter anderem Makrophagen und Mastzellen sind 

Fibroblasten der vorherrschende Zelltyp des Bindegewebes (Squier and Brogden 

2013; Brizuela and Winters 2022). Diese sezernieren Zytokine und extrazelluläre 

Matrix (Midwood et al. 2004; Heller et al. 2020). Ein Glykoprotein der extrazellulären 

Matrix, welches sich für den Nachweis der Matrixbildung, sowie dem indirekten 

Nachweis von Fibroblasten eignet, ist Tenascin (Taylor et al. 1989). Das Bindegewebe 

ist, anders als das mehrschichtige Epithel, mit Blutgefäßen durchzogen, die das 

Epithel sowie das gesamte Gewebe mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgen 

(Brizuela and Winters 2022). 

 

1.3 Gefäßbildung und gefäßbildende Zellen  

Blutgefäße versorgen den gesamten Organismus mit Sauerstoff und Nährstoffen und 

sind für die Gewebe überlebensnotwendig. Bei Blutgefäßen unterscheidet man 

zwischen Arterien, Venen und Kapillaren. Bei Arterien und Venen handelt es sich um 

großlumige Gefäße, die mit einer Muskelschicht umgeben sind. Kapillaren sind feine 

Gefäßstrukturen mit einer einschichtigen und porigen Gefäßwand ohne Muskelschicht, 
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die einen Sauerstoff- und Nähstoffaustausch mit dem umliegenden Gewebe 

ermöglichen (Lucius and Brockdorff 2016). 

Die Vaskulogenese bezeichnet die Neubildung von Gefäßstrukturen aus endothelialen 

Vorläuferzellen, den Angioblasten, während der Embryogenese (Joussen et al. 2003). 

Dabei bilden endotheliale Vorläuferzellen zunächst Zellkolonien aus. Aus diesen 

Kolonien erfolgt eine Lumen- und Netzwerkausbildung. Aus diesem Netzwerk 

wiederum bilden sich die Blutgefäße, die sich durch eine Ausbildung einer 

Basalmembran verstärken und stabilisieren, bis hin zu einem reifen Gefäßsystem 

(Joussen et al. 2003) (Abbildung 2). Ein wichtiger Mediator bei der Vaskulogenese ist 

unter anderem der Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

(Patan 2000). An Zellkontakten von benachbarten Endothelzellen wird CD31, auch 

PECAM-1 genannt, in hohem Maße auf der Zelloberfläche exprimiert. Das Protein hält 

die Integrität der Zellverbindungen aufrecht (Lertkiatmongkol et al. 2016).  

 

Abbildung 2: Schema der Vaskulogenese. Abbildung verändert nach Peak et al. (Peak et al. 2016). 

Das Copyright der Originalabbildung, welche als Vorlage verwendet wurde besitzt der Springer-Verlag. 

 

Die Angiogenese bezeichnet die Blutgefäßsprossung. Dabei sprossen Gefäße aus 

bereits vorhandenen Blutgefäßen aus (Joussen et al. 2003) (Abbildung 3 A). Die 

Sprossung wird hauptsächlich durch VEGF, basic fibroblast growth factor (bFGF) und 

platelet derived growth factor (PDGF) angeregt (Negri et al. 2019). Bei der 

Blutgefäßsprossung findet eine Differenzierung der Endothelzellen statt. Dabei 

erweitern sich die bereits bestehenden Gefäße und werden durchlässig. Die 

Basalmembran, der die Endothelzellen aufliegen wird enzymatisch aufgelöst. 

Proliferierende Endothelzellen migrieren dann in Richtung eines angiogenen Stimulus 

(Abbildung 3 B). Die extrazelluläre Matrix und Periendotheliale Zellen stabilisieren 

dabei das Gefäßsystem (Joussen et al. 2003). Diese Periendothelialen Zellen 
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differenzieren sich vermutlich aus Fibroblasten, die in einem direkten Kontakt mit den 

Endothelzellen stehen (Njauw et al. 2008). Funktionale Endothelzellen tragen 

intrazellulär das Protein von Willebrandfaktor (vWF). Das Fehlen oder Defekte von 

vWF führen zu Blutungsstörungen (Tschopp et al. 1974; Hoyer 1981; Ni et al. 2000).          

  

Abbildung 3: Schema der Angiogenese. Abbildung verändert nach Peak et al. (Peak et al. 2016) und 

Joussen et al. (Joussen et al. 2003). Das Copyright der Originalabbildungen, welche als Vorlagen 

verwendet wurde besitzt der Springer-Verlag.  

 

Nicht nur im embryonalen Organismus findet Vaskulogenese statt. Das Wachstum von 

Gefäßen im erwachsenen Organismus, beispielsweise bei einer Wundheilung, kann 

als eine Kombination aus Vaskulogenese und Angiogenese betrachtet werden. An 

dieser Vaskulogenese im erwachsenen Organismus sind endotheliale Vorläuferzellen 

(endothelial progenitor cells; EPC) beteiligt, die im Blut zirkulieren (Joussen et al. 

2003).  

Die im Blut zirkulierenden EPC können zu adulten Endothelzellen differenzieren. Die 

adulten Endothelzellen sind wiederum in der Lage Blutgefäße auszubilden (Asahara 

et al. 1997; Lin et al. 2000). Die Vorläuferzellen lassen sich unterteilen in frühe und 

späte EPC (Hur et al. 2004). Die frühen EPC werden auch als myeloide angiogene 

A 

 

 

 

 

 

B 
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Zellen (MAC) bezeichnet und identifiziert. Diese können nicht zu adulten 

Endothelzellen differenzieren (Medina et al. 2011). Oft ist bei den frühen EPC auch 

von circulating angiogenic cell (CAC), proangiogene hämatopoetische Stammzellen 

(PAC) oder colony forming unit-Hill cells (CFU-Hill) die Rede (Medina et al. 2017). Die 

späten EPC werden auch als endothelial colony forming cells (ECFC) bezeichnet. 

ECFC sind im Gegensatz zu den anderen Untertypen proliferationsfähig und in der 

Lage Gefäßstrukturen de novo auszubilden (Critser and Yoder 2010; Tasev et al. 

2016). Frühe und späte EPC prägen teilweise unterschiedliche Oberflächenmarkern 

aus, wodurch sich diese mittels Fluoreszenzfärbung der jeweiligen Marker 

charakterisieren lassen. Die frühen EPC prägen auf ihrer Zelloberfläche CD14 und 

CD133 aus, während ECFC dies nicht tun (Peichev et al. 2000; Medina et al. 2017). 

CD31 wird von allen Untertypen der EPC ausgeprägt und dient als allgemeiner 

Endothelzellmarker (Medina et al. 2017). 

Bei der Herstellung von Gewebe-Äquivalenten mittels Tissue Engineering ist es 

wichtig, eine schnelle Blutgefäßanbindung an das Gefäßsystem des 

Empfängerorganismus zu gewährleisten, um die Versorgung des Gewebes nach einer 

Transplantation mit Sauerstoff und Nährstoffen sicherzustellen. 

 

1.4 Die in vitro-Herstellung von Geweben aus autologen Zellen 

Tissue Engineering bezeichnet die in vitro-Herstellung von Geweben aus autologen 

Zellen und dient der Herstellung von Gewebe-Äquivalenten als Alternative zur 

Verwendung von autologem Gewebe in der rekonstruktiven Chirurgie (Vacanti and 

Langer 1999). Das Tissue Engineering gewinnt in der rekonstruktiven Medizin 

zunehmend an Bedeutung, da es funktionale Transplantate für den Ersatz von 

beschädigten oder fehlenden Geweben und Organen liefern kann. Die Forschung im 

Bereich des Tissue Engineerings nimmt dementsprechend rasant zu. In den letzten 

zehn Jahren hat sich der Output an publizierten Ergebnissen in diesem Feld mehr als 

verdreifacht (Quelle Pubmed, Suchbegriff: Tissue Engineering, Suchergebnisse Stand 

25.08.2022). Die in vitro-Herstellung von Geweben im Labor sowie der Einsatz der 

künstlichen Gewebe, ist für verschiedenste Gewebearten und Anwendungen 

interessant.  
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Dafür werden autologe Zellen aus Patientinnen- und Patienten-Proben, wie zum 

Beispiel kleinen Gewebebiopsaten oder Blut, isoliert. Die isolierten, sogenannten 

Primärzellen, können je nach Zelltyp und Isolationsmethode differenziert und 

expandiert werden. Um Gewebe-Äquivalente herzustellen, werden die jeweiligen 

Zellen auf beziehungsweise in 3D-Scaffolds gegeben, um dort als 3D-Konstrukt 

Gewebe-Äquivalente ausbilden zu können (Asadian et al. 2020). Bei Scaffolds handelt 

es sich um Trägermaterialien, die sich je nach Anwendung und Art der Zellen 

unterscheiden. So können diese eines synthetischen oder natürlichen Ursprungs sein 

und aus verschiedenen Materialien bestehen, wie zum Beispiel aus Kollagen, Fibrin 

oder Gelatine. Sie können in unterschiedlichen Formen mit unterschiedlichen 

Strukturen auftreten, wie zum Beispiel als Membran, Schwamm oder Gel (Wu and 

Elisseeff 2014). Das Auftragen oder Einbringen der Zellen in Trägermaterialien kann 

sowohl durch Pipettieren oder auch mithilfe eines 3D-Biodruckers in Biotinten erfolgen 

(Dey and Ozbolat 2020). Die Zellen proliferieren und differenzieren in der 3D-

Umgebung und können je nach Anwendung behandelt und beeinflusst werden. So 

besteht die Möglichkeit den Zellen Wachstumsfaktoren oder andere Reize zuzufügen, 

um die Differenzierung und Entwicklung des Gewebe-Äquivalents zu beeinflussen. 

Auch können weitere Zelltypen dem Konstrukt zu verschiedenen Zeitpunkten 

hinzugefügt werden. Die in vitro-generierten Gewebe-Äquivalente können nach einer 

variablen Kultivierungszeit in Tiermodellen auf ihre Funktionalität untersucht und 

langfristig in den Empfängerorganismus zur klinischen Anwendung implantiert werden 

(Asadian et al. 2020) (Abbildung 4).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Entwicklungsprozesses im Tissue Engineering. 

Abbildung verändert nach Asadian et al. (Asadian et al. 2020). 

 

Die Verwendung von autologen Zellen aus Patientinnen- und Patienten-Gewebe 

ermöglicht zum einen die Herstellung von sicheren Transplantaten, die ein geringes 

Risiko der Abstoßung oder Fremdkörperreaktion aufweisen, da nur klinisch 

zugelassene Trägermaterialien und körpereigene Zellen für die Implantation in die 

Patientinnen und Patienten verwendet werden können. Zum anderen können die 

Transplantate individuell nach der jeweiligen Anwendung sowie in ihrer Form und 

Größe angepasst werden (Fodor 2003).  

Der Übergang von den in vitro-Arbeiten und Untersuchungen im Labor hin zur 

klinischen Anwendung ist jedoch ein komplizierter und zeitaufwändiger Prozess. 

Während dieses Prozesses muss erreicht werden, dass die Gewebe-Äquivalente eine 

physiologische Wirksamkeit und Funktionalität aufweisen und diese auch nach der 

Transplantation beibehalten wird. Des Weiteren muss die Sicherheit der 

Empfänger*innen streng gewährleistet werden. Ein limitierender Faktor bei der 

Herstellung und Anwendung von in vitro-generierten Gewebe-Äquivalenten ist die 

unzureichende Vaskularisierung der Gewebe. Dies kann bei der in vivo-Anwendung 
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zu einem Absterben der Gewebe aufgrund von mangelnder Sauerstoff- und 

Nährstoffversorgung führen (Amirsadeghi et al. 2020).  

Bisher wurde eine Reihe von Schleimhaut-Äquivalenten mit Epithelzellen als Mono-

Kultur oder in Bi-Kultur mit Fibroblasten hergestellt. Sie variieren in der Art der 

Fibroblasten- und Epithelzelltypen und auch in der Art des Trägermaterials. 

(Almansoori et al. 2020). Nur wenige Studien befassten sich mit einer 

Prävaskularisierung, der Ausbildung von Gefäßstrukturen innerhalb der Schleimhaut-

Äquivalente während des Herstellungsprozesses,  mittels Endothelzellen (Masson-

Meyers et al. 2022). Bei diesen Ansätzen kann es zu einer fehlenden oder verzögerten 

Gefäßversorgung nach der Transplantation in vivo kommen. Eine Prävaskularisierung 

kann dieses Problem umgehen und ist somit von großer Notwendigkeit.  

 

1.5 Die Prävaskularisierung von in vitro-Geweben 

Um die Anbindung und die Überlebenschancen von Gewebe-Äquivalenten in der 

in vivo-Anwendung zu unterstützen, ist es von bedeutendem Vorteil, wenn die Gewebe 

während ihrer Herstellung prävaskularisiert werden (Laschke and Menger 2016). Die 

Prävaskularisierung ermöglicht eine schnellere Anastomose an das Gefäßsystem der 

Empfängerorganismen und verringert das Nekrose-Risiko nach der Transplantation 

(Tremblay et al. 2005; Unger et al. 2010). Die Diffusionsgrenze für die Sauerstoff- und 

Nährstoffversorgung in Geweben liegt bei etwa 200 µm (Torres Filho et al. 1994). Da 

die zu erzeugenden Mundschleimhaut-Äquivalente etwa 500 µm dick sind, kann die 

Versorgung des Epithels in den ersten Tagen in vivo nicht ohne vorgeformte Gefäße 

in Form der Prävaskularisierung sichergestellt werden. Die Prävaskularisierung wird 

mittels Endothelzellen gestaltet. Diese sind Schlüsselkomponenten im Tissue 

Engineering, da sie für die Vaskulogenese und die Angiogenese zuständig sind (Heller 

et al. 2016; Sturtzel 2017; Amirsadeghi et al. 2020). 

Es gibt verschiedene Strategien innerhalb des Tissue Engineerings 

Prävaskularisierung zu erzeugen (Shafiee et al. 2021). Verschiedene 

Endothelzelltypen können dabei als Quelle verwendet werden. Dabei bieten sich zum 

Beispiel reife Endothelzellen aus juveniler Vorhaut (human dermal microvascular 

endothelial cells, HDMEC) und der Nabelschnurvene (human umbilical vein 

endothelial cells; HUVEC), oder endotheliale Vorläuferzellen aus dem Blut für die 
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Prävaskularisierung an (Heller et al. 2016; Benning et al. 2018; Guo et al. 2018). Bei 

HDMEC handelt es sich um mikrovaskuläre Endothelzellen, welche sich als 

Modellzellen zur Gefäßbildung im Tissue Engineering aufgrund ihrer Fähigkeit zur 

Ausbildung von Gefäßstrukturen in vitro und ihrer einfachen Handhabung etabliert 

haben (Walser et al. 2013; Heller et al. 2016). Ebenso HUVEC, die großlumige Gefäße 

ausbilden, haben sich aufgrund ihrer einfachen Handhabung und Isolation mit großer 

Zellausbeute im Tissue Engineering als Modellzellen etabliert (Kocherova et al. 2019). 

Bei den aus dem venösen Vollblut isolierbaren EPC eignet sich nur die Untergruppe 

der endothelial colony forming cells (ECFC) als endotheliale Quelle für die 

Prävaskularisierung, da diese im Gegensatz zu den anderen Untertypen 

proliferationsfähig und in der Lage sind Gefäßstrukturen de novo auszubilden (Critser 

and Yoder 2010; Tasev et al. 2016). Es ist auch möglich aus mesenchymalen 

Stammzellen Endothelzellen für die Prävaskularisierung zu differenzieren (Xu et al. 

2019).  

Für die Ausbildung einer erfolgreichen Prävaskularisierung ist es wichtig während der 

Herstellung der Gewebe-Äquivalente Kulturbedingungen zu schaffen, die für den 

Prozess der Prävaskularisierung optimal sind. Mittels des Zellkulturmediums können 

und müssen Konditionen geschaffen werden, die diesen Prozess positiv beeinflussen. 

Hierfür können Zellkulturmedien beispielsweise VEGF und bFGF zugesetzt werden. 

Diese Wachstumsfaktoren stimulieren die Endothelzellen zur Ausbildung von Gefäßen 

(Drake et al. 2000; Mizia-Malarz et al. 2008; Heller et al. 2020).  

Die Prävaskularisierung von 2D-Kulturen, gestaltete sich bereits erfolgreich. Dabei 

bildeten Endothelzellen in einem Zellmonolayer gefäßartige Strukturen aus. 

Hindernisse bestehen noch in der Herstellung von komplexeren 3D-Konstrukten (Liew 

and Zhang 2017). Endothelzellen können dabei auf beziehungsweise in 

Trägermaterialien ausgesät und kultiviert werden. Sie organisieren sich selbst in einer 

geeigneten Umgebung mit den notwendigen Wachstumsfaktoren und bilden 

Gefäßstrukturen aus. Dies gelang allerdings nur in oberflächlichen Bereichen oder 

sehr kleinen Konstrukten (Heller et al. 2016). Eine beliebte Methode ist es, 

Trägermaterialien mit Kanälen zu versehen, welche mit Endothelzellen besiedelt 

werden können, die dann wiederum diese Hohlräume auskleiden (Zhang et al. 2015). 

Vor allem im Bereich des 3D-Biodrucks ist dies eine viel genutzte Methode. Im 3D-

Biodruck ergibt sich außerdem die Möglichkeit die Endothelzellen direkt im 
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Trägermaterial, der Biotinte, zu drucken oder die Gefäßausbildung mit angiogenen 

Faktoren anzuregen (Papaioannou et al. 2019; Chen et al. 2021). Das Mischen der 

Zellen in Biotinten bietet den Vorteil, dass die Endothelzellen nach dem 3D-Biodruck 

direkt im gesamten Konstrukt verteilt vorliegen und dort Gefäßstrukturen ausbilden 

können. Auch auf festen Trägermaterialien wird die Stimulation der Endothelzellen mit 

angiogenen Faktoren eingesetzt (Lopes et al. 2021). Um die Ausbildung von 

Gefäßstrukturen aus Endothelzellen zu unterstützen können je nach 

Anwendungsgebiet und Trägermaterial Zellsphäroide genutzt werden, um einen 

näheren Zell-Zellkontakt herzustellen und den Endothelzellen eine dreidimensionale 

Umgebung zu schaffen (Walser et al. 2013). Eine weitere vielversprechende Methode 

zur Prävaskularisierung konnte mithilfe des sogenannten cell sheet engineerings 

erzielt werden. Diese Methode ermöglicht das Ernten von intakten Zellschichten aus 

temperaturabhängigen Kulturschalen. Für die Prävaskularisierung wurden 

Zellschichten aus Endothelzellen mit Zellschichten aus Fibroblasten zu dreischichtigen 

Konstrukten gestapelt. In den Konstrukten bildeten sich Gefäßstrukturen aus 

(Asakawa et al. 2010). In einem Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass die 

Prävaskularisierung von in vitro-Geweben nach der Transplantation eine schnelleren 

Gefäßausbildung innerhalb der Gewebe-Äquivalente unterstützt und die Gefäße der 

Prävaskularisierung Anbindung an das murine Gefäßsystem fanden und somit 

funktional waren (Jakubowska et al. 2020).  

Die meisten Forschungsarbeiten zur Prävaskularisierung befassen sich mit Mono-

Kulturmodellen aus Endothelzellen auf einem Trägermaterial oder mit Bi-

Kulturmodellen aus Endothelzellen zusammen mit einem weiteren Zelltyp. So werden 

zum Beispiel für einen Knochenersatz Endothelzellen und mesenchymale 

Stammzellen zusammen kultiviert (Klotz et al. 2018). Nur wenige Arbeitsgruppen 

befassen sich mit mehr als zwei Zelltypen oder der Prävaskularisierung speziell von 

Mundschleimhaut-Äquivalenten (Masson-Meyers et al. 2022). Bei dem in dieser Arbeit 

hergestellten Mundschleimhaut-Äquivalent handelt es sich um ein komplexeres 

Äquivalent aus einer Tri-Kultur mit drei Zelltypen inklusive Endothelzellen zur 

Prävaskularisierung in einem dreidimensionalen Scaffold.  
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1.6 Epithelgewebe-Herstellung im Tissue Engineering 

In der klinischen Anwendung im Bereich des Ersatzes von nativer Mundschleimhaut 

oder Haut sind bisher ausschließlich azelluläre, kommerziell erhältliche 

Ersatzmaterialien im Einsatz (Becker et al. 2009; Beier et al. 2021; Pabst et al. 2022). 

Zu Beginn der Herstellung von zellularisierten Epithelgewebe-Äquivalenten im Tissue 

Engineering wurden bislang hauptsächlich 2D-Kulturen, also Zellmonolayer, 

hergestellt, welche hilfreiche Informationen für die Forschung dieses Bereiches des 

Tissue Engineerings liefern konnten, jedoch nur begrenzt physiologische Fähigkeiten 

ausbildeten. Die Herstellung von 3D-Konstrukten in der Herstellung von in vitro-

generierten Haut- und Schleimhautgeweben ist unerlässlich um den Fortschritt in 

diesem Bereich auszubauen (Baker and Chen 2012; Zurina et al. 2018). 

Die Ausbildung eines mehrschichtigen Epithels ist ein komplexer Prozess, bei dem die 

Proliferation und die Differenzierung der Epithelzellen eine große Rolle spielt. Die Ko-

Kultivierung mit Fibroblasten oder mesenchymalen Stammzellen schafft ein 

geeignetes Umfeld für die Proliferation und Differenzierung der Epithelzellen und kann 

somit diese Prozesse unterstützen (Vrana et al. 2008; Liu et al. 2011). Für die 

Funktionalität der Epithelgewebe ist es notwendig, dass während der in vitro-

Herstellung eine Basalmembran ausgebildet wird (Hajicharalambous et al. 2009). Die 

Ausbildung der Basalmembran kann durch die Selbstorganisation der Epithelzellen 

gebildet oder zusätzlich durch eine Beschichtung des Trägermaterials zum Beispiel 

mit Laminin unterstützt werden (Neal et al. 2009; Vrana et al. 2013). 

Eine Strategie Hautgewebe herzustellen ist die Scaffold basierte Kultivierung. Hierfür 

werden oftmals Keratinozyten und Fibroblasten auf einem Trägermaterial kultiviert, bei 

dem es sich zum Beispiel um Kollagenmatrices oder Matrigel handeln kann (Basso et 

al. 2018). Ein Großteil von Hautgeweben im Tissue Engineering wird unter der 

Verwendung von Bi-Kulturen mit Keratinozyten und mesenchymalen Stammzellen 

hergestellt (Sierra-Sánchez et al. 2021). Es wurden bereits prävaskularisierte 

Hautkonstrukte hergestellt, die aus Keratinozyten, Fibroblasten und HUVEC 

bestanden. Für die Herstellung dieses Hautmodells wurden die Fibroblasten mit einer 

speziellen Technik mit Fibronektin und Gelatine beschichtet und mit HUVEC 

zusammen in dem Well einer 12-Well-Platte kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die 

Zellen mit einer Kollagen IV-Lösung bedeckt und das Gel mit Keratinozyten 

beschichtet. Die Konstrukte wurden sieben Tage kultiviert, wobei die Keratinozyten 
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durchgehend an der Luftgrenze waren. Nach der Transplantation in ein Mausmodell, 

hatten die prävaskularisierten Hautkonstrukte eine frühere Anbindung an das murine 

Gefäßsystem und eine höhere Überlebensrate als nicht-prävaskularisierte 

Hautkonstrukte (Miyazaki et al. 2019).  

Für die Herstellung von Mundschleimhautgewebe werden in den meisten Studien 

Epithelzellen in einer Ko-Kultur mit Fibroblasten aus der Mundschleimhaut verwendet. 

Dabei werden teilweise frisch isolierte Primärzellen oder immortalisierte Zellen 

verwendet. Als Trägermaterialien können unter Anderem azelluläre, kommerziell 

erhältliche Scaffolds verwendet werden. Des Weiteren werden verschiedene 

natürliche Kollagen- und Fibrin-basierte Scaffolds oder auch synthetisch hergestellte 

Trägermaterialien genutzt (Ramis and Joana 2018; Almansoori et al. 2020). Es konnte 

bereits gezeigt werden, dass Bi-Kulturen mit Keratinozyten und Fibroblasten in der 

Lage sind in vitro ein geschichtetes Epithel, eine Basalmembran sowie 

fibroblastenhaltiges Bindegewebe auszubilden, was histologisch nativer 

Mundschleimhaut ähnelt (Moharamzadeh et al. 2008; Said et al. 2019). 

Mundschleimhaut-Äquivalente, die zusätzlich prävaskularisiert sind, werden, wie 

bereits erwähnt, kaum beforscht.  

Bereits bei der in vitro-Herstellung von Mundschleimhaut-Äquivalenten aus autologen 

Zellen unterstützende Konditionen für die Ausbildung und Differenzierung des Epithels 

und der Basalmembran zu schaffen, könnte die Funktionalität und die 

Überlebenschancen nach einer Transplantation in vivo erhöhen. Eine Möglichkeit, die 

Ausbildung und somit die Funktionalität eines mehrschichtigen Epithels während der 

Herstellung eines Mundschleimhaut-Äquivalents anzuregen, ist die Anwendung von 

extrakorporaler Stoßwellentherapie (ESWT). In der klinischen Anwendung ist die 

ESWT eine etablierte Behandlungsmethode, die bei verschiedenen orthopädischen 

und Weichgewebeerkrankungen eingesetzt wird, um Heilungsprozesse zu 

unterstützen. Über die Auswirkungen der ESWT auf die Regeneration von 

Weichgewebe ist noch wenig bekannt (Schaden et al. 2007; Mittermayr et al. 2012; 

Auersperg and Trieb 2020). In einem Tiermodell mit Ratten und auf der 

Chorioallantoismembran (CAM) des Huhns hat sich gezeigt, dass die ESWT-

Anwendung positive Auswirkungen auf die Angiogenese und die Epithelbildung besitzt 

(Lima Morais et al. 2019; Heimes et al. 2020). Die in vitro-Anwendung von ESWT 

könnte somit die Ausbildung und Differenzierung des mehrschichtigen Epithels der 
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Mundschleimhaut-Äquivalente während des Herstellungsprozesses verbessern. Bei 

Stoßwellen handelt es sich um mechanische, nichtlineare Druckwellen, die sich in 

einem flüssigen Medium ausbreiten (Auersperg and Trieb 2020). Die Stoßwellen 

werden in der Regel durch Aufsetzen eines Metallapplikators auf das betroffene 

Gewebe appliziert (Auersperg and Trieb 2020). Die Anregung der 

Geweberegeneration könnte darin begründet sein, dass die mechanische Belastung 

der Zellen zu einer erhöhten Zellproliferation und erhöhten Proteinsynthese, zum 

Beispiel von Kollagen I führt (Khan and Scott 2009; Vetrano et al. 2011). Die genauen 

Mechanismen hinter der ESWT sind unbekannt.  

 

1.7 Das in vitro-prävaskularisierte Mundschleimhaut-Äquivalent 

Der klinische Bedarf einer in vitro-generierten Mundschleimhaut mittels Tissue 

Engineering als Alternative zu autologer Mundschleimhaut zur Transplantation ist 

gegeben und seit längerem bekannt (Moharamzadeh et al. 2012). Meine 

Arbeitsgruppe hat in Vorarbeiten bereits einige Erkenntnisse zur Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents erarbeitet, auf welche in dieser Arbeit aufgebaut wird. 

In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Ergebnisse aus den Vorarbeiten zu 

unserem Mundschleimhaut-Äquivalent aus meiner Arbeitsgruppe beschrieben.   

Das Mundschleimhaut-Äquivalent kann aus einer Tri-Zellkultur auf einer 

Kollagenmatrix (Bio-Gide®) unter Verwendung von primären Fibroblasten und 

Epithelzellen aus der Mundschleimhaut in Kombination mit primären mikrovaskulären 

Endothelzellen aus juveniler Vorhaut erzeugt werden (Heller et al. 2016). Die 

Kollagenmatrix besteht aus porzinem Kollagen Typ I und III und besitzt eine bilayer 

Struktur. Dabei besteht die Matrix aus einer glatten, zellokklusiven Seite und einer 

porösen Seite (Schwarz et al. 2006). Die glatte Seite eignet sich zur Auflagerung von 

Zellen. Die poröse Seite erlaubt die Migration von Zellen in das Innere der 

Kollagenmatrix und das Einwachsen von Gefäßstrukturen. Durch die bilayer 

Kollagenstruktur kann die Ausbildung einer Bindegewebsschicht mit integrierten 

Endothelzellen beziehungsweise Gefäßstrukturen sowie einer Aufliegenden 

Epithelschicht erzeugt werden (Schwarz et al. 2006; Heller et al. 2016). Die 

Verwendung eines Transwell-Systems bei der Kultivierung der Zell-besiedelten 

Kollagenmatrix ermöglicht den Epithelzellen eine Kultivierung an der Luftgrenze des 

Zellmediums. Die Bio-Gide®-Kollagenmatrix weist eine Dicke von ca. 500 µm auf und 
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ist bereits für den klinischen Einsatz zur Deckung von Knochendefekten in der 

Oralchirurgie anwendbar (Tal et al. 2008). Verschiedene andere Kollagen-basierte 

Scaffolds für die Herstellung unseres Mundschleimhaut-Äquivalents wurden im 

Vergleich zu der Bio-Gide® getestet. Dafür wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Epithelzellen hergestellt. Die Scaffolds unterschieden sich in der Zusammensetzung 

des Kollagens, sowie dessen tierischer Quelle (porzin oder equin). Die Zellen waren 

vital und bildeten auf allen getesteten Scaffold-Varianten ein mehrschichtiges Epithel 

aus. Auf der Bio-Gide®-Matrix zeigte sich die beste Tenascin-Sekretion sowie die 

tiefste Fibroblasten-Migration in die Kollagenmatrix hinein. Dies ist wichtig für die 

Ausbildung von Gefäßstrukturen im prävaskularisierten Mundschleimhaut-Äquivalent 

(Schwab et al. 2021). Die anatomische Struktur und die Funktion des 

Mundschleimhaut-Äquivalents soll möglichst konform mit der von nativer, autologer 

Mundschleimhaut sein. 

In weiteren Vorarbeiten wurde herausgearbeitet, dass für die Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents die Fibroblasten als erster Zelltyp an Kulturtag 1 auf die 

Kollagenmatrix aufgebracht werden sollten. Die Fibroblasten sezernieren eine Reihe 

von Wachstumsfaktoren, die vor allem für die Prävaskularisierung förderlich sind 

(Bauer 2018). Außerdem dienen die Fibroblasten der Ausbildung der extrazellulären 

Matrix und bilden damit das notwendige Bindegewebe aus (Sorrell et al. 2007). 

Außerdem wurde bereits ermittelt, dass die Epithelzellbesiedlung an Kulturtag 4 und 

die Endothelzell-Besiedlung an Kulturtag 12 erfolgen sollte (Bauer 2018). Die ersten 

Untersuchungen der parakrinen Zellkommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents ergaben, dass eine Mono-Kultur mit Fibroblasten auf der Kollagenmatrix 

innerhalb der ersten 24 Stunden der Kultivierung mehr VEGF sezernierte als eine Bi-

Kultur mit HDMEC und Fibroblasten. Ab Kulturtag 3 bis hin zu Kulturtag 21 sezernierte 

die Bi-Kultur mit HDMEC und Fibroblasten mehr VEGF als die Mono-Kultur. Die VEGF-

Sekretion einer HDMEC-Mono-Kultur blieb über die gesamte Kultivierungsdauer 

hinweg sehr niedrig. Die Zytokine Interleukin-8 (IL-8) und bFGF wurden in den ersten 

Stunden der Kultivierung der Bi-Kultur mit HDMEC und Fibroblasten mehr sezerniert 

als bei der Mono-Kultur mit HDMEC oder Fibroblasten. Zwischen Kulturtag 3 und 21 

überstieg die IL-8- und bFGF-Sekretion der Mono-Kultur mit Fibroblasten die Sekretion 

der Bi-Kultur (Heller et al. 2020).  
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Die Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-Äquivalents in vitro konnte durch 

mikrovaskuläre Endothelzellen aus juveniler Vorhaut erzielt werden. Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix wurden im Mausmodell getestet. 

Eine Anastomose mit dem Blutgefäßsystem der Maus wurde nach 5 Tagen ermöglicht 

(Heller et al. 2016). Die Prävaskularisierung war jedoch nur in oberflächlichen 

Bereichen des Mundschleimhaut-Äquivalents auf der gegenüberliegenden Seite des 

Epithels und nicht in tieferen Bereichen der Kollagenmatrix lokalisiert (Bauer 2018). 

Dies könnte bei der in vivo-Anwendung des Mundschleimhaut-Äquivalents, bestehend 

aus der Tri-Kultur mit Epithelzellen dazu führen, dass die Epithelschicht über die 

erzeugten Gefäße nicht ausreichend mit Nährstoffen und Sauerstoff versorgt werden 

kann. Daher muss eine Strategie entwickelt werden, um das Problem einer fehlenden 

tiefgehenden Gefäßausbildung zu überwinden. Ein „Reinziehen“ der Endothelzellen in 

die Kollagenmatrix mittels Kapillarkräfte oder die Zentrifugation der Endothelzellen in 

die Matrix, waren in Vorarbeiten bereits nicht erfolgreich. Die direkte Applikation von 

angiogenen Wachstumsfaktoren, während der Besiedlung der Endothelzellen auf die 

Kollagenmatrix, zeigte ebenfalls nicht das gewünschte Ergebnis einer erfolgreichen 

tiefgehenden Prävaskularisation. Die Injektion der Endothelzellen in die 

Kollagenmatrix könnte eine erfolgsträchtige Strategie sein. Hierbei wird allerdings die 

Matrix beschädigt und die Auswirkung der mechanischen Prozedur auf das Epithel und 

die Basalmembran sind noch nicht geklärt (Bauer 2018).  

Um die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents auf die klinische Anwendung 

mit autologen Zellen, individuell für alle Patientinnen und Patienten vorzubereiten ist 

es des Weiteren notwendig zu den Etablierungs- und Optimierungsversuchen mit 

HDMEC aus juveniler Vorhaut die Herstellung unter der Verwendung von 

endothelialen kolonieformenden Vorläuferzellen (endothelial colony forming cells, 

ECFC), welche minimalinvasiv aus dem peripheren Blut isoliert werden können, zu 

etablieren. Hinsichtlich der parakrinen Zellkommunikation von Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und ECFC im Vergleich zu Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC ließ 

sich durch Vorarbeiten bereits erkennen, dass sich beide Endothelzelltypen auf der 

Kollagenmatrix im Hinblick auf die Zytokin-Sekretion sehr ähnlich verhielten (Bader 

2021). Auch die ECFC waren in einer Bi-Kultur mit Fibroblasten auf der Kollagenmatrix 

in der Lage eine oberflächliche Prävaskularisierung auszubilden (Schulze 2016).  
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1.8 Zielsetzung 

In der rekonstruktiven Chirurgie kann autologe Mundschleimhaut zur 

Wiederherstellung verschiedener Gewebe nach erworbenen oder angeborenen 

Gewebedefekten verwendet werden. Da die Verfügbarkeit von nativer, autologer 

Mundschleimhaut jedoch begrenzt ist und die Entnahme größerer Gewebeproben zu 

Problemen für die Patientinnen und Patienten führen kann, ist der Bedarf eines in vitro-

generierten Mundschleimhaut-Äquivalents aus Patientinnen- und Patienten-eigenen 

Zellen als alternatives Transplantat mittels Tissue Engineering groß. Eine 

bestmögliche Ähnlichkeit mit nativem Gewebe ist für eine sichere und erfolgreiche 

in vivo-Anwendung unerlässlich.  

Ziel dieser Arbeit war es ein funktionales Mundschleimhaut-Äquivalent mit einer Tri-

Kultur aus Patientinnen- und Patienten-eigenen Zellen auf einer Kollagenmatrix 

herzustellen und dessen morphologische Ausbildung und interzelluläre, parakrine 

Kommunikation während der Kultivierungszeit genauer zu analysieren. Außerdem 

sollte die Stimulation einer effizienten, tiefgehenden Prävaskularisierung sowie die 

Stimulation der Epithelausbildung erzielt werden, um das Einheilen und Überleben des 

Mundschleimhaut-Äquivalents nach einer Transplantation in vivo gewährleisten zu 

können. Damit die Herstellung des Gewebe-Äquivalents in einer klinischen 

Anwendung individuell an die Patientinnen und Patienten angepasst werden kann und 

einer personalisierten Geweberekonstruktion dient, sollte die Verwendung von 

endothelialen kolonieformenden Vorläuferzellen (ECFC) aus Vollblut mit der im 

Mundschleimhaut-Äquivalent etablierten Anwendung von humanen dermalen 

mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) aus juveniler Vorhaut verglichen werden. 

Die ECFC erlauben im Gegensatz zu den HDMEC eine minimalinvasive und autologe 

Isolationsmethode. Bei der Betrachtung der morphologischen Entwicklung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents sollte die Gefäßausbildung durch Endothelzellen im 

Mundschleimhaut-Äquivalent zur Prävaskularisierung und die Ausbildung und 

Differenzierung eines funktionalen, mehrschichtigen Epithels betrachtet werden. Zur 

Analyse der interzellulären Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents sollte die Sekretion verschiedener Zytokine über die Kultivierungszeit 

hinweg untersucht werden. Um eine Prävaskularisierung bis in tiefe Bereiche des 

Mundschleimhaut-Äquivalents zu erreichen, sollten die Endothelzellen mittels 

chemotaktischer Reize dazu angeregt werden in die Kollagenmatrix hinein zu 

migrieren. Hierfür wurde versucht chemotaktische Gradienten in Transwell- und Gel-
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Systemen zu erzeugen. Des Weiteren wurde versucht mit Hilfe von 

Nanopartikeltechnologie eine Methode zur Prävaskularisierung zu etablieren bei der 

eine kontrollierbare und längerfristige Freisetzung von eingekapselten angiogenen 

Wachstumsfaktoren erzeugt werden kann. Die Injektion von Endothelzellen in das 

Mundschleimhaut-Äquivalent hinein stellte eine weitere Optimierungsmethode der 

Prävaskularisierung dar. Zur Stimulation der Ausbildung des Epithels sollte das 

Mundschleimhaut-Äquivalent in vitro mit extrakorporalen Stoßwellen behandelt und die 

Auswirkung auf die Entwicklung und Differenzierung des Epithels und die 

Basalmembran, auf die metabolische Aktivität der in vitro-Kultur sowie auf die 

Gefäßausbildung analysiert werden (Abbildung 5). Die potenzielle Gewebeintegration 

sollte mit Hilfe des Chorioallantoismembran-Assays in ovo untersucht werden. Diese 

Arbeit soll die Herstellung einer personalisierten Alternative für autologe 

Schleimhautgewebe in der rekonstruktiven Chirurgie der klinischen Anwendung 

näherbringen.  

Abbildung 5: Skizzierte Übersicht der Methodenfelder zum Erreichen der Zielsetzung. 
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2. Material & Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben 

Chemikalie Hersteller 

Adenin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Agarose NEEO Ultra-Qualität Carl Roth, Karlsruhe 

alamarBlue™ Cell Viability Reagent Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Ampuwa Sterilwasser Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der 
Höhe 

bFGF Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Biocoll Separating Solution Biochrom GmbH, Berlin 

Borsäure, ≥99,5 %, Ph. Eur., USP, BP Carl Roth, Karlsruhe 

Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

CaCl2 2H2O Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Choleratoxin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

CnT-Prime Epithelial Proliferation 
Medium 

CELLnTEC, Bern, Schweiz 

Collagen Type I solution, bovine Viscofan BioEngineering, Weinheim 

Collagen I, human Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
Texas, USA 

Corning® Matrigel® Corning, Corning, New York, USA 

Dako REALTM Antibody Diluent Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Dako REALTM EnVisionTM Detection 
System, Peroxidase/DAB+, 
Rabbit/Mouse 

Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Defined Trypsin Inhibitor Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Dispase II (von Bacillus polymyxa) Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

DMEM/F-12 (1:1) (1X) Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium - 
hoher Glucoseanteil 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Dulbecco′s Phosphate Buffered Saline Gibco, Kalifornien, USA 

EBM™-2 Endothelial Cell Growth Basal 
Medium-2 

Lonza Group, Basel, Schweiz 

EDTA-Na2    Boehringer Mannheim, Mannheim 

EGMTM-2 Endothelial SingleQuotsTM Kit Lonza Group, Basel, Schweiz 

Endothelial Cell Growth Media MV PromoCell, Heidelberg 

Epidermal growth factor Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
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Ethanol 96 % vergällt mit IPA, MEK und 
Bitrex reinst 

AppliChem GmbH, Darmstadt 

Ethanol 99,8 % vergällt mit IPA, MEK 
und Bitrex reinst 

AppliChem GmbH, Darmstadt 

Fötales Kälberserum Gibco/Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

Gelatine from bovine skin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth, Karlsruhe 

Hämatologie Puffertabletten nach Weise 
pH 6,8 

Merck, Darmstadt 

Hemacolor® Rapid Staining of Blood 
Smear Solution 2 

Merck, Darmstadt 

Hemacolor® Rapid Staining of Blood 
Smear Solution 3 

Merck, Darmstadt 

HEPES solution, 1 M Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

HES-Nanopartikel mit Sulforhodamin-
101 (KK100zg/KK100zk/KK100zl) 

Max-Plack-Institut für Polymerforschung 
Mainz, Mainz 

HES-Nanopartikel mit VEGF 121 
(KK170/KK170a/KK182) 

Max-Plack-Institut für Polymerforschung 
Mainz, Mainz 

Hico-Mic Mikroskopier-Einschlussmittel Hico, Köln 

Hydrocorticon Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Immersionsöl Merck, Darmstadt 

Insulin solution human Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Kaliumchlorid p.a. Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Kollagenase Typ CLSII Biochrom GmbH, Berlin 

Medium 199 10X Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Natriumchlorid, p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

Natrium-Heparin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Natriumhydrogencarbonat Carl Roth, Karlsruhe 

Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Rh VEGF-121 #11344688 Immuno Tools, Friesoythe 

ROTI®Histofix 4 % Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure Merck, Darmstadt 

SDS - Lösung 20 % reinst  AppliChem GmbH, Darmstadt 

Stärke-Nanopartikel mit Sulforhodamin-
101(KK171/KK176/KK176a) 

Max-Plack-Institut für Polymerforschung 
Mainz, Mainz 

Stärke-Nanopartikel mit VEGF 
121(KK172/KK177/KK183) 

Max-Plack-Institut für Polymerforschung 
Mainz, Mainz 

Target Retrieval Solution, pH 9 (10X) Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Terg-a-zyme Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Thiazolylblau-tetrazoliumbromid 
#M2128 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

TRIS, PUFFERAN® ≥99,9 %, p.a. Carl Roth, Karlsruhe 

TritonTM X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Trypsin-EDTA, 0,25 % Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Versene EDTA, 0,02 % Lonza, Basel, Schweiz,  
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Wasserstoffperoxid Carl Roth, Karlsruhe 

Xylene, mixture of isomers  AppliChem, Darmstadt 

α-Amylase aus Schweinepankreas 
#A4268 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

 

2.1.2 Lösungen und Puffer 

Tabelle 2: Verwendete Lösungen und Puffer samt ihrer jeweiligen Zusammensetzung 

Lösung und Puffer Zusammensetzung 

0,2 M HCL 1 M HCL in Aqua dest. 

70 % Ethanol 99,8 % Ethanol-Verdünnung mit 
vollentsalztem Wasser 

1 % Agarose-Gel 1 % Agarose in 1x TBE 

BSA-Lösung 0,1 % oder 1 % BSA in DPBS 

Dispase II-Lösung 24 U/ml in DPBS  

Gelatine-Lösung 2 mg/ml Gelatine in DPBS 

Kollagen I-Lösung 50 µg/ml Kollagen I in DPBS 

Kollagenase II-Lösung 1 g Kollagenase II in Kollagenase II 
Puffer 

Kollagenase II-Puffer 3,9 g NaCl  
0,5 g KCl 
2,4 g HEPES (1M) 
0,7 g CaCl2 2H2O 
pH 7,2 einstellen und auf 1 l mit 
vollentsalztem Wasser auffüllen 

Phosphatgepufferte Salzlösung 0,2 g KCl 
0,2 g KH2PO4 wasserfrei 
8 g NaCl 
0,9 g Na2HPO4 wasserfrei 
pH 7,4 einstellen und auf 1 l mit 
vollentsalztem Wasser auffüllen 

Solubilisierungspuffer 0,01 N HCl in 10 % SDS  

TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 11 g Tris 
6 g Borsäure 
1 g EDTA-Na2  

in 1 l vollentsalztem Wasser 

TRIS-Puffer 1,2114 g TRIS in 450 ml Aqua dest. 
pH 7,0 einstellen und auf 500 ml mit 
Aqua dest. auffüllen 

 

2.1.3 Zusätze der Zellkulturmedien 

Tabelle 3: Verwendete Zusätze der Zellkulturmedien und ihre jeweilige Zusammensetzung 

Medienzusatz Zusammensetzung 

Adenin 1,215 g Adenin in 50 ml 0,2 M HCl 

bFGF 
 

25 µg/ml bFGF in TRIS-Puffer 
mit DPBS auf 1,25 µg/ml verdünnen 

Choleratoxin 0,5 mg Choleratoxin in 595 μl H2O 
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EGF 200 μg EGF in 20 ml H2O 

Hydrocortison 
 

1 mg Hydrocortison in 200 μl 99,8 % 
Ethanol und 2,3 ml H2O 

Insulin (10,8 mg/ml) gebrauchsfertig erworben 

Natrium-Heparin 50 mg/ml in H2O 
 

2.1.4 Zellkulturmedien 

Tabelle 4: Verwendete Zellkulturmedien mit der jeweiligen Zusammensetzung 

Zellkulturmedium Zusammensetzung 

ECFC-Medium 500 ml EBM™-2 Endothelial Cell Growth 
Basal Medium-2  
+ EGM-2 Single Quots  
+ 20 % FCS 

Epithelzell-Medium 500 ml CnT-Prime  
+ 1 % P/S 

FADcomplete-Medium: 60 % DMEM + 30 % DMEM/F-12 (1:1)  
+ 10 % FCS  
+ 1 % P/S  
+ 22 μg/ml Adenin 
+ 7,4 μg/ml Choleratoxin 
+ 9 ng/ml EGF 
+ 36 ng/ml Hydrocortison 
+ 5,412 μg/ml Insulin 

Fibroblasten-Medium 500 ml DMEM  
+ 10 % FCS  
+ 1 % P/S 

HDMEC-Medium 500 ml Endothelial Cell Growth Media 
MV  
+ 15 % FCS  
+ 1 % P/S  
+ 2,5 ng/ml bFGF  
+ 10 μg/ml Natrium-Heparin  
+ 28 mM HEPES 

Serumfreies FADcomplete-Medium  60 % DMEM + 30 % DMEM/HAM´s-F12 
(1:1)  
+ 1 % P/S 

Serumfreies HDMEC-Medium  500 ml Endothelial Cell Growth Media 
MV  
+ 1 % P/S  
+ 28 mM HEPES  
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2.1.5 ELISA-Kits 

Tabelle 5: Verwendete ELISA-Kits mit Herstellerangaben 

Kit Hersteller 

DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2 # 
DY008 

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

Human Angiopoietin-2 Quantikine 
ELISA Kit # DANG20 

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

Human Cytokine ELISA Plate Array I # 
EA-4001 

Signosis, Santa Clara, Kalifornien, USA 

Human eNOS DuoSet ELISA # DY950-
05 

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

Human FGF basic/FGF2/bFGF DuoSet 
ELISA # DY233 

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA # 
DY208 

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

Human VEGF DuoSet ELISA #DY293B R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, 
USA 

 

2.1.6 Microbeads 

Tabelle 6: Verwendete Microbeads mit Herstellerangaben 

Microbeads Hersteller 

Dynabeads™ CD31 Endothelial Cell # 
11155D 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

 

2.1.7 Antikörper 

Tabelle 7: Verwendete Antikörper samt Informationen zur Spezies und Anwendung, sowie 

Herstellerangaben. Die Antikörper fanden ihre Anwendung in einer Immunfluoreszenz-Färbung (IF) 

oder einer Immunhistochemischen Färbung (IHC). 

Antikörper Spezies Anwendung 

Alexa Fluor® 594 anti-human CD14 Antibody, 
# 325630, Clone HCD14, Biolegend, San 
Diego, Kalifornien, USA 
 

Mouse 
monoclonal 

IF (1:800) 

Alexa Fluor® 647 anti-human CD31 Antibody, 
# 303111, Clone WM59, Biolegend, San 
Diego, Kalifornien, USA 
 

Mouse 
monoclonal 

IF (1:4000) 

Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl 
(FC) Antibody, # 400130, Clone  
MOPC-21, Biolegend, San Diego, Kalifornien, 
USA 
 

Mouse 
monoclonal  

IF (1:800) 

Anti-Collagen IV antibody, Clone COL-94, 
#ab6311, Abcam, Cambridge, UK 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:250) 
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Anti-Occludin antibody, #ab1689986, Abcam, 
Cambridge, UK 

Rabbit polyclonal IHC (1:300) 

CD31, Endothelial Cell (Concentrate), 
#M0823, Clone JC70A, Dako, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Mouse 
monoclonal 

IF, IHC (1:50) 

Cytokeratin 19 (Concentrate), Clone 
RCK108, #M0888, Dako, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:100) 

F(ab')2-Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™  
488, # A-11007, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

Goat polyclonal IF (1:200) 

Human CD133 Alexa Fluor® 488-conjugated 
Antibody, # FAB11331G, Clone 170411, 
R&DSystems, Minneapolis, Minnesota, USA 
 

Mouse 
monoclonal 

IF (1:8000) 

Involucrin Monoclonal Antibody, Clone SY5, # 
MA5-11803, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Massachusetts, USA 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:200) 

Monoclonal Anti-Laminin antibody produced 
in mouse, Clone LAM-89, #L8271, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:1000) 

Monoclonal Anti-Tenascin antibody produced 
in mouse, # T2551, Clone BC-24, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:5000) 

Mouse IgG2a Isotype Control, FITC, # PA5-
33239, ThermoFisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 
 

Mouse 
monoclonal  

IF (1:8000) 

Recombinant Anti-Cytokeratin 13 antibody, 
Clone EPR3671, # ab92551, Abcam, 
Cambridge, UK 

Rabbit 
monoclonal 

IHC (1:500) 

Von Willebrand Factor (Concentrate) 
#M0616, Clone F8/86, Dako, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Mouse 
monoclonal 

IHC (1:1000) 

 

2.1.8 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

1.000 µl graduiert TipOne® 
Pipettenspitze 

StarLab, Hamburg 

200 µl UltraPoint® graduiert TipOne® 
Pipettenspitze 

StarLab, Hamburg 

BD MicrolanceTM 3 Sonderkanülen 
(30G 1/2) 

BD, Heidelberg 

Befruchtete Leghorn Hühnereier LSL Rhein-Main GmbH, Dieburg 

Biopsy Punch (6 mm) Stiefel Laboratorium, Durham, North 
Carolina, USA 
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CELLSTAR® Cell Culture Flasks (25 
cm2, 75 cm2, 175 cm2) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

CELLSTAR® Cell Culture Plate (6, 12, 
24, 48, 96 Well) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

CELLSTAR® Cellreactor Röhrchen/ 
Zellkulturröhrchen  
(15 ml, 50 ml) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

Corning® CellBIND® Multiwellplatte, 
size 6 wells 

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Deckgläschen 24 x 50 mm VWR International, Radnor, 

Pennsylvania, USA 

Disposable Glass Pasteur Pipettes (230 
mm) 

VWR International, Radnor, 
Pennsylvania, USA 

Durchsichter Nagellack P2 cosmetics, Wien, Österreich 

EASYSTRAINER 100 µM Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

Einmalskalpelle (No. 23) FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., 
OSAKA, Japan 

Einmalspritze Omnifix® mit Luer-Lock-
Anschluss, 10 ml, 100 Stück 

Carl Roth, Karlsruhe 

Filter für AP48, A3BP48, AA12 und 
AA10 

Neuro Probe Inc, Gaithersburg, 
Maryland, USA 

Filtropur V50, Vakuumfiltrationseinheit, 
500 ml, PES, 0,2 µm 

Sarstedt, Nümbrecht 

Geistlich Bio-Gide® Geistlich Pharma AG, Wolhusen, 
Schweiz 

Greiner CELLSTAR® dish (100 mm × 
20 mm) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

Kryoröhrchen Cryogenic Tubes Nunc™ Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

LeucoSEP™ Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Leukosilk® BSN medical GmbH, Hamburg 

LUNA™ Cell Counting Slides Logos Biosystems, Gyeonggi-do, 
Südkorea 

Objektträger DAKO, Santa Clara, Kalifornien, USA 

Objektträger Menzel-Gläser Superfrost® 
Plus 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Omnifix®-F Luer Solo 0.01 ml – 1 ml B.Braun, Melsungen 

Parafilm Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Pasteurpipetten Kunststoff (3 ml) Carl Roth, Karlsruhe 

Pipette Tip, 0.1-20μl Sarstedt, Nümbrecht 

SafeSeal Reagiergefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 
2 ml) 

Sarstedt, Nümbrecht 

Safety-Multifly® 21G 200 mm lang Sarstedt, Nümbrecht 

schülke wipes safe&easy Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt 

Sempercare® nitrile Einmalhandschuhe Semperit, Wien, Österreich 

Serologische Pipetten ( 1 ml, 2 ml, 5 ml, 
10 ml, 25 ml) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster, 
Österreich 

S-Monovette® 9ml K3E Sarstedt, Nümbrecht 
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Sterican® Gr. 2, G 21 x 1 1/2"" / ø 0,80 
x 40 mm 

B. Braun Melsungen 

TC-Inserts, 24 Well, PET 0.4 µm, TP Sarstedt, Nümbrecht 

Tissue-Tek II Filterblock für 
Einbettkassetten 

Vogel, Gießen 

Tissue-Tek® Mesh Biopsiekassetten Science Services, München 
 

2.1.9 Gebrauchsmaterialien 

Tabelle 9: Verwendete Gebrauchsmaterialien mit Herstellerangaben 

Gebrauchsmaterial Hersteller 

Boyden-Kammer 48-Well Micro 
Chemotaxis Chamber 

Neuro Probe Inc, Gaithersburg, 
Maryland, USA 

Chirurgische Instrumente Aesculap, Braun, Tuttlingen 

CoolCell® LX Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Fettstift Agilent Technologies, Santa Clara, 
Kalifornien, USA 

Küchenschaber WMF,  Geislingen an der Steige 

Objektträgergestell für 
Immunhistochemie 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Pinzetten Labotec, Wiesbaden 

Pistill Carl Roth, Karlsruhe 

Replacement Gaskets Neuro Probe Inc, Gaithersburg, 
Maryland, USA 

Rotilabo®-micro-Magnetrührstäbchen (8 
mm) 

Carl Roth, Karlsruhe 

 

2.1.10 Geräte 

Tabelle 10: Verwendete Geräte mit Herstellerangaben 

Gerät Hersteller 

Brand accu-jet® pro-Pipettierhelfer Brand, Wertheim 

Brutmaschine Modell 400 digital Bruja, Hammelburg 

Dampfgarer MultiGourmet Braun, Kronberg im Taunus 

Desktop PC-Systeme Fujitsu, Minato, Präfektur Tokio, Japan 

Digitales Mikroskop VHX-1000D Keyence, Ōsaka, Japan 

Duomax 1030 Heidolph Instruments, Schwabach 

Eismaschine      Ziegra, Isernhagen 

Eppendorf Research® plus (0,1-2,5 µl, 
0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg 

Eppendorf Research® plus, 8-Kanal 
(10-100 µl) 

Eppendorf, Hamburg 

Feuchtkammer Selbsthergestellt 

Flüssigkeits-Absaugsystem BVC control Vacuubrand, Wertheim 

Gefrierschrank (-20 °C) Bosch, Gerlingen 

Gefrierschrank (-80 °C)    Nalge Nunc Int, Waltham, 
Massachusetts, USA 
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GloMax®-Multi+ Detection System with 
Instinct® Software 

Promega, Madison, Wisconsin, USA 

Grant analoge Ultraschallbäder XUBA 
Serie 

Grant instruments, Shepreth, UK 

Heracell™ VIOS 160i CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Heraeus™ Fresco™ 21 Mikrozentrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Inverses Labormikroskop Leica DM IL 
LED 

Leica Microsystems, Wetzlar 

Kendro UVC 30 Kendro Laboratory Products GmbH, 
Hanau 

Kryobehälter Air Liquide, Paris, Frankreich 

Kühlschrank (4 °C)   Bosch, Gerlingen 

Labor-Feinwaage Sartorius, Göttingen 

LunaTM Automated Cell Counter Logos Biosystems, Gyeonggi-do, 
Südkorea 

Magnetic Separation Rack (15 ml) OZ BIOSCIENCES, Marseille, 
Frankreich 

Megafuge 1.0R Zentrifuge Heraeus, Hanau 

Schlittenmikrotom SM200R Leica Microsystems, Wetzlar 

Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Swiss DolorClast® Classic EMS, Nyon, Schweiz 

Systec Tischautoklav DX65 Systec GmbH, Linden 

TCS SP8 Leica Microsystems, Wetzlar 

Thermo Scientific™ Locator™ 6 Plus 
Gestell- und Boxensysteme 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, USA 

Thermoschüttler pro Cellmedia, Zeitz 

Tissue Drying Oven TDO 60 MEDITE Medical, Burgdorf 

Tissue-Tek Thermal-, Dispensing- und 
Kryo-Konsole 

Miles Scientific, Newark, New Jersey, 
USA 

Tissue-Tek VIP Einbettautomat Miles Scientific, Newark, New Jersey, 
USA 

Vortex-Schüttler VF2 IKA-Werke, Staufen im Breisgau 

Wasserbad GFL, Burgwedel 

Zeiss Axioskop 2 mit Rasterokular 
(444232-9904) 

Zeiss, Oberkochen 
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2.1.11 Software 

Tabelle 11: Verwendete Software mit Herstellerangaben 

Software Hersteller 

Fiji (Fiji Is Just ImageJ) Johannes Schindelin, Ignacio Arganda-
Carreras, Albert Cardona, Mark Longair, 
Benjamin Schmid et al. 

Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, USA 

Microsoft PowerPoint 2016 Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, USA 

Microsoft Word 2016 Microsoft Corporation, Redmond, 
Washington, USA 

 

2.1.12 Primärzellen & Isolationsgewebe 

Tabelle 12: Verwendete Primärzellen mit den jeweiligen Isolationsgeweben 

Primärzellen Isolationsgewebe 

Endotheliale kolonieformende 
Vorläuferzellen (endothelial colony 
forming cells; ECFC) 

Humanes Vollblut 

Epithelzellen Humane Mundschleimhaut 

Fibroblasten Humane Mundschleimhaut 

Humane dermale mikrovaskuläre 
Endothelzellen (human dermal 
microvascular endothelial cells; 
HDMEC) 

Humane juvenile Vorhaut 
 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Steriles Arbeiten 

Die Arbeiten mit lebenden Zellen fanden unter sterilen Bedingungen innerhalb der 

Sicherheitswerkbank statt. Die verwendeten Materialien waren vor dem Gebrauch 

steril abgepackt und wurden nur innerhalb der Sicherheitswerkbank geöffnet. Unsterile 

Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien wurden autoklaviert und mittels UV-Licht 

sterilisiert. Die Zellkulturmedien, sowie bestimmte Lösungen und Puffer wurden vor 

ihrem Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwärmt und vor der Überführung unter 

die Sicherheitswerkbank mit 70 % Ethanol-getränkten Tüchern von außen desinfiziert. 

Bei allen Arbeiten wurden Einmalhandschuhe getragen.  
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2.2.2. Gelatine-Beschichtung von Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien, wie Zellkulturflaschen und Well-Platten, die mit Endothelzellen 

besiedelt wurden, wurden zuvor mit Gelatine beschichtet. Dabei wurde eine Gelatine-

Lösung (2 mg/ml) auf das jeweilige Verbrauchsmaterial gegeben, so dass die gesamte 

Fläche, welche mit Endothelzellen besiedelt werden sollte, bedeckt war. Das 

verwendete Volumen der Gelatine-Lösung variierte je nach benötigtem 

Verbrauchsmaterial (Tabelle 13). Das mit Gelatine bedeckte Material wurde über 

Nacht in einen CO2-Inkubator bei 38 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit gestellt. 

Danach wurde die überschüssige Gelatine abgenommen und die beschichtete 

Oberfläche mit DPBS gespült. Bis zur Verwendung wurde die beschichtete Oberfläche 

des Verbrauchmaterials mit DBPS bedeckt und das Material im CO2-Inkubator 

gelagert.  

Tabelle 13: Unterschiedliche Verbrauchsmaterialien, die vor ihrer Besiedlung mit Endothelzellen 

mit verschiedenen Volumen einer Gelatine-Lösung (2 mg/ml) beschichtet wurden. 

Verbrauchsmaterial Volumen der Gelatine-Lösung zur Beschichtung 

25 cm2 Zellkulturflasche 5 ml 

75 cm2 Zellkulturflasche 10 ml 

175 cm2 Zellkulturflasche 15 ml 

96-Well-Platte 100 µl 

 

2.2.3 Primärzell-Isolation 

Die Primärzellen wurden anonym ohne die Aufzeichnung patientenbezogener Daten 

und in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki isoliert und verwendet. Dies 

wurde von der örtlichen Ethikkommission (Landesärztekammer Rheinland-Pfalz, Nr. 

2021-15794_1) genehmigt. Von jeder Patientin und jedem Patienten wurde eine 

informierte Zustimmung eingeholt. 

 

2.2.3.1 Isolation von Fibroblasten und Epithelzellen aus humaner 

Mundschleimhaut 

Bei der verwendeten Mundschleimhaut handelte es sich um gesundes Gewebe, 

welches als Überschussmaterial bei Operationen in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie 

anfiel. Die Mundschleimhaut-Probe wurde zunächst zwei Mal für 15-20 sec in 70 % 

Ethanol desinfiziert und daraufhin einmal in Dulbecco′s Phosphate Buffered Saline 

(DPBS) gespült. Danach wurde das Gewebe in DPBS in eine Petrischale überführt. 
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Mithilfe eines Skalpells und einer Pinzette wurde das Epithel vom Bindegewebe der 

Mundschleimhaut getrennt und beide Anteile in etwa 1 mm2 kleine Stücke geschnitten. 

Die einzelnen Gewebestücke wurde in die Wells einer Corning® CellBIND® 6-Well-

Platte mit der Schnittfläche nach unten überführt. Dabei wurden jeweils sechs 

Epithelstücke oder Bindegewebsstücke in ein Well gelegt. Die Gewebestücke wurden 

für 10 min an die Platte antrocknen gelassen. Danach wurden vorsichtig 1,5 ml 

FADcomplete-Medium je Well zu den Gewebestücken gegeben. Die Platten wurden in 

einem CO2-Inkubator bei 38 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Ein 

Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage, bis die ersten Zellen 

aus den Gewebestücken auswuchsen. Ab diesem Tag wurde das FADcomplete-Medium 

auf das jeweilige zelltypspezifische Zellkulturmedium umgestellt. 

Für die Isolation der Epithelzellen wurde das FADcomplete-Medium auf Epithelzell-

Medium umgestellt. Bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 90 %, wurde das 

Gewebestück vorsichtig aus dem Well entfernt. Das Zellkulturmedium wurde 

abgenommen und die Zellen im Well mit DPBS gespült. Danach wurden sie mit 

0,5 ml/Well Trypsin-EDTA (0,25 %) gelöst. Die abgelösten Zellen wurden in 1 ml 

Trypsin-Inhibitor und 1 ml Epithelzell-Medium in ein Zellkulturröhrchen aufgenommen 

und bei 300 x g, Raumtemperatur (RT) und für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde 

in 5 ml Epithelzell-Medium resuspendiert und in eine 25 cm2 Zellkulturflasche überführt. 

Die Flaschen wurden in einen CO2-Inkubator überführt und dort bei 37 °C, 5 % CO2 

und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Ein Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle 

zwei bis drei Tage. 

Für die Isolation der Fibroblasten wurde das FADcomplete-Medium auf Fibroblasten-

Medium umgestellt. Sobald eine Zellkonfluenz von etwa 90 % in einem Well erreicht 

war, wurde das Gewebestück vorsichtig aus dem Well entfernt. Das Zellkulturmedium 

wurde abgenommen und die Zellen im Well mit DPBS gespült. Danach wurden sie mit 

0,5 ml/Well Trypsin-EDTA (0,25 %) gelöst. Die abgelösten Zellen wurden in 2 ml 

Fibroblasten-Medium in ein Zellkulturröhrchen aufgenommen und bei 300 x g für 5 min 

bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert 

und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche überführt. Die Zellkulturflaschen wurden in einen 

CO2-Inkubator überführt und dort bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. Ein Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage.  
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2.2.3.2 Isolation von Endothelzellen aus der juvenilen Vorhaut 

Die Gewebeprobe fiel bei Zirkumzisionen in der Urologie an. Die Probe wurde zweimal 

mit 70 % Ethanol für 15-20 Sekunden desinfiziert und danach einmal mit DPBS 

gespült. Danach wurde das Gewebe in DPBS in eine Petrischale überführt. Mithilfe der 

Pinzette und einer kleinen Schere wurde das Bindegewebe abgetrennt. Danach wurde 

das Gewebe mithilfe eines Skalpells in etwa 6 mm² kleine Stücke geschnitten. Die 

Stücke wurden in ein Zellkulturröhrchen überführt, welches 10 ml Dispase II-Lösung 

(2,4 U/ml in DPBS) beinhaltete. Dies inkubierte für mindestens 16 h und maximal 24 h 

bei 4 °C auf einem Schüttler. Die Dispase löste dabei die äußerste Epithelschicht des 

Gewebes ab. Danach wurden die Gewebestücke in eine Petrischale überführt und 

dreimal mit DPBS gespült, um die Enzymlösung zu entfernen. Danach wurden die 

Gewebestücke in der Petrischale mit DPBS bedeckt. Mithilfe eines Skalpells wurde die 

Epithelschicht vorsichtig abgekratzt. Die Stücke wurden in eine Kollagenase II-Lösung 

(1 mg/ml) überführt. Dies inkubierte bei im CO2-Inkubator bei 37 °C für 1 h. Danach 

wurde die Enzymreaktion mit 20 ml FCS abgestoppt. Die Gewebestücke wurden samt 

der FCS/Kollagenase II-Lösung in eine Petrischale überführt und für 10 min mit einem 

Pistill zerstoßen. Die FCS/Kollagenase II-Lösung wurde mit DPBS auf 50 ml aufgefüllt 

und durch ein Zellsieb (100 μm Porengröße) gegeben. Die filtrierte Lösung wurde bei 

300 x g und RT für 5 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in DPBS 

resuspendiert und erneut zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in HDMEC-Medium 

resuspendiert und in einem Volumen von 5 ml in eine Gelatine-beschichtete 25 cm2 

Zellkulturflasche überführt. Die Zellkulturflasche wurde in den CO2-Inkubator gestellt 

und dort bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Alle 2-3 Tage erfolgte 

ein Mediumwechsel.  

Bei der Isolation der HDMEC war die ungewollte Kontamination mit Fibroblasten nicht 

zu vermeiden. Sobald die ersten größeren Cluster an Endothelzellen unter dem 

Mikroskop zu erkennen waren und die Fibroblasten die Kultur noch nicht überwachsen 

hatten, wurde eine Trennung der beiden Zelltypen mithilfe von CD31-Antikörper-

gekoppelten magnetischen Dynabeads™ durchgeführt. Hierfür wurde das Medium aus 

der Zellkulturflasche entfernt und die Flasche mit 10 ml DPBS gespült. Damit wurde 

restliches Medium entfernt, da dieses die folgende Trypsin-Reaktion hemmt. Das 

DPBS wurde abgenommen und 1 ml Trypsin-EDTA (0,25 %) auf die Zellen gegeben. 

Die Flasche wurde für 3 min in den CO2-Inkubator gestellt, bis sich die Zellen gelöst 
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hatten. Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden 8 ml HDMEC-Medium 

hinzugegeben. Die gesamte Flüssigkeit wurde in ein Zellkulturröhrchen übertragen 

und bei 300 x g und RT für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet in 10 ml einer 0,1 % Bovines Serumalbumin (BSA)-Lösung in DPBS 

resuspendiert. Zu dieser Lösung wurden 10 μl der magnetischen CD31-Dynabeads™ 

hinzu pipettiert. Dies inkubierte für 15 min bei 4 °C auf dem Schüttler, so dass die 

Antikörper-gekoppelten Magnetbeads spezifisch an CD31 auf der Oberfläche von 

Endothelzellen binden konnten. Danach wurde die gesamte Lösung für 3 min in ein 

Magnetrack gestellt. Die magnetischen Beads, an denen die Endothelzellen gebunden 

waren, sammelten sich in dem Zellkulturröhrchen an der Wand, die zum Magnetrack 

gerichtet war. Vorsichtig wurde die Flüssigkeit vollständig abgenommen und 

verworfen. Danach wurde das Zellkulturröhrchen mit den Beads wieder aus dem 

Magnetrack genommen und 10 ml DPBS hinzu pipettiert. Das Zellkulturröhrchen 

wurde zurück in das Magnetrack gestellt und der vorherige Schritt wurde weitere zwei 

Mal für 3 min wiederholt. Danach wurde 5 ml HDMEC-Medium zu den mit Beads-

gebundenen Endothelzellen pipettiert und diese in eine Gelatine-beschichtete 25 cm2 

Zellkulturflasche überführt. Die Zellkulturflasche wurde in den CO2-Inkubator bei 37 °C, 

5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit gestellt. Alle 2-3 Tage folgte ein Mediumwechsel. 

Sobald die Kulturflasche dicht mit Endothelzellen besiedelt war, konnten sie in eine 

Gelatine-beschichtete 75 cm2 Kulturflasche überführt werden.  

 

2.2.3.3 Isolation von endothelialen Vorläuferzellen aus dem Vollblut 

Zur Isolation von endothelialen Vorläuferzellen (endothelial progenitor cells, EPC) aus 

dem peripheren Blut wurden zunächst zwei 6-Well-Platten mit 1,5 ml Kollagen I-

Lösung (50 µg/ml) pro Well bei 37 °C über Nacht beschichtet.  

Durch eine periphere Venenpunktion wurden freiwilligen Spender*innen ca. 35 ml Blut 

in EDTA-Röhrchen abgenommen. Das Blut einer Person wurde in ein 

Zellkulturröhrchen überführt und vereint. In ein LeucosSEPTM-Röhrchen wurden 15 ml 

Biocoll Separating Solution vorgelegt. Dieses wurde daraufhin kurz zentrifugiert, damit 

sich die Lösung unter dem Filter innerhalb des Röhrchens sammelt. Danach wurden 

jeweils 25 ml Blut vorsichtig auf den Filter pipettiert. Das Blut lagerte sich auf dem Filter 

auf. Daraufhin folgte eine Zentrifugation bei 754 x g ohne Bremse bei RT für 30 min. 
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Die Biocoll Separating Solution besitzt eine höhere Dichte als mononukleäre Zellen 

des peripheren Blutes, jedoch eine geringere Dichte als zum Beispiel Erythrozyten 

oder tote Zellen (Boyum 1964). Durch die Dichtegradientenzentrifugation lagerten sich 

die EPC in der Interphase zwischen Serum und Biocoll Separating Solution ab. Die 

Interphase wurde mittels Pasteurpipetten vollständig abgenommen und in ein 

Zellkulturröhrchen überführt, ohne andere Phasen mit aufzunehmen. Diese wurde 

daraufhin mit DPBS 1:1 verdünnt. Die Zellen wurden durch eine Zentrifugation bei 535 

x g mit Bremse für 10 min zentrifugiert. Danach wurde der Überstand verworfen. Dieser 

Schritt wurde so oft wiederholt, bis der Überstand klar war. Das Zellpellet wurde in 48 

ml ECFC-Medium resuspendiert. Von den vorbereiteten Kollagen I-beschichteten 6-

Well-Platten wurde die überschüssige Beschichtungslösung abgesaugt. Jeweils 4 ml 

der resuspendierten Zellen wurden in ein Well pipettiert. Die Platten wurden in einen 

CO2-Inkubator überführt und dort bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 

inkubiert.  

Innerhalb der ersten sieben Tage fand täglich ein Mediumwechsel statt. Vor der 

Zugabe des frischen Mediums wurden die Zellen mit DPBS + 3 % FCS gewaschen. 

Nach den ersten sieben Tagen wurde das Medium alle zwei bis drei Tage gewechselt. 

Nachdem die ersten Kolonien von endothelialen kolonieformenden Vorläuferzellen 

(endothelial colony forming cells, ECFC) sichtbar waren, wurden die Zellen auf 

HDMEC-Medium umgestellt. Sobald die Zellen mindestens die Hälfte eines Wells 

bedeckten, wurden sie mit 2 ml DPBS gewaschen und mit 0,5 ml Versene abgelöst. 

Danach wurden die Zellen eines Wells in eine Gelatine-beschichtete 25 cm² 

Zellkulturflasche umgesiedelt und bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit 

inkubiert. 

 

2.2.4 Zellkultur 

2.2.4.1 Kultivierung der Primärzellen 

Die Primärzellen wurden in 25 cm², 75 cm2 und 175 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert. 

Für die Kultivierung der HDMEC und ECFC wurden die Flaschen am Vortag mit 

2 mg/ml Gelatine beschichtet. Die Flaschen standen zur Kultivierung in einem CO2-

Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die Medienwechsel fanden 

alle zwei bis drei Tage statt. Um das Medium zu wechseln, wurde das verbrauchte 
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Medium abgenommen, die Zellen mit 10 ml DPBS gespült und neues Medium in die 

Zellkulturflaschen gegeben.  

Ab einer Konfluenz der Zellen von etwa 90 % wurden die Zellen abgelöst und 

passagiert. Zum Ablösen der adhärenten Zellen aus den Zellkulturflaschen wurde das 

Medium restlos aus den Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen einmalig mit 10 ml 

DPBS gespült. Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen wurden mit Trypsin-EDTA 

(0,25 %) und ECFC mit Versene aus den Zellkulturflaschen gelöst. Je nach Größe der 

Zellkulturflasche wurden 0,5 ml, 1 ml oder 2 ml Trypsin-EDTA (0,25 %) auf die Zellen 

gegeben. Um die Zellen zu lösen, wurden die Flaschen für 3 min mit dem Enzym im 

CO2-Inkubator bei 37 °C inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde überprüft, ob sich alle 

Zellen gelöst hatten. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe der doppelten Menge 

des jeweiligen serumhaltigen Zellkulturmediums abgestoppt. Für das Abstoppen der 

Trypsin-Reaktion bei den Epithelzellen wurde aufgrund des serumfreien Epithelzell-

Mediums (CnT-Prime) ein gebrauchsfertiger Trypsin-Inhibitor verwendet. Die 

Zellsuspension wurde in ein Zellkulturröhrchen überführt und bei 300 x g, RT für 5 min 

zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in dem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert 

und je nach Zelldichte und bevorstehenden Versuchen gesplittet. Die nicht benötigte 

Zellsuspension wurde je nach Zellpassage verworfen oder eingefroren.  

Zum Zählen der Zellen wurden die abgelösten Zellen gründlich durch Auf- und 

Abpipettieren in ihrem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert und 10 µl der 

Zellsuspension in einen LUNA™ Cell Counting Slide pipettiert. Das Slide wurde in den 

LUNA™ Automated Cell Counter eingeführt. Dieser berechnete die Zellzahl je Milliliter.  

HDMEC, ECFC und Epithelzellen wurden bis einschließlich Passage 5 und 

Fibroblasten bis einschließlich Passage 12 verwendet, sofern sie keine 

morphologischen Auffälligkeiten aufwiesen.  

 

2.2.4.2 Kryokonservierung und Re-Kultivierung der Primärzellen 

Für die Kryokonservierung von Primärzellen wurde die Zellsuspension, welche 

eingefroren werden sollten, bei 300 x g, bei RT für 5 min zentrifugiert. Das 

Einfriermedium wurde aus FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Das 

Zellpellet wurde in dem Einfriermedium resuspendiert und je 1,5 ml in Kryoröhrchen 

überführt. Bei vollständiger Konfluenz der Zellen in einer 75 cm2 Zellkulturflasche 
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konnten zwei Kryoröhrchen befüllt werden. Diese wurden in einen CoolCell®-Behälter 

gesteckt, dessen innerer Metallring RT besitzen musste. Dies sorgte dafür, dass die 

Zellen pro Minute etwa 1 °C herunterkühlten. Die Box wurde zunächst bei -80 °C 

gelagert. Nach 24 h konnten die Röhrchen in die mit Flüssigstickstoff gefüllten 

Kryobehälter überführt werden. 

Für die Re-Kultivierung wurden die kryokonservierten Zellen aus dem Flüssigstickstoff 

entnommen und in einem Wasserbad bei 37 °C für maximal 2 min aufgetaut. Die 

aufgetaute Zellsuspension wurden mit 2 ml des jeweiligen Zellkultur-Mediums in ein 

Zellkulturröhrchen überführt. Dies wurde bei 300 x g und RT für 5 min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde danach abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in 15 ml 

des jeweiligen Zellkultur-Mediums resuspendiert und in eine 75 cm2 Zellkulturflasche 

überführt. Diese wurden in einen CO2-Inkubator überführt und dort bei 37 °C, 5 % CO2 

und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.  

 

2.2.5 Zellbesiedlung der Kollagenmatrix 

Die Kollagenmatrix (Bio-Gide® der Firma Geistlich) wurde mittels Hautstanze in runde 

Stücke mit einem Durchmesser von 6 mm ausgestanzt. Die Kollagenmatrix besitzt eine 

poröse Seite und eine glatte, zellokklusive Seite, die sich im trocknen Zustand sehr gut 

unterscheiden lassen. Um die Orientierung im feuchten Zustand beizubehalten, 

wurden die Kollagenmatrices mittels eines Einschnittes markiert.  

Die Zellbesiedlung der Kollagenmatrix erfolgte immer nach dem gleichen Schema. Die 

Besiedlung mit Fibroblasten erfolgte an Kulturtag 1, die Besiedlung mit Epithelzellen 

an Kulturtag 4 und die Besiedlung mit Endothelzellen an Kulturtag 12 (Tabelle 14). 

Dabei war es egal ob, die Kollagenmatrix mit einer Mono- einer Bi- oder einer Tri-Kultur 

an Zellen besiedelt wurde. Um verschiedene Kulturen untereinander zu vergleichen, 

wurden immer die gleichen Medienbedingungen geschaffen egal ob es sich um eine 

Mono-, Bi- oder Tri-Kultur handelte. Die Kultur wurde je nach Fragestellung des 

Versuchs an unterschiedlichen Kulturtagen beendet. 
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Tabelle 14: Reihenfolge und Zellkonzentration der Besiedlung der Kollagenmatrix. 

 Fibroblasten Epithelzellen HDMEC ECFC 

Kulturtag der 
Zellaussaat 

1 4 12 12 

Kulturmedium HDMEC-
Medium 

FADcomplete-
Medium 

HDMEC-
Medium 

HDMEC-
Medium 

Zellen/Kollagenmatrix 5,6 x 104 1,12 x 105 1,12 x 105 1,12 x 105 

 

Die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents wird mit der Herstellung einer Tri-

Kultur wie folgt beschrieben. Einen Tag vor der Zellaussaat der Fibroblasten wurden 

diese auf HDMEC-Medium umgestellt. An Kulturtag 1 wurde die Matrix für 20 min mit 

serumfreiem HDMEC-Medium hydriert. Ebenfalls an Kulturtag 1 wurden 24 h nach der 

Medienumstellung die Fibroblasten in 200 µl HDMEC-Medium auf die poröse Seite der 

Matrix, die sich in einer 96-Well-Platte befand, ausgesät. An Kulturtag 2, nach weiteren 

24 h, wurde die Kollagenmatrix mit der porösen Seite nach oben gerichtet, in ein neues 

Well der 96-Well-Platte überführt und mit 200 µl HDMEC-Medium bedeckt. 24 h vor 

der Aussaat der Epithelzellen wurden diese auf FADcomplete-Medium umgestellt. An 

Kulturtag 4 wurde die Kollagenmatrix mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben 

gerichtet in ein Well einer 96-Well-Platte überführt. Dort wurden die Epithelzellen in 

200 µl FADcomplete-Medium auf die Kollagenmatrix ausgesät. Nach 4 h wurde die 

Kollagenmatrix mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben gerichtet in ein 

Transwell-System überführt. In das Well wurden 250 µl HDMEC-Medium gegeben und 

auf die Kollagenmatrix in dem Insert wurden 50 µl FADcomplete-Medium geträufelt. An 

Kulturtag 12 wurde die Kollagenmatrix mit der porösen Seite nach oben gerichtet 

erneut auf eine 96-Well-Platte überführt. Dort wurden Endothelzellen in 200 µl 

HDMEC-Medium auf der porösen Seite der Matrix ausgesät. Nach 4 h wurde die 

Kollagenmatrix mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben gerichtet zurück in das 

Transwell-System überführt. In das Well wurden 250 µl HDMEC-Medium gegeben und 

auf die Kollagenmatrix in dem Insert wurden 50 µl FADcomplete-Medium geträufelt, so 

dass die Epithelzellen an der Luftgrenze waren (Abbildung 6). Dies kultivierte die 

komplette Kulturzeit im CO2-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit 

von 95 %. Alle zwei bis drei Tage, ab Kulturtag 1 gerechnet, fand ein Medienwechsel 

statt.  



 Material & Methoden 

42 
 

Abbildung 6: Schematische Abbildung der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents (Tri-

Kultur). Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen wurden an verschiedenen Kulturtagen auf der 

Kollagenmatrix ausgesät. Die Kultivierung wurde mithilfe eines Transwell-Systems mit zwei 

verschiedenen Zellkulturmedien durchgeführt.  

 

Wurden Mono- oder Bi-Kulturen auf der Kollagenmatrix hergestellt, wurden die 

beschriebenen Kulturtage wie bei der Tri-Kultur eingehalten und die nicht benötigten 

Zelltypen weggelassen.  

Am Kulturende wurde die Kollagenmatrix mit 1 ml DPBS gewaschen und in 4 % 

ROTI®Histofix bei 4 °C für 1 h fixiert. Danach wurde die Kollagenmatrix bis zu einer 

Färbung in DPBS bei 4 °C gelagert.  

 

2.2.6 Generierung und Analyse von Zellkulturüberständen 

Die besiedelten Kollagenmatrices inkubierten wie beschrieben im CO2-Inkubator. Alle 

zwei bis drei Tage fand ein Medienwechsel statt. Dabei erhielten die Fibroblasten und 

Endothelzellen vom Well aus HDMEC-Medium und die Epithelzellen vom Insert aus 

FADcomplete-Medium. Für die Entnahme der Überstände wurden beide Kulturmedien 

24 h vor der jeweiligen Überstandsentnahme aus dem Well und im Insert von der 

Kollagenmatrix entfernt. Beide Bereiche des Transwell-Systems wurden mit DPBS 

gespült. Danach wurde serumfreies HDMEC-Medium in das Well und serumfreies 

FADcomplete-Medium auf die Kollagenmatrix in das Insert gegeben. Die Überstände aus 

dem Well und dem Insert wurden nach 24 h restlos entnommen und vereint. Diese 

wurden bei -20 °C bis zum Zeitpunkt der Analyse eingefroren. Die Überstände wurden 

an Kulturtag 12, 15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und geben jeweils die 

Zellsekretion der letzten 24 h wieder.  
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Die gesammelten und bei -20 °C eingefrorenen Ansätze wurden mittels verschiedener 

Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) analysiert. Dabei wurde speziell die 

Sekretion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), basic fibroblast growth 

factor (bFGF), Interleukin-8 (IL-8), endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) 

und Angiopoietin-2 analysiert. Zusätzlich wurde ein Human Cytokine ELISA Plate 

Array I durchgeführt, der die Sekretion von 32 verschiedenen Zytokinen untersucht. 

Dabei wurde die Sekretion von Adiponektin (Adipo), Basic Nerve Growth Factor 

(bNGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Eotaxin, Basic Fibroblast Growth Factor 

(FGFb), Granulocyte-Colony Stimulating Factor (GCSF), Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Factor (GMCSF), Interferon Production Regulator (IFNr), Insulin-

Like Growth Factor 1 (IGF-1), Interleukin (IL)-10, IL-12, IL-13, IL-17a, IL-1a, IL1b, IL-

2, IL-4, IL-6, IL-8, Interferon-Gamma Induced Protein 10 (IP-10), Leptin, Monocyte 

Chemoattractant Protein-1(MCP-1), Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha (MIP-

1a), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), Platelet Derived Growth Factor 

(PDGF), Placental Growth Factor (PIGF), Rantes, Resistin, Stem Cell Factor (SCF), 

Transforming Growth Factor (TGF)-β, TNFα und VEGF untersucht. 

Die Durchführung erfolgte nach den Herstellerprotokollen der ELISA-Kits, mit dem 

Unterschied, dass die Überstands-Proben 1:1 verdünnt wurden und die Inkubation der 

Proben auf den ELISA-Platten anstatt 2 h bei RT über Nacht bei RT erfolgte. Die 

Auswertung der Platten erfolgte mithilfe des GloMax®-Multi+ Detection Systems.  

 

2.2.7 Zellviabilitätsassays 

2.2.7.1 MTT-Assay 

Mithilfe des MTT-Assays ließ sich die Zellviabilität bestimmen. Der Assay beruht auf 

der Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid zu 

Formazan (Buranaamnuay 2021).  Er wird auf einer 96-Well-Platte durchgeführt, die 

bei der Verwendung von Endothelzellen vorher mit 2 mg/ml Gelatine über Nacht 

beschichtet werden musste. Am nächsten Tag wurde die überschüssige Gelatine vor 

der Besiedlung mit Endothelzellen aus den Wells entfernt. Für die Verwendung von 

Fibroblasten und Epithelzellen wurden die Wells nicht beschichtet.  

Je Well wurden 3 x 103 Zellen in 100 µl ihres jeweiligen Zellkulturmediums ausgesät. 

Die besiedelten Platten wurden für 24 h in den CO2-Inkubator gestellt, damit die Zellen 
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anwachsen konnten. Nach 24 h wurde das Zellmedium abgenommen und durch 

frisches Zellkulturmedium ersetzt. Hinzu pipettiert wurden Stärke oder 

Hydroxyethylstärke (HES)-Nanopartikeln in SDS-Lösung oder α-Amylase als jeweilige 

Behandlung der Zellen. Nach verschiedenen Inkubationszeitpunkten wurden 10 µl 

0,5 % MTT in DPBS pro Well hinzugegeben. Dies inkubierte für 4 h bei 37 °C im CO2-

Inkubator. Danach wurden je 100 µl von frisch angesetztem Solubilisierungspuffer in 

die Wells gegeben. Dies inkubierte erneut für 4 h im CO2-Inkubator. Danach erfolgte 

die Messung der Extinktion der Proben mithilfe des GloMax®-Multi+ Detection 

Systems bei 570 nm (Referenzwellenlänge: 750 nm).  

 

2.2.7.2 AlamarBlue™-Assay 

Mithilfe des alamarBlueTM-Assays ließ sich ebenfalls die Zellviabilität bestimmen. 

Hierfür wurde das Zellkulturmedium von den jeweiligen Proben in einer 96-Well-Platte 

entfernt und 200 µl einer 10 % alamarBlue™-Lösung in Zellkulturmedium auf die 

Proben gegeben. Dies inkubierte 4 h im CO2-Inkubator. Danach wurden 100 µl der 

alamarBlue™-Lösung entnommen und auf eine neue 96-Well-Platte überführt. Von 

diesen Proben wurde nun die Fluoreszenz bei 590 nm gemessen. Die Zellproben, 

deren Zellviabilität gemessen wurde, konnten mit DPBS gespült, in ihrem jeweiligen 

Zellkulturmedium weiterkultiviert (im Gegensatz zu den Zellen im MTT-Assay) und zu 

einem beliebigen Zeitpunkt erneut mit alamarBlue™-Lösung versehen werden.  

 

2.2.8 Migrationsassay in der Boyden-Kammer 

Die Migrationsfähigkeit der Endothelzellen wurde mittels Migrationsassay in der 

Boyden-Kammer untersucht. Hierfür wurden die Zellen zunächst für 24 h auf 

serumfreies HDMEC-Medium umgestellt. Für die Migrationsversuche mit 

Endothelzellen musste die benötigte Membran für die Boyden-Kammer mit Matrigel® 

beschichtet werden. Dafür wurde das Matrigel® 1:10 mit DPBS verdünnt und auf die 

Membran aufgetragen. Dies inkubierte bei 4 °C über Nacht auf einem Schüttler. Bei 

der verwendeten Membran handelte es sich um eine Polycarbonat-Membran mit einer 

Porengröße von 8 µm.  

Am Tag des Migrationsassays wurden die Endothelzellen aus ihrer Zellkulturflasche 

gelöst und in serumfreiem HDMEC-Medium resuspendiert. In den unteren Teil der 
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Boyden-Kammer wurden je Well 29 µl einer Lockstoff-Lösung pipettiert. In dieser 

Arbeit handelte es sich dabei um VEGF-121 oder aufgebrochenen Stärke- oder HES-

Nanopartikeln in verschiedenen Konzentrationen. Die Lockstofflösungen wurde jeweils 

mit serumfreien HDMEC-Medium angesetzt. Serumfreies HDMEC-Medium ohne 

Lockstoff diente als Negativkontrolle. Die beschichtete Membran wurde für 3 min in 

DPBS und danach auf den unteren Teil der Boyden-Kammer gelegt. Auf die Membran 

wurde ein Dichtungsring gelegt und darauf wurde der obere Teil der Boyden-Kammer 

angebracht und alles mit Schrauben fixiert. In den oberen Kammerteil wurde 50 μl 

Zellsuspension (3 x 104 Endothelzellen) pro Well pipettiert. Alle Ansätze wurden in 

einem Vierfach-Ansatz aufgetragen. Die Boyden-Kammer wurde für 16 h in den CO2-

Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit überführt. 

Danach wurde der obere Teil der Kammer auf einem Papiertuch ausgeleert, die 

Schrauben gelöst und der obere Teil samt Dichtungsring entfernt. Die Zellen, die nicht 

migriert waren, wurden mit dem Puffer nach Weise abgewaschen. Die migrierten 

Zellen wurden für 1 min in -20 °C kaltem 99,8 % Ethanol fixiert und trocknen gelassen. 

Danach folgte die Zellfärbung mittels Rapid Staining Färbekit der Firma Merck. Die 

Membran wurde drei Mal durch Hemacolor Solution 2 und sechs Mal durch Hemacolor 

Solution 3 gezogen. Die überschüssige Farbe wurde mit dem Puffer nach Weise 

entfernt. Danach wurde die Membran erneut trocknen gelassen und auf einem 

Objektträger mit Immersionsöl aufgebracht. Ein Deckglas wurde mit durchsichtigem 

Nagellack darauf fixiert und trocknen gelassen.  

Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch mit Hilfe eines Rasterokulars. Pro Well 

wurden 10 Raster ausgezählt. Die gezählten migrierten Zellen innerhalb der 10 Raster, 

welche eine Fläche von insgesamt 5,5 mm2 abdeckten, wurden gemittelt.  

 

2.2.9 Chemotaxis-Versuch mit Kollagenmatrix im Transwell-System 

Für den Chemotaxis-Versuch mit Kollagenmatrix im Transwell-System wurde die 

Kollagenmatrix mit einer Mono-Kultur aus HDMEC oder einer Bi-Kultur aus HDMEC 

und Fibroblasten besiedelt und in ein Transwell-System überführt. Vor der 

Zellbesiedlung wurden die Kollagenmatrices für 20 min mit HDMEC-Medium hydriert. 

Bei der Herstellung der Bi-Kultur wurden die Fibroblasten 24 h vorher auf HDMEC-

Medium umgestellt und an Kulturtag 1 5,6 x 104 Zellen/Kollagenmatrix in 200 µl 
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HDMEC-Medium auf die poröse Seite ausgesät. Die HDMEC wurden in einer 

Konzentration von 1,12 x 105 Zellen/Kollagenmatrix in HDMEC-Medium an Kulturtag 

2 auf die poröse Seite der Kollagenmatrix ausgesät.  

In einem Versuchsansatz wurden 24 h vor der Kollagenmatrix-Besiedlung mit HDMEC 

5,6 x 104 Fibroblasten in 200 µl Medium pro Well des Transwell-Systems ausgesät, 

um über die von Fibroblasten sezernierten Wachstumsfaktoren einen chemotaktischen 

Gradienten zu erzeugen. 24 h später wurden die HDMEC in 50 µl HDMEC-Medium 

auf die Kollagenmatrix ausgesät (Abbildung 7).  

 

Abbildung 7: Schematische Skizze des Versuchsaufbaus zur Chemotaxis mit Kollagenmatrix im 

Transwell-System. Hergestellt wurden Mono-Kulturen mit HDMEC und Bi-Kulturen mit HDMEC und 

Fibroblasten. In das Well des Transwell-Systems wurden Fibroblasten zur Sekretion von 

chemotaktischen Wachstumsfaktoren ausgesät.  

 

In einem weiteren Versuchsansatz wurde zeitgleich zur Kollagenmatrix-Besiedlung mit 

HDMEC 25 ng/ml oder 100 ng/ml VEGF-121 in einem Gesamtvolumen von 200 µl 

HDMEC-Medium in das Well pipettiert. Als Kontrolle für beide Versuchsansätze 

dienten Ansätze mit Mono- sowie Bi-Kulturen auf der Kollagenmatrix im Transwell-

System ohne Fibroblasten oder VEGF-121 im Well (Abbildung 8).  



 Material & Methoden 

47 
 

 

Abbildung 8: Schematische Skizze des Versuchsaufbaus zur Chemotaxis mit Kollagenmatrix im 

Transwell-System. Hergestellt wurden Mono-Kulturen mit HDMEC und Bi-Kulturen mit HDMEC und 

Fibroblasten. In das Well des Transwell-Systems wurden 25 ng/ml oder 100 ng/ml VEGF-121 zur 

Erzeugung eines chemotaktischen Gradienten hinzugegeben. 

 

Nach 24 h im Transwell-System wurden die Matrices entnommen und in 4 % 

ROTI®Histofix bei 4 °C für 1 h fixiert. Danach wurde die Kollagenmatrix bis zu einer 

Färbung in DPBS bei 4 °C gelagert.  

 

2.2.10 Chemotaxis-Versuch mit Kollagenmatrix mithilfe eines Kollagen I-

Gels 

In diesem Versuchsansatz wurde ein Kollagen I-Gel mit VEGF-121 versetzt und die 

mit Mono-Kulturen aus HDMEC oder Bi-Kulturen aus HDMEC und Fibroblasten 

besiedelte Kollagenmatrix in HDMEC-Medium darauf platziert. Es wurde untersucht, 

ob das Kollagen I-Gel über die Zeit VEGF-121 an das darüber liegende 

Zellkulturmedium abgibt und dadurch einen längerfristigen chemotaktischen 

Gradienten erzeugen kann.   

In einem Vorversuch hierfür wurde ermittelt, welche Menge an VEGF-121 aus dem 

auspolymerisierten Kollagen I-Gel in das darüber liegende Medium ausdiffundiert. 

Dafür wurde Kollagen I-Gel (3 mg/ml Kollagen I) angesetzt und mit 1 µg/ml VEGF-121 

versetzt (Tabelle 15). Das Gel wurde auf Eis angesetzt und das Kollagen I wurde dabei 

als letztes pipettiert. Bei der Zugabe des Kollagens konnte man einen Farbumschlag 

von pink zu gelb (saurer pH-Bereich) beobachten. Um den optimalen pH-Wert 

einzustellen, musste NaOH nachträglich in 1 µl-Schritten hinzu pipettiert werden, bis 
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sich wieder eine durchgängige Pink-Färbung des Gels (neutraler pH-Bereich) 

einstellte. Jeweils 100 µl Gel wurden in das Well einer 96-Well-Platte pipettiert und 

20 min im CO2-Inkubator auspolymerisieren gelassen. In jedem Well befanden sich 

somit 100 ng VEGF-121. Das Gel wurde nach dem Auspolymerisieren mit 150 µl 

DPBS bedeckt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde dieser Überstand abgenommen 

und bei -20 °C eingefroren, um daraufhin mittels ELISA auf VEGF-121 untersucht zu 

werden. 

Tabelle 15: Zusammensetzung des Kollagen I-Gels mit einer Kollagen I-Konzentration von 

3 mg/ml. Das Gel wurde vor dem Auspolymerisieren mit 1µg/ml VEGF-121 versetzt.  

Chemikalie Volumen (µl) für 1 ml Gel 

M199 10x 91,10 

NaHCO3 7,5 % 43,42 

NaOH 1N 32,19 

Aqua dest. 231,49 

Kollagen I 601,79 

 + VEGF-121 1 µg 

 

Für den Chemotaxis-Versuch wurde das Kollagen I-Gel angesetzt und mit 1 µg/ml 

VEGF-121 versetzt. Danach wurden 100 µl des flüssigen Gels in das Well einer 96-

Well-Platte pipettiert und 20 min im CO2-Inkubator auspolymerisieren gelassen. In 

jedem Well befanden sich somit ebenfalls wie in dem Vorversuch 100 ng VEGF-121. 

Auf das auspolymerisierte Gel wurde die bereits am Vortag mit Fibroblasten besiedelte 

Kollagenmatrix oder eine leere Kollagenmatrix gelegt. Diese wurden nun mit HDMEC 

in 150 µl HDMEC-Medium besiedelt und für 24 h inkubieren gelassen (Abbildung 9). 

Nach diesen 24 h wurden die Matrices mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C für 1 h fixiert. 

Danach wurde die Kollagenmatrix bis zur weiteren Analyse in DPBS bei 4 °C gelagert.  
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Abbildung 9: Schematische Skizze des Versuchsaufbaus zur Chemotaxis mit Kollagenmatrix 

mithilfe von mit Angiogenesefaktoren-versetztem Kollagen I-Gel. Hergestellt wurden Mono-

Kulturen mit HDMEC und Bi-Kulturen mit HDMEC und Fibroblasten. Die zellbesiedelte Kollagenmatrix 

wurde auf einem Kollagen I-Gel platziert, welches mit 1 µg/ml VEGF-121 versetzt wurde.  

 

2.2.11 Analyse der Freisetzungskinetik der Nanopartikel 

Verschiedene Menge an Stärke- und HES-Nanopartikeln mit Sulforhodamin-101 (SR-

101) oder VEGF-121 wurden in serumfreiem HDMEC-Medium resuspendiert. Jeweils 

250 µl wurden als Triplet-Ansatz in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. Mittels 

α-Amylase kann Stärke verdaut werde. Verschiedene Konzentrationen an α-Amylase 

verdünnt in serumfreiem HDMEC-Medium wurde zu den Ansätzen pipettiert. Dies 

inkubierte für verschiedene Inkubationszeiten bis hin zu einer Woche im CO2-

Inkubator.Nach der Inkubationszeit wurde das gesamte Volumen pro Well in ein neues 

Reagiergefäß überführt und bei 1467 x g, und RT für 30 min zentrifugiert.  

Vorsichtig wurden 200 µl der Überstände von den Stärke- und HES-Nanopartikeln mit 

SR-101 abpipettiert. Dies wurde auf eine frische 96-Well-Platte überführt und mittels 

des GloMax®-Multi+ Detection Systems gemessen. Die Fluoreszenz der Überstände 

wurde bei einer Wellenlänge von 580 nm und 640 nm Referenzwellenlänge gemessen.  

Auch von den Überständen der Stärke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121 wurden 

200 µl abpipettiert. Diese wurden in Reagiergefäße überführt und bei -20 °C 

eingefroren. Sobald alle zu analysierenden Überstände gesammelt waren, wurden 

diese mittels VEGF-ELISA nach dem Herstellerprotokoll analysiert und ausgewertet. 

Die Proben wurden dabei nicht verdünnt. 

In einem alternativen Ansatz wurden die Stärke- sowie HES-Nanopartikel während der 

gesamten Inkubationszeit mit α-Amylase bei 37 °C bei 300 x g auf einem Heizschüttler 
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mit oder auch ohne Rührstäbchen geschüttelt. In einem weiteren Ansatz wurden die 

Stärke- und HES-Nanopartikel vor der Analyse der Freisetzung ihres Inhaltes für 

10 min mit Ultraschall behandelt.  

 

2.2.12 Zellinjektion in die Kollagenmatrix 

Die Kollagenmatrix wurde wie bereits beschrieben für die Tri-Kultivierung mit 

Fibroblasten und Epithelzellen besiedelt. Die HDMEC wurden mittels Trypsin-EDTA 

(0,25 %) aus der Zellkulturflasche abgelöst und 8 x 105 in 400 µl HDMEC-Medium 

aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mittels Kanüle (30G 1/2) an mehreren 

Stellen in die Kollagenmatrix in einer 96-Well-Platte liegend injiziert. Die Kanüle wurde 

dabei auf einen Omnifix®-F Luer Solo gesteckt. Nach 4 h wurde die besiedelte 

Kollagenmatrix zurück in das Transwell-System überführt und mit den jeweiligen 

Zellkulturmedien versorgt.  

 

2.2.13 ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent 

Bei den besiedelten Kollagenmatrices fand an Kulturtag 15, 19 oder 26 eine 

extrakorporale Stoßwellentherapie (ESWT)-Anwendung statt. Dafür wurde ein 1 % 

Agarose-Gel in das Well einer 6-Well-Platte gegossen. Daraus wurde eine Fläche mit 

der Größe der Kollagenmatrix ausgestanzt. Die besiedelte Matrix wurde in den 

ausgestanzten Bereich gelegt und mit einem Gel-Pfropf bedeckt, so dass sie durch die 

Stoßwellen nicht weggedrückt werden konnte. Der Kopf des Stoßwellengeräts wurde 

direkt auf das Agarose-Gel gehalten. Die Kollagenmatrix wurde über das Gel mit einem 

Luftdruck von 3,0 bar, einer Frequenz von 5 Hz, einer Energieflussdichte von 

0,12 mJ/mm2 und 500 Impulsen beschossen (Abbildung 10). Danach wurde die Matrix 

zurück in das Transwell-System überführt und bis zum Kulturende an Kulturtag 33 

weiterkultiviert. Danach wurden die Matrices mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C für 1 h 

fixiert. Dann wurde die Kollagenmatrix bis zu einer Färbung in DPBS bei 4 °C gelagert. 
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der ESWT-Anwendung der zellbesiedelten 

Kollagenmatrices. Bei den Kollagenmatrices fand an Kulturtag 15, 19 oder 26 der Zellkultivierung eine 

extrakorporale Stoßwellentherapie (ESWT)-Anwendung statt. Nach der Behandlung wurden die 

Matrices bis zum Kultivierungsende zurück in das Transwell-System überführt (Teile dieser Abbildung 

wurden von Frau Dr. med. Diana Heimes aus der Klinik und Poliklinik für Mund-Kiefer- und 

Gesichtschirurgie der Universitätsmedizin Mainz angefertigt und zur Verfügung gestellt).   

 

2.2.14 CD31-Fluoreszenzfärbung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

Die fixierten Matrices wurden zunächst dreimal mit DPBS für jeweils 10 min bei RT 

und 300 rpm auf dem Thermoschüttler gewaschen. Danach wurden die Matrices für 

20 min in 0,2 % Triton-X in DPBS bei RT inkubiert, wobei die Zellen permeabilisiert 

wurden. Anschließend wurden die Matrices erneut dreimal für 10 min bei 300 rpm auf 

dem Thermoschüttler mit DPBS gewaschen und es folgte die Inkubation mit dem 

Primärantikörper. Hierbei wurde der Antikörper anti-CD31 1:50 in einer 1 % BSA-

DPBS-Lösung verdünnt und jeweils 200 µl auf die Matrices pipettiert. Dies inkubierte 

für 1 h bei RT auf dem Schüttler und danach bei 4 °C über Nacht auf dem 

Thermoschüttler bei 300 rpm. Am nächsten Tag wurden die Matrices erneut dreimal 

für 10 min mit DPBS gewaschen. Der Sekundärantikörper Alexa Fluor 488 wurde 

1:200 in einer 1 % BSA-DPBS-Lösung verdünnt und jeweils 200 µl auf die Matrices 

pipettiert. Dies inkubierte für 2 h bei RT auf dem Schüttler. Die Matrices wurden 

wiederholt dreimal7 x mit DPBS gewaschen und bis zur Fluoreszenzmikroskopie 

dunkel in DPBS kühl gelagert. Als Fluoreszenzmikroskop wurde das TCS SP8 

verwendet. Die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Software Fiji 

bearbeitet.  
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2.2.15 Charakterisierung der isolierten Zellen aus dem Vollblut 

Die isolierten Primärzellen aus dem peripheren Blut wurden auf einer 6-Well-Platte 

ausgesät. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zellisolation wurden die Zellen mit 

ROTI®Histofix bei 4 °C für 1 h fixiert. Danach wurden die Zellen mit 1,5 ml DPBS 

gewaschen. Die Charakterisierung der Zellen erfolgte über eine Antikörper-Färbung. 

Für die Antikörper-Färbung wurden verschiedene Fluoreszenz-gekoppelte 

Primärantikörper mit DPBS verdünnt (aufgelistete Konzentrationen in Tabelle 7) und 

zusammen für eine Dreifachfärbung auf die Zellen gegeben. Hierbei handelte es sich 

um Antikörper, die an das Zelloberflächenprotein CD14, CD31 und CD133 banden. 

Um unspezifische Antikörperbindungen zu erfassen, wurden weitere Wells mit den 

Zellen mit den jeweiligen Isotypkontroll-Antikörpern behandelt. In jedes Well wurde 

1 ml der Antikörper-Lösung oder der Lösung der Isotypkontroll-Antikörper gegeben. 

Dies inkubierte für 30 min im CO2-Inkubator. Danach wurden die Antikörper-Lösungen 

entfernt, die Wells mit DPBS gewaschen und 2 ml frisches DPBS auf die Zellen 

gegeben. Als Fluoreszenzmikroskop wurde das TCS SP8 verwendet. Die Darstellung 

der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde mit der Software Fiji erzeugt.  

 

2.2.16 Chorioallantoismembran-Assay 

Befruchtete Leghorn Hühnereier wurden nach ihrer Ankunft im Labor vorsichtig mit 

einer hochverdünnten Ethanol-Lösung gereinigt und in Querlage in den Brutautomaten 

gelegt. Dieser wurde auf 38,5 °C beheizt und hatte eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. 

Vor der Bestückung der Chorioallantoismembran (CAM) mit den Zell-besiedelten 

Kollagenmatrices mussten die Eier 4 Tage im Brutautomat vorinkubieren, bis sie sich 

an Embryonaltag 4 befanden. Am 3. Inkubationstag (3. Embryonaltag) wurde am 

stumpfen Pol des Eis 6 ml Eiklar mit einer Kanüle abgezogen. Danach wurde die 

Einstichstelle mit Leukosilk verschlossen. Auf die obenliegende Seite des Eis wurden 

zwei Streifen des Leukosilks übereinander geklebt und in diesem Bereich ein etwa 

2-3 cm großes ovales Fenster aus der Eischale geschnitten. Das Fenster wurde mit 

Parafilm verschlossen. Am 4. Inkubationstag wurde die CAM mit besiedelten 

Kollagenmatrices bestückt. Dafür wurde die Kollagenmatrix innerhalb der CAM an den 

Randbereich auf der entgegengesetzten Seite der Luftkammer des Eis gelegt. Dabei 

lag die Matrix mit der porösen Seite auf der CAM auf und die glatte, zellokklusive Seite 

zeigte nach oben und hatte Luftkontakt. Die Mundschleimhaut-Äquivalente blieben bis 
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zum 9. bis 14. Embryonaltag auf der CAM, je nach Überlebenszeit des Embryos. Für 

das Abpräparieren der Kollagenmatrix sowie der anliegenden CAM wurde die CAM mit 

einer Pinzette gefasst und mit einer Schere ausgeschnitten. Die Probe wurde mittels 

Spatel auf ein gefaltetes TissueTek® Einbettpapier überführt, in eine Einbettkassette 

überführt, 1 h mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C fixiert und daraufhin in DPBS überführt. 

Es folgte das Einbetten der Proben in Paraffin, sowie das Schneiden und Färben der 

Proben wie unter Punkt 2.2.17 beschrieben. 

 

2.2.17 Immunhistochemische Färbung des Mundschleimhaut-

Äquivalents 

Die mit ROTI®Histofix fixierten Kollagenmatrices wurden für die immunhisto-

chemischen Färbungen eingebettet und geschnitten. Zum Einbetten der Proben in 

Paraffin wurden diese in Einbettkassetten gelegt und in den Tissue-Tek VIP 

Einbettautomaten überführt. Dort durchlaufen sie eine aufsteigende Alkoholreihe mit 

abschließender Xylol-Inkubation (Tabelle 16). Danach wurden die Proben an der 

Tissue-Tek Thermal-, Dispensing- und Kryo-Konsole in Paraffinblöckchen eingebettet.  

Tabelle 16: Aufsteigende Alkoholreihe zur Einbettung der fixierten Kollagenmatrices in Paraffin. 

Zyklus  Substanz  Temperatur  Dauer  

1 x  Ethanol 50 % 40 °C 1 Stunde  

1 x  Ethanol 70 % 40 °C 1 Stunde  

1 x  Ethanol 80 % 40 °C 1 Stunde  

1 x  Ethanol 90 % 40 °C 1 Stunde  

2 x  Ethanol 100 % 40 °C 1 Stunde  

3 x  Xylol 40 °C 1 Stunde  

 

Danach wurden die Proben senkrecht zur porösen und glatten, okklusiven Seite am 

Schlitten-Mikrotom in 4 µm dünne Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden in Aqua 

dest. überführt und auf Objektträgern platziert. Danach kamen die Objektträger in ein 

50 °C warmes Wasserbad und wurden daraufhin bei 60 °C für 1-2 Stunden erhitzt. Die 

Schnitte wurden anschließend zunächst mit einer absteigenden alkoholischen Reihe 

hydratisiert und das Paraffin entfernt (Tabelle 17).  
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Tabelle 17: Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinisierung der Schnitte der Kollagenmatrices. 

Lösung Dauer 

Xylol 3 x 10 min 

100 % Ethanol 2 x 2 min 

96 % Ethanol 2 x 2 min 

70 % Ethanol 1 x 2 min 

Aqua dest. 1 x 1 min 

 

Im Anschluss folgte die Hitzedemaskierung. Dafür wurden die Schnitte mit 1X high 

buffer (pH 9) in vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) in eine Küvette überführt. Die mit 

Schnitten befüllte Küvette wurde für 10 min in einen vorgeheizten Dampfgarer gestellt. 

Die Küvette wurde aus dem Dampfgarer entnommen, für 20 min abkühlen gelassen 

und anschließend zweimal mit VE-Wasser gespült. Es folgte die Blockierung der 

endogenen Peroxidase. Dafür wurden die Proben auf den Objektträgern mit einem 

Fettstift eingekreist und in eine Feuchtkammer gelegt. Eine 3 % H2O2-Lösung in VE-

Wasser wurde frisch angesetzt und auf die Schnitte innerhalb des mit Fettstift 

eingekreisten Bereichs gegeben. Dies inkubierte für 10 min bei RT. Danach wurden 

die Schnitte erneut zweimal mit Aqua dest. und einmal mit DPBS gewaschen und 

unspezifische Antikörperbindungen blockiert, indem eine 1 % BSA-Lösung in DPBS 

auf die Schnitte gegeben wurde. Dies inkubierte in der Feuchtkammer bei RT für 1 h. 

Danach wurden die Schnitte wiederholt zweimal mit VE-Wasser gespült.  

Es folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper (CD31, vWF, Tenascin, 

Kollagen IV, Laminin, Occludin, Zytokeratin 19, Zytokeratin 13, Involucrin). Der 

Antikörper wurde mit der Envision Antibody Solution verdünnt (jeweilige 

Verdünnungen in Tabelle 7 aufgelistet) und auf die Schnitte aufgetragen. Dies 

inkubierte in der Feuchtkammer bei 4 °C über Nacht. Die Schnitte wurden dreimal für 

2 min mit DPBS gewaschen. Daraufhin fand die Inkubation mit der 

Sekundärantikörperlösung (Dako Real Envision; gebrauchsfertig) statt. Dies inkubierte 

in der Feuchtkammer bei RT für 30 min. Danach wurden die Schnitte erneut dreimal 

für 2 min mit DBPS gewaschen und es folgte die DAB-Färbung. Die Schnitte wurden 

für maximal 3 min mit der DAB-Lösung (DAB 1:50 im DAB-Puffer) inkubiert, bis sich 

die Färbung zeigte. Anschließend wurden die Schnitte dreimal mit Aqua. dest. für 2 min 

gewaschen. Dann folgte die Zellkernfärbung mit Mayers Hämalaun für ca. 10 min. 

Danach wurden die Schnitte zum Spülen 10 min unter fließendes Leitungswasser 

gehalten und einmal mit VE-Wasser gespült. Dann folgte eine Dehydrierung durch eine 



 Material & Methoden 

55 
 

aufsteigende Alkoholreihe (Tabelle 18). Zum Schluss wurden die Schnitte mit Hico-Mic 

eingedeckt und konnten mittels Lichtmikroskopie beurteilt und fotografiert werden. 

Tabelle 18: Aufsteigende Alkoholreihe zum Eindecken der immunhistochemisch gefärbten 

Kollagenmatrices.  

Lösung Dauer 

70 % Ethanol 2 x 2 min 

96 % Ethanol 1 x 2 min 

100 % Ethanol 2 x 2 min 

Xylol 3 x 5 min 

 

2.2.18 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde in Microsoft Excel 2016 ausgeführt. Alle Versuche 

wurden mindestens drei Mal unabhängig voneinander durchgeführt. Bei Analysen der 

Sulforhodamin-101- und VEGF-121-Freisetzung wurden jeweils Triplet-Ansätze 

durchgeführt. Von den jeweiligen Messungen wurden der Mittelwert und die 

Standardabweichung berechnet.  Signifikanzen wurden mittels zweiseitigen Student’s 

T-test berechnet. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert (* p < 0,05, 

** p < 0,01). 
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3. Ergebnisse 

3.1 Primärzell-Isolation aus Patientinnen- und Patientenmaterial 

Für die Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente wurden drei verschiedene 

Zelltypen verwendet. Diese wurden als Primärzellen direkt aus Patientinnen- und 

Patientenmaterial isoliert. Die Isolation von Fibroblasten und Epithelzellen erfolgte aus 

gesunden Mundschleimhautgeweben, welche als Stanzbiopsate gewonnen wurden. 

Die Isolation der Endothelzellen erfolgte zum einen aus juvenilen Vorhäuten, welche 

bei Zirkumzisionen gewonnen wurden. Dabei wurden die sogenannten humanen, 

dermalen, mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) isoliert. Zum anderen wurden 

endotheliale kolonieformende Vorläuferzellen (endothelial colony forming cells, ECFC) 

aus Vollblutspenden isoliert.  

 

3.1.1 Fibroblasten-Isolation aus der Mundschleimhaut 
Die Fibroblasten fingen drei Tage nach der Präparation des Patientinnen- und 

Patientenmaterials an aus der Bindegewebsschicht der Mundschleimhautgewebe 

auszuwachsen (Abbildung 11 A). Durch die Umstellung von FADcomplete-Medium auf 

Fibroblasten-Medium konnte das Wachstum einer reinen Fibroblasten-Kultur erzielt 

werden (Abbildung 11 B).  Nach 14 Tagen war eine konfluente Fibroblasten-Kultur 

erreicht, bei der sich die Zellen eng aneinanderlagerten (Abbildung 11 C). Die Isolation 

der Fibroblasten war erfolgreich und die Zellen konnten somit 14 Tage nach ihrer 

Isolation für Versuche verwendet werden. 

Abbildung 11: Darstellung der isolierten Fibroblasten aus humaner Mundschleimhaut. A) Die 

Fibroblasten wuchsen nach drei Tagen aus der Bindegewebsschicht der Mundschleimhaut (rot 

gestrichelt) aus. B) Nach dem Auswachsen der Zellen wurden diese von FADcomplete-Medium auf 

Fibroblasten-Medium umgestellt. C) Nach 14 Tagen war eine konfluente Fibroblasten-Kultur erreicht. 

Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 200 µm. 
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3.1.2 Epithelzell-Isolation aus der Mundschleimhaut 
Die Epithelzellen fingen ebenfalls drei Tagen nach der Präparation des Patientinnen- 

und Patientenmaterials an aus der Epithelschicht der Mundschleimhautgewebe 

auszuwachsen (Abbildung 12 A). Nach der Umstellung von FADcomplete-Medium auf 

Epithelzell-Medium lösten sich die Zellen zunächst aus ihrem Zellverband (Abbildung 

12 B). Nach wenigen Tagen schlossen sie sich zu einem neuen Zellverband 

zusammen und nahmen die für Epithelzellen charakteristische Kopfsteinpflaster-

Morphologie an (Abbildung 12 C). Für die Anwendung der Epithelzellen zur 

Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente erfolgte erneut die Umstellung auf 

FADcomplete-Medium. Dabei änderten die Zellen ihre Morphologie. Sie saßen flacher am 

Boden der Zellkulturflasche fest und erschienen in der mikroskopischen Betrachtung 

weniger dreidimensional als im Epithelzell-Medium (Abbildung 12 D). Die Isolation der 

Epithelzellen aus Mundschleimhaut war somit ebenfalls erfolgreich und die Zellen 

konnten 14 Tage nach ihrer Isolation für Versuche verwendet werden. 

Abbildung 12: Darstellung der isolierten Epithelzellen aus humaner Mundschleimhaut. A) Die 

Epithelzellen wuchsen nach drei Tagen aus der Epithelschicht der Mundschleimhaut (rot gestrichelt) 

aus. B) Nach dem Auswachsen der Zellen wurden diese von FADcomplete-Medium auf CnT-Prime-

Medium (Epithelzell-Medium) umgestellt. C) Innerhalb der Kultivierung der Epithelzellen mit Epithelzell-

Medium zeigte diese eine charakteristische Kopfsteinpflaster-Morphologie. D) Für die Anwendung der 

Epithelzellen zur Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente erfolgte die Umstellung auf FADcomplete-

Medium. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 200 µm. 
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3.1.3 Endothelzell-Isolation 

3.1.3.1 HDMEC-Isolation aus der juvenilen Vorhaut 
Bei der Isolation von humanen, dermalen, mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) 

konnte eine Kontamination mit Fibroblasten nicht vermieden werden. Diese ließen sich 

morphologisch eindeutig voneinander unterscheiden (Abbildung 13 A). Durch die 

CD31-Magnetbead-Isolation sieben Tage nach der Präparation der Patientinnen- und 

Patientengewebe, konnte die Isolation der Endothelzellen erreicht und die Kultivierung 

einer reinen Endothelzell-Kultur erzielt werden (Abbildung 13 B). Nach insgesamt 

14 Tagen war eine konfluente Endothelzellkultur erreicht (Abbildung 13 C). Die 

Isolation der Endothelzelle aus juveniler Vorhaut war erfolgreich und die Zellen 

konnten somit 14 Tage nach ihrer Isolation für Versuche verwendet werden. 

Abbildung 13: Darstellung der isolierten humanen, dermalen, mikrovaskulären Endothelzellen 

(HDMEC) aus juveniler Vorhaut. A) Bei der Zellisolation ergab sich eine Mischkultur aus HDMEC 

(schwarze Pfeilspitze) und Fibroblasten (weiße Pfeilspitze). B) Um die Endothelzellen aus der Zellkultur 

heraus zu selektionieren, wurde eine CD31-Magnetbead-Isolation durchgeführt. Die CD31-

Magnetbeads (graue Pfeilspitze) banden an der Oberfläche der Endothelzellen. C) Nach der CD31-

Magnetbead-Isoaltion wuchs eine reine Endothelzellkultur heran. Die Magnetbeads lösten sich mit der 

Zeit wieder von den Zellen ab. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 200 µm.  

 

3.1.3.2 ECFC-Isolation aus Vollblut 
Die Isolation der endothelialen kolonieformenden Vorläuferzellen (ECFC) dauerte von 

der Präparation der Vollblutspenden bis hin zu einer konfluenten Zellkultur ca. 

28 Tage. Drei Tage nach der Isolation waren viele unbestimmte Zellen zu erkennen 

(Abbildung 14 A). Bei den täglichen Waschschritten mit DPBS und der anschließenden 

Zugabe von frischem ECFC-Medium lösten sich Zellen ab. Sieben Tage nach der 

Isolation war die Anzahl der adhärenten Zellen deutlich verringert und ein Großteil der 

adhärenten Zellen besaß eine spindelförmige Morphologie (Abbildung 14 B). Etwa 

zehn Tage nach der Isolation bildeten sich die ersten charakteristischen Zellkolonien 

aus (Abbildung 14 C). Nach etwa 14 bis 21 Tagen waren die ersten adulten 

Endothelzellen mit einer charakteristischen Kopfsteinpflaster-Morphologie erkennbar 

(Abbildung 14 D und E). Nach ca. 28 Tagen war eine konfluente Zellkultur aus adulten 
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Endothelzellen erreicht (Abbildung 14 F). Die Isolation der Endothelzellen aus 

Vollblutspenden war somit ebenfalls erfolgreich. Die Zellen konnten ca. 28 Tage nach 

ihrer Isolation für Versuche verwendet werden. 

 

Abbildung 14: Darstellung der isolierten endothelialen, kolonieformenden Vorläuferzellen 

(ECFC) aus Vollblut. A) Drei Tage nach der Isolation waren viele unbestimmte Zellen vorhanden. B) 

Sieben Tage nach der Isolation war die Anzahl der adhärenten Zellen deutlich verringert. C) Nach ca. 

zehn Tagen bildeten sich die ersten charakteristischen Zellkolonien (schwarzer Pfeil) aus. D) und E) 

Nach ca. 14 Tagen und 21 Tagen waren die ersten Zellen mit klarer Endothelzell-Morphologie 

erkennbar. F) Nach ca. 28 Tagen war eine konfluente Zellkultur aus adulten Endothelzellen erreicht. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 200 µm. 

 

3.1.3.2.1 Charakterisierung der ECFC 
Für die Charakterisierung der ECFC wurden die Zellen aus dem Vollblut jeweils 3, 7, 

10, 14, 21 sowie 28 Tagen nach ihrer Isolation mit Antikörpern markiert und 

fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei wurden endotheliale Zellen mittels CD31-

Antikörper detektiert. Drei Tage nach der Isolation war kaum eine CD31-Expression 

nachzuweisen. Nach sieben Tagen waren viele Zellen CD31-positiv. Zehn Tage nach 

der Isolation war die Anzahl der CD31-positiven Zellen geringer als nach sieben 

Tagen. Ab 14 Tagen nach der Isolation stieg die Anzahl an CD31-positiven Zellen an. 

Nach 28 Tagen waren alle vorhandenen Zellen CD31-positiv (Abbildung 15). CD14 ist 

ein Oberflächenprotein, welches vor allem von Monozyten aber auch von ECFC 

exprimiert wird. Es wurde erwartet, dass die isolierten ECFC in der früheren Phase der 

Kultivierung CD14-positiv sind und als adulte Endothelzellen CD14-negativ. Drei Tage 

nach der Isolation bis hin zu 21 Tage nach der Isolation waren alle Zellen, die CD31-

positiv waren, ebenfalls CD14-positiv. Die adulten Endothelzellen an Tag 28 nach der 
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Isolation waren CD14-negativ (Abbildung 15). Stammzellen sind CD133-positiv. Es 

war zu erwarten, dass die isolierten ECFC in der früheren Phase der Kultivierung 

CD133-positiv sind und als adulte Endothelzellen CD133-negativ. Der CD133-

Nachweis fiel drei Tage bis hin zu 28 Tage nach der Isolation negativ aus 

(Abbildung 15). Das Nichtvorhandensein von CD133 auf der Oberfläche der isolierten 

Zellen konnte nicht durch eine Positivkontrolle verifiziert werden, da keine zur 

Verfügung stand. 

Abbildung 15: Charakterisierung der endothelialen, kolonieformenden Vorläuferzellen (ECFC) 

aus dem Vollblut mittels Fluoreszenzfärbung von CD31-, CD14- sowie CD133-Antikörpern 

(Dreifachfärbung) zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Isolation. Hierfür dienten CD31-

Antikörper als Endothelzellmarker. Die isolierten Zellen sollten zu frühen Zeitpunkten nach der Isolation 

CD14-positiv sein und die adulten Endothelzellen CD14-negativ; gleiches galt für CD133. Dargestellt 

sind repräsentative Bilder von drei Durchgängen.  

 

3.2 Analyse des Mundschleimhaut-Äquivalents in vitro 

3.2.1 Hydrierung der Kollagenmatrix 
Für die Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente wurden Kollagenmatrices als 

Scaffolds verwendet. Es wurde untersucht, ob die Hydrierung der trockenen 

Kollagenmatrices mit Zellkulturmedium vor dem Aussäen des ersten Zelltyps einen 

Vorteil für die Zellviabilität hat. Als erster Zelltyp wurden für die Herstellung der 

Mundschleimhaut-Äquivalente Fibroblasten in HDMEC-Medium ausgesät. Die 

Hydrierung der Kollagenmatrix mit HDMEC-Medium vor dem Aussäen der 

Fibroblasten führte 4 h nach dem Aussäen zu einer signifikanten Steigerung der 
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Zellviabilität um 67 % im Vergleich zu den Zellen der unhydrierten Kontrolle. 24 h nach 

dem Aussäen war die Zellviabilität der hydrierten Proben um 36 % erhöht im Vergleich 

zur unhydrierten Kontrolle (Abbildung 16). Die Hydrierung führte zum Aufquellen der 

Kollagenmatrices vor dem Aussäen der Zellen. Dies schien für die Zellviabilität der 

Fibroblasten innerhalb der Mundschleimhaut-Äquivalent-Herstellung von großem 

Vorteil zu sein. Für die folgenden Versuche wurden alle Kollagenmatrices vor dem 

Aussäen der Zellen mit HDMEC-Medium hydriert.  

 

Abbildung 16: Zellviabilität der Fibroblasten auf hydierten und unhydrierten Kollagenmatrices 

4 h und 24 h nach dem Aussäen. Die Kollagenmatrices wurden vor dem Aussäen der Zellen mit 

HDMEC-Medium hydriert. Als Kontrolle dienten unhydrierte Kollagenmatrices. Dargestellt sind die 

prozentualen, gemittelten Werte bezogen auf die Kontrolle, sowie die Standardabweichungen aus drei 

Versuchsdurchgängen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, ** p < 0,01. Die mit Sternchen 

markierte Signifikanz bezieht sich auf die jeweilige Kontrolle.  

 

3.2.2 Struktureller Aufbau des Mundschleimhaut-Äquivalents 
Die Kollagenmatrix, welche als Scaffold für die Herstellung der Mundschleimhaut-

Äquivalente verwendet wurde, hatte eine bilayer Struktur (Abbildung 17 A). Auf die 

glatte, zellokklusive Seite der Kollagenmatrix wurden die Epithelzellen ausgesät 

(Abbildung 17 B). Auf die poröse Seite der Matrix wurden die Fibroblasten, sowie die 

Endothelzellen ausgesät (Abbildung 17 C).  
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Abbildung 17: Darstellung der bilayer Struktur der Zell-besiedelten Kollagenmatrix. A) Das 

Mundschleimhaut-Äquivalent, welche aus einer Tri-Kultur auf der Kollagenmatrix besteht, wurde 

geschnitten und mit Hämalaun gefärbt. Die glatte, zellokklusive Seite ist nach oben und die poröse Seite 

nach unten orientiert dargestellt. B) Gezeigt ist ein vergrößerter Ausschnitt der glatten, zellokklusiven 

Seite aus A. C) Gezeigt ist ein vergrößerter Ausschnitt der porösen Seite aus A. Der Maßstabsbalken 

entspricht einer Länge von 500 µm.  

 

3.2.2.1 Ausbildung von Gefäßstrukturen im Mundschleimhaut-Äquivalent 
Für die Ausbildung von Gefäßstrukturen im Mundschleimhaut-Äquivalent wurden an 

Kulturtag 12 Endothelzellen auf die Kollagenmatrix ausgesät. In einer Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und HDMEC (Abbildung 18 A) sowie in einer Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC (Abbildung 18 B) bildeten sich bis Kulturtag 26 

Gefäßstrukturen aus. Die Gefäßstrukturen formten sich bis zum Kulturende an Tag 33 

weiter aus. Die Gefäßstrukturen im Mundschleimhaut-Äquivalent waren an Kulturtag 

26 oberflächlich auf der porösen Seite der Kollagenmatrix lokalisiert. An Kulturtag 33 

waren die Gefäßstrukturen etwas tiefer lokalisiert und die Lumen der Strukturen waren 

immunhistochemisch deutlich erkennbar (Abbildung 18 C).  
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Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische und immunhistochemische Darstellung der 

Gefäßstrukturen im Mundschleimhaut-Äquivalent an Kulturtag 26 und 33. Hierfür wurde ein CD31-

Antikörper als Marker für Endothelzellen verwendet. A) Zum einen wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten 

und HDMEC an Kulturtag 26 und 33 CD31-markiert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 

untersucht. B) Die Gefäßausbildung von HDMEC in Tri-Kulturen zusammen mit Fibroblasten und 

Epithelzellen an Kulturtag 26 und 33 wurde ebenfalls mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 

dargestellt. C) Die Lokalisation der HDMEC (Pfeile) im Mundschleimhaut-Äquivalent (Tri-Kultur 

zusammen mit Fibroblasten und Epithelzellen) wurde mittels immunhistochemischer CD31-Färbung 

detektiert. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite 

nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde vier Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Die Gefäßstrukturen zeigten an Kulturtag 26 sowie an Kulturtag 33 eine vWF-

Ausprägung (Abbildung 19).   
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Abbildung 19: Immunhistochemischen Färbungen von vWF des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 26 und 33. vWF wurde als Marker für Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde fünf Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

3.2.2.2 Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent   
Ein indirekter Nachweis der Fibroblasten und ihrer Funktionalität zur Ausbildung der 

extrazellulären Matrix im Mundschleimhaut-Äquivalent wurde durch eine 

immunhistochemische Tenascin-Färbung an Kulturtag 12, 26 und 33 dargestellt. An 

Kulturtag 12 war die Tenascin-Färbung in oberflächlichen Bereiches des 

Mundschleimhaut-Äquivalents nachweisbar. An Kulturtag 26 bishin zu Kulturtag 33 

nahm die Tenascin-Verteilung im Mundschleimhaut-Äquivalent deutlich zu und war bis 

in die Tiefe des gesamten Mundschleimhaut-Äquivalents nachweisbar (Abbildung 20). 

Abbildung 20: Immunhistochemische Färbung von Tenascin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 12, 26 und 33. Tenascin diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellulären Matrix 

und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind 

mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. 

Dieser Versuch wurde fünf Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 

500 µm. 
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3.2.2.3 Epithelausbildung des Mundschleimhaut-Äquivalents 
Die Epithelausbildung des Mundschleimhaut-Äquivalents wurde durch 

immunhistochemische Involucrin-, Zytokeratin 13- sowie Zytokeratin 19- Färbungen 

beurteilt. Involucrin wurde als Marker für vollständig ausdifferenzierte Epithelzellen 

verwendet. An Kulturtag 12 war eine kräftige, oberflächliche Involucrin-Färbung auf der 

zellokklusiven Seite des Mundschleimhaut-Äquivalents vorhanden. An Kulturtag 26 

war die Involucrin-Färbung zwar schwächer in ihrer Intensität, aber in einer breiteren 

Schicht vorhanden als an Kulturtag 12. An Kulturtag 33 war Involucrin nicht mehr in 

einer durchgehenden Linie, aber stellenweise in einer breiten Schicht vorhanden 

(Abbildung 21).  

Abbildung 21: Immunhistochemische Färbung von Involucrin des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Involucrin wurde als Marker für ausdifferenzierte Epithelzellen 

(Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven 

Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde fünf Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Zytokeratin 13 wurde als Marker für intermediär differenzierte Epithelzellen verwendet. 

Zytokeratin 13 war an Kulturtag 12 kräftig auf der Oberfläche des Mundschleimhaut-

Äquivalents in einer durchgehenden Schicht nachweisbar. An Kulturtag 26 war die 

Zytokeratin 13-Schicht etwas breiter. An Kulturtag 33 war Zytokeratin 13 in Clustern in 

einem breiten Bereich auf dem Mundschleimhaut-Äquivalent verteilt (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Immunhistochemische Färbung von Zytokeratin 13 des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Zytokeratin 13 wurde als Marker für intermediär differenzierte 

Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde fünf Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Zytokeratin 19 wurde als Marker für undifferenzierte, basale Epithelzellen verwendet. 

Es war an Kulturtag 12 nur schwach auf der Oberfläche des Mundschleimhaut-

Äquivalents ausgeprägt. An Kulturtag 26 war Zytokeratin 19 deutlich ausgeprägter und 

in einer breiteren Schicht nachweisbar. An Kulturtag 33 war Zytokeratin 19 in Clustern 

in einem breiten Bereich im Mundschleimhaut-Äquivalent verteilt (Abbildung 23).  

Abbildung 23: Immunhistochemische Färbung von Zytokeratin 19 des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Zytokeratin 19 wurde als Marker für undifferenzierte, basale 

Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde fünf Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Die Expression von Occludin als Bestandteil von Tight junctions wurde als Marker für 

die Funktionalität der Epithelzellen verwendet. An Kulturtag 12 war Occludin nur 

schwach, an Kulturtag 26 und Kulturtag 33 stark in einer breiten Schicht auf der 

Oberfläche des Mundschleimhaut-Äquivalents ausgeprägt (Abbildung 24).  

Kulturtag 12                           Kulturtag 26                               Kulturtag 33   

   Zytokeratin 13 

 

 

Kulturtag 12                           Kulturtag 26                               Kulturtag 33 

     
Zytokeratin 19 



 Ergebnisse 

67 
 

Abbildung 24: Immunhistochemische Färbung von Occludin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 12, 26 und 33. Occludin (Pfeile) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse 

der Funktionalität der Epithelzellschichten verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente 

sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert 

dargestellt. Dieser Versuch wurde fünf Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge 

von 500 µm. 

 

3.2.2.4 Basalmembranausbildung im Mundschleimhaut-Äquivalent 
Die Ausbildung der Basalmembran im Mundschleimhaut-Äquivalent wurde mittels 

immunhistochemischer Färbung von Laminin und Kollagen IV untersucht. An Kulturtag 

12 war eine oberflächliche Laminin-Schicht ausgeprägt. An Kulturtag 26 war die 

Laminin-Schicht etwas schwächer ausgeprägt, jedoch in einem breiteren Bereich 

verteilt als an Kulturtag 12. An Kulturtag 33 war Laminin in einem breiten Bereich im 

Mundschleimhaut-Äquivalent vorhanden (Abbildung 25).  

Abbildung 25: Immunhistochemische Färbung von Laminin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 12, 26 und 33. Laminin (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür 

verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite 

nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde fünf Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Der Basalmembran-Bestandteil Kollagen IV konnte im Mundschleimhaut-Äquivalent 

an Kulturtag 12, 26, sowie 33 nicht nachgewiesen werden (Abbildung 26).  
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Abbildung 26: Immunhistochemische Färbung von Kollagen IV des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Kollagen IV wurde als Bestandteil der Basalmembran als 

Marker dafür verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde fünf Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

   

3.2.3 Parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents 
Die parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents wurde im 

Hinblick auf die Sekretion verschiedener Zytokine untersucht. Zum einen wurde die 

Sekretion von Bi-Kulturen bestehend aus Fibroblasten und HDMEC auf der 

Kollagenmatrix, sowie die Sekretion von Tri-Kulturen bestehend aus Fibroblasten, 

HDMEC und Epithelzellen auf der Kollagenmatrix analysiert. Zum anderen wurde die 

Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen jeweils mit ECFC anstelle von HDMEC untersucht. 

Die Analyse wurde von Kulturtag 12 bis Kulturtag 33 vorgenommen und gab die 

Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Die Analyse der Sekretion an Kulturtag 12 

bezog sich immer auf den Zeitpunkt vor dem Aussäen der Endothelzellen an diesem 

Kulturtag innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents. Deswegen ist 

bei der Analyse der Sekretion an Kulturtag 12 zum einen von einer Mono-Kultur mit 

Fibroblasten die Rede, welche nach der Zugabe der Endothelzellen zur Bi-Kultur 

(Analyse ab Kulturtag 15) wurde und zum anderen von einer Bi-Kultur mit Fibroblasten 

und Epithelzellen, die nach der Zugabe der Endothelzellen zur Tri-Kultur (Analyse ab 

Kulturtag 15) wurde. 

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten an Kulturtag 12 vor der Zugabe der HDMEC 

sezernierte Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) zu einer Mediumkonzentration 

von 4,2 ng/ml. Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem 

Zeitpunkt VEGF zu einer Mediumkonzentration von 3,8 ng/ml. Nach der Zugabe der 

HDMEC sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC an Kulturtag 15 VEGF 

 

Kulturtag 12                           Kulturtag 26                         Kulturtag 33

    Kollagen IV                              
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zu einer Mediumkonzentration von 3,8 ng/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC zu einer Mediumkonzentration von 1,8 ng/ml. Die VEGF-

Sekretion der Bi- und Tri-Kulturen blieb mit kleinen Schwankungen bis zum Ende der 

Kultivierung konstant. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und HDMEC VEGF zu einer Mediumkonzentration von 3,5 ng/ml und die 

Tri-Kultur mit Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen zu einer Mediumkonzentration 

von 1,4 ng/ml. Ab Kulturtag 15 bis hin zu Kulturtag 33 (mit Ausnahme von Kulturtag 

27) sezernierte die Tri-Kultur signifikant weniger VEGF als die Bi-Kultur (Abbildung 

27 A).  

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

ECFC VEGF zu einer Mediumkonzentration von 3,0 ng/ml. Die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt ebenfalls VEGF zu 

einer Mediumkonzentration von 3,0 ng/ml. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und ECFC VEGF zu einer Mediumkonzentration von 3,1 ng/ml und die 

Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC VEGF zu einer 

Mediumkonzentration von 2,4 ng/ml. Die VEGF-Sekretion dieser Bi- und Tri-Kulturen 

blieb mit kleinen Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung konstant. Am letzten 

Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur VEGF zu einer Mediumkonzentration von 

3,0 ng/ml und die Tri-Kultur zu einer Mediumkonzentration von 2,1 ng/ml. 

(Abbildung 27 B). 
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Abbildung 27: VEGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen Kulturtagen. A) Die Bi-

Kultur bestand aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhaltete 

zusätzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix, 

die Tri-Kultur beinhaltete zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände der Kulturen wurden an Kulturtag 12, 

15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und gaben die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Diese 

wurde mittels VEGF-ELISA analysiert. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus drei Durchgängen, 

sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. 
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Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

HDMEC basic fibroblast growth factor (bFGF) zu einer Mediumkonzentration von 0,2 

ng/ml. Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt 

bFGF zu einer Mediumkonzentration von 1,4 ng/ml und damit signifikant mehr als die 

Mono-Kultur. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC 

bFGF zu einer Mediumkonzentration von 0,7 ng/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC 1,3 ng/ml bFGF und somit ebenfalls signifikant mehr als die 

Bi-Kultur an diesem Kulturtag. Die bFGF-Sekretion der Bi-Kultur schwankte (nicht-

signifikant) bis zum Ende der Kultivierung und sank dann ab, so dass der Überstand 

am letzten Kulturtag 33 eine bFGF-Konzentration von 0,3 ng/ml hatte. Die Sekretion 

der Tri-Kultur sank nach Kulturtag 12 bis hin zu Kulturtag 33 konstant ab. An Kulturtag 

33 sezernierte die Tri-Kultur bFGF zu einer Mediumkonzentration von 0,3 ng/ml 

(Abbildung 28 A).  

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

ECFC bFGF zu einer Mediumkonzentration von 0,2 ng/ml. Die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt bFGF zu einer 

Mediumkonzentration von 1,3 ng/ml und damit signifikant mehr als die Mono-Kultur. 

An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC bFGF zu einer 

Mediumkonzentration von 0,9 ng/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und ECFC bFGF zu einer Mediumkonzentration von 1,5 ng/ml. Die bFGF-Sekretion 

der Bi-Kultur stieg bis Kulturtag 27 an, sodass der Überstand eine bFGF-Konzentration 

von 1,3 ng/ml erreichte und sank danach wieder bis zum Kulturende an Tag 33 ab, 

sodass der Überstand eine bFGF-Konzentration von 0,4 ng/ml hatte. Die bFGF-

Sekretion der Tri-Kultur sank mit nicht-signifikanten Schwankungen bis zum Ende der 

Kultivierung an Tag 33 ab, so dass der Überstand eine bFGF-Konzentration von 

0,7 ng/ml hatte (Abbildung 28 B). 



 Ergebnisse 

72 
 

 

Abbildung 28: bFGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen Kulturtagen. A) Die Bi-

Kultur bestand aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhaltete 

zusätzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix, 

die Tri-Kultur beinhaltete zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände der Kulturen wurden an Kulturtag 12, 

15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und gaben die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Diese 

wurde mittels bFGF-ELISA analysiert. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus drei Durchgängen, 

sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. 
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Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

HDMEC Interleukin-8 (IL-8) zu einer Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml. Die Bi-Kultur 

mit Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt IL-8 zu einer 

Mediumkonzentration von 2,8 ng/ml und damit signifikant weniger als die Mono-Kultur. 

An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC IL-8 zu einer 

Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC ebenfalls IL-8 zu einer Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml. Die IL-8-

Sekretion der Bi- und Tri-Kulturen blieb mit minimalen nicht-signifikanten 

Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung unverändert. Am letzten Kulturtag 33 

sezernierte die Bi-Kultur sowie die Tri-Kultur IL-8 zu einer Mediumkonzentration von 

2,9 ng/ml (Abbildung 29 A).  

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

ECFC IL-8 zu einer Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml. Die Bi-Kultur mit Fibroblasten 

und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt IL-8 ebenfalls zu einer 

Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und ECFC IL-8 zu einer Mediumkonzentration von 2,8 ng/ml und die Tri-

Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC IL-8 zu einer Mediumkonzentration 

von 2,9 ng/ml. Die IL-8-Sekretion der Bi- und Tri-Kulturen blieb mit minimalen nicht-

signifikanten Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung unverändert. Am letzten 

Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur sowie die Tri-Kultur IL-8 zu einer 

Mediumkonzentration von 2,9 ng/ml (Abbildung 29 B). 
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Abbildung 29: IL-8-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen Kulturtagen. A) Die Bi-

Kultur bestand aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhaltete 

zusätzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix, 

die Tri-Kultur beinhaltete zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände der Kulturen wurden an Kulturtag 12, 

15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und gaben die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Diese 

wurde mittels IL-8-ELISA analysiert. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie 

die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. 
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Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

HDMEC endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) zu einer 

Mediumkonzentration von 295 pg/ml. Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen 

sezernierte zu diesem Zeitpunkt eNOS zu einer Mediumkonzentration von 454 pg/ml. 

An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC eNOS zu einer 

Mediumkonzentration von 418 pg/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC zu einer Mediumkonzentration von 333 pg/ml. Die eNOS-Sekretion der 

Bi- und Tri-Kulturen blieb mit nicht-signifikanten Schwankungen bis zum Ende der 

Kultivierung unverändert. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur eNOS zu 

einer Mediumkonzentration von 391 pg/ml und die Tri-Kultur zu einer 

Mediumkonzentration von 254 pg/ml. An Kulturtag 19 und Kulturtag 33 sezernierte die 

Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC signifikant mehr eNOS als die Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC (Abbildung 30 A).  

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

ECFC eNOS zu einer Mediumkonzentration von 538 pg/ml. Die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt eNOS zu einer 

Mediumkonzentration von 576 pg/ml. Die eNOS-Sekretion der Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und ECFC und die der Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

ECFC blieb mit minimalen nicht-signifikanten Schwankungen bis zum Ende der 

Kultivierung unverändert. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur eNOS zu 

einer Mediumkonzentration von 572 pg/ml und die Tri-Kultur zu einer 

Mediumkonzentration von 473 pg/ml (Abbildung 30 B). 
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Abbildung 30: eNOS-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen Kulturtagen. A) Die Bi-

Kultur bestand aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhaltete 

zusätzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix, 

die Tri-Kultur beinhaltete zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände der Kulturen wurden an Kulturtag 12, 

15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und gaben die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Diese 

wurde mittels eNOS-ELISA analysiert. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus drei Durchgängen, 

sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, ** p < 0,01. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. 
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Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

HDMEC Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration von 0,1 ng/ml. Die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt ebenfalls 

Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration von 0,1 ng/ml. An Kulturtag 15 

sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC Angiopoietin-2 zu einer 

Mediumkonzentration von 12,9 ng/ml und die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC zu einer Mediumkonzentration von 9,9 ng/ml. Die Angiopoietin-2-

Sekretion der Bi-Kultur sank bis zum Ende der Kultivierung konstant ab. Am letzten 

Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration 

von 3,3 ng/ml. Auch die Sekretion der Tri-Kultur sank nach Kulturtag 12 bis hin zu 

Kulturtag 33 konstant ab. An Kulturtag 33 sezernierte die Tri-Kultur Angiopoietin-2 zu 

einer Mediumkonzentration von 0,18 ng/ml.  An Kulturtag 23 sezernierte die Bi-Kultur 

mit Fibroblasten und HDMEC signifikant mehr Angiopoietin-2 als die Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC (Abbildung 31 A).  

Die Mono-Kultur mit Fibroblasten sezernierte an Kulturtag 12 vor der Zugabe der 

ECFC Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration von 0,45 ng/ml. Die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen sezernierte zu diesem Zeitpunkt Angiopoietin-2 zu einer 

Mediumkonzentration von 0,35 ng/ml und damit signifikant weniger als die Mono-

Kultur. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC 

Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration von 2,27 ng/ml und die Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC zu einer Mediumkonzentration von 2,89 ng/ml. 

Die Angiopoietin-2-Sekretion der Bi-Kultur sank bis zum Ende der Kultivierung 

konstant ab. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur Angiopoietin-2 zu einer 

Mediumkonzentration von 0,57 ng/ml. Auch die Sekretion der Tri-Kultur sank nach 

Kulturtag 12 bis hin zu Kulturtag 33 konstant ab. An Kulturtag 33 sezernierte die Tri-

Kultur Angiopoietin-2 zu einer Mediumkonzentration von 0,73 ng/ml (Abbildung 31 B). 
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Abbildung 31: Angiopoietin-2-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen Kulturtagen. 

A) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhaltete 

zusätzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix, 

die Tri-Kultur beinhaltete zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände der Kulturen wurden an Kulturtag 12, 

15, 19, 23, 27, 31 und 33 entnommen und gaben die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Diese 

wurde mittels Angiopoietin-2-ELISA analysiert. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus drei 

Durchgängen, sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 

0,05, ** p < 0,01. Signifikante Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. 
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Eine Breitbandanalyse der Sekretion von 32 Zytokinen von Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und HDMEC, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, HDMEC und 

Epithelzellen an Kulturtag 33 wurde zusätzlich durchgeführt. Auch hier gab die Analyse 

die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Es zeigte sich, dass ein Großteil der 

untersuchten Zytokine von der Tri-Kultur mit Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen 

deutlich geringer sezerniert wurde als von der Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC. 

Die Sekretion von EGF und IL-4 war bei der Tri-Kultur signifikant niedriger als bei der 

Bi-Kultur (Abbildung 32).  

 

Abbildung 32: Sekretion verschiedener Zytokine von Bi- und Tri-Kulturen an Kulturtag 33. Die Bi-

Kultur bestanden aus Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix, die Tri-Kultur beinhalteten 

zusätzlich Epithelzellen. Die Überstände wurden an Kulturtag 33 entnommen und geben die Sekretion 

der jeweils letzten 24 h wieder. Diese wurden mittels Human Cytokine ELISA Plate Array I analysiert. 

Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus zwei Durchgängen, sowie die 

Standardabweichungen. Die Bi-Kultur wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Signifikanzen wurden mittels 

t-Test ermittelt, * p < 0,05, ** p < 0,01. Signifikante Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert und 

beziehen sich auf Bi-Kultur.  
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3.3 Optimierung der Prävaskularisation mittels chemotaktischer Verfahren 

Die Prävaskularisierung der Mundschleimhaut-Äquivalente durch mikrovaskuläre 

Endothelzellen wurde erfolgreich und reproduzierbar in den oberflächlichen Bereich 

der porösen Seite der Kollagenmatrix erzeugt. Für die Versorgung des Epithels der 

Mundschleimhaut-Äquivalente bei in vivo-Anwendungen wäre eine tiefgehende 

Prävaskularisierung von Vorteil. Um die Endothelzellen und somit die Ausbildung von 

Gefäßstrukturen in tieferen Bereichen der Kollagenmatrix anzusiedeln, wurden 

verschiedene chemotaktische Verfahren angewendet, durch die die Zellmigration 

angeregt werden sollte.  

 

3.3.1 Analyse von VEGF-121 als Chemotaxin für Endothelzellen 
Für die verschiedenen chemotaktischen Verfahren wurde zunächst VEGF-121 als 

Lockstoff in verschiedenen Konzentrationen zur Endothelzell-Migration ausgetestet.  

Die Migration von HDMEC in Richtung VEGF-121 war bei einer Konzentration von 

5 ng/ml bis hin zu einer Konzentration von 50 ng/ml VEGF-121 im Vergleich zur 

Kontrolle ohne Lockstoff signifikant erhöht. Am stärksten migrierten HDMEC bei einer 

VEGF-121-Konzentration von 25 ng/ml. Damit war die Migration im Vergleich zur 

Kontrolle um das Doppelte (195 %) erhöht (Abbildung 33 A). Die Migration von ECFC 

in Richtung VEGF-121 war bei einer Konzentration von 100 ng/ml VEGF-121 auf 

120 % erhöht (Abbildung 33 B).  
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Abbildung 33: Chemotaktische Migration von HDMEC und ECFC in Richtung VEGF-121 in 

verschiedenen Konzentrationen. A) Die Migration von HDMEC in Richtung VEGF-121 in serumfreiem 

Medium in den Konzentrationen 5 - 100 ng/ml wurde mittels Boyden-Kammer-Migrationsassay 

analysiert. Als Kontrolle wurde serumfreies Medium ohne VEGF-121 als Lockstoff verwendet. 

Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus drei Durchgängen in Bezug auf die Kontrolle, 

sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05, ** p < 0,01. 

Signifikante Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert und beziehen sich auf die Kontrolle. B) Die 

Migration von ECFC in Richtung VEGF-121 in serumfreiem Medium in den Konzentrationen 5-100 ng/ml 

wurde ebenfalls mittels Boyden-Kammer-Migrationsassay analysiert. Als Kontrolle wurde serumfreies 

Medium ohne VEGF-121 als Lockstoff verwendet. Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte 

aus zwei Durchgängen in Bezug auf die Kontrolle, sowie die Standardabweichungen. Signifikanzen 

wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05. Signifikante Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert 

und beziehen sich auf die jeweilige Kontrolle. 
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Endothelzellmigration wurde VEGF-121 in einer Konzentration von 25 ng/ml, sowie 
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HDMEC noch bei der Bi-Kultur mit HDMEC und Fibroblasten zur Migration der 

Endothelzellen in tiefere Bereiche der Kollagenmatrix (Abbildung 34).  

Abbildung 34: HDMEC-Lokalisation auf der Kollagenmatrix nach chemotaktischem Reiz 

unterhalb der Matrix vermittelt über Chemokin-Sekretion von Fibroblasten. Die Kollagenmatrices 

wurden mit einer Mono-Kultur von HDMEC, sowie einer Bi-Kultur aus HDMEC und Fibroblasten in einem 

Transwell-System besiedelt. Das Well wurde mit Chemokin-sezernierenden Fibroblasten besiedelt. 

Nach 24 h erfolgte die Fixierung und anschließend eine immunhistochemische CD31-Färbung (Pfeile) 

der besiedelten Kollagenmatrices. Die abgebildeten Matrices sind mit der porösen Seite nach oben und 

der glatten, zellokklusiven Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 
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HDMEC und Fibroblasten zur Migration der Endothelzellen in tiefere Bereiche der 

Kollagenmatrix im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 35).  

Abbildung 35: HDMEC-Lokalisation auf der Kollagenmatrix nach chemotaktischem Reiz 

unterhalb der Matrix vermittelt über VEGF-121. Die Kollagenmatrices wurden mit einer Mono-Kultur 

von HDMEC, sowie einer Bi-Kultur aus HDMEC und Fibroblasten in einem Transwell-System besiedelt. 

In das Well wurde VEGF-121 in einer Konzentration von 25 ng/ml oder 100 ng/ml in HDMEC-Medium 

gegeben. Nach 24 h erfolgte die Fixierung und anschließend eine immunhistochemische CD31-Färbung 

(Pfeile) der Kollagenmatrices. Die abgebildeten Matrices sind mit der porösen Seite nach oben und der 

glatten, zellokklusiven Matrixseite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

3.3.4 Migration von HDMEC durch VEGF-121-versetztes Gel 
Des Weiteren wurde versucht die Endothelzellmigration auf der Kollagenmatrix mithilfe 

eines mit VEGF-121 versetzten Kollagen I-Gels zu bewirken. Hierfür wurde ein 

Kollagen I-Gel mit 1 µg/ml VEGF-121 versetzt. Auf das auspolymerisierte Gel sollte 

die besiedelte Kollagenmatrix mit der Endothelzell-besiedelten Seite nach oben 

gerichtet gelegt werden, so dass das vom Gel mit der Zeit freiwerdendes VEGF-121 

eine Zellmigration über die Zeit anregt.  

Um die VEGF-121-Freisetzung des Kollagen I-Gels nachzuweisen, wurde das Gel als 

Vorversuch mit DPBS als Überstand beschichtet und das DPBS zu verschiedenen 

Zeitpunkten zwischen 1 min und 7 d auf abgegebenes VEGF-121 untersucht. Es zeigte 
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sich, dass das Kollagen I-Gel über die Zeit das VEGF-121 abgab. Nach 3 h war VEGF 

zu einer Konzentration von 368 ng/ml in das darüber liegende DPBS abgegeben 

worden. Mit leichten Schwankungen stieg die VEGF-121-Abgabe des Gels zu einer 

VEGF-Konzentration von 414 ng/ml in dem darüberliegenden DPBS nach 7 d an 

(Abbildung 36). Somit konnte eine erfolgreiche Abgabe von VEGF-121 für den Versuch 

des chemotaktischen Verfahrens mithilfe des Kollagen I-Gels gezeigt werden. 

 

Abbildung 36: VEGF-121-Freisetzung aus Kollagen I-Gel in darüber liegendes DPBS innerhalb 

von 7 Tagen. Das Kollagen I-Gel wurde mit 1 µg/ml VEGF-121 versetzt und nach dem 

Auspolymerisieren mit DPBS bedeckt. Nach verschiedenen Zeitpunkten von 1 min bis hin zu 7 d, wurde 

der Überstand entnommen und mittels ELISA auf VEGF-121 analysiert. Gezeigt sind die gemittelten 

Werte aus zwei Durchführungen mit Triplet-Ansätzen, sowie die Standardabweichungen.  

 

Für den chemotaktischen Ansatz mithilfe des VEGF-121-versetzten Kollagen I-Gels 

wurden Kollagenmatrices mit Mono-Kulturen von HDMEC, sowie Bi-Kulturen aus 

HDMEC und Fibroblasten besiedelt. Die besiedelten Matrices wurden auf das Kollagen 

I-Gel gelegt und mit HDMEC-Medium bedeckt. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit 

einem Kollagen I-Gel ohne zugesetzten VEGF-121. Es zeigte sich weder bei der 

Mono-Kultur noch bei der Bi-Kultur eine Migration in tiefere Bereiche der Matrix 

(Abbildung 37). 
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Abbildung 37: HDMEC-Lokalisation auf der Kollagenmatrix nach chemotaktischem Reiz 

vermittelt über mit VEGF-121 versetztes Kollagen I-Gel unterhalb der Kollagenmatrix. Die 

Kollagenmatrices wurden mit einer Mono-Kultur von HDMEC, sowie einer Bi-Kultur aus HDMEC und 

Fibroblasten besiedelt. Die besiedelte Matrix wurde auf ein mit 1 µg/ml VEGF-121 versetztes Kollagen 

I-Gel gelegt. Nach 24 h erfolgte die Fixierung und anschließend eine immunhistochemische CD31-

Färbung (Pfeile) der Kollagenmatrices. Die abgebildeten besiedelten Matrices sind mit der porösen 

Seite nach oben und der glatten, zellokklusiven Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

3.3.5 VEGF-121-beladenen Nanopartikel als chemotaktische Quelle  
Ein weiterer Ansatz, um die Migration von Endothelzellen in tiefere Bereiche des 

Mundschleimhaut-Äquivalents anzuregen, war es, einen konstanten chemotaktischen 

Gradienten von VEGF-121 mittels Nanopartikeln herzustellen. Hierfür wurden zum 

einen Nanopartikel aus Stärke und zum anderen aus Hydroxyethylstärke (HES) mit 

eingekapseltem VEGF-121 hergestellt. Die Nanopartikel sollten nach erfolgreichen 

Vorversuchen kovalent und nicht-kovalent an die glatte, Seite des Mundschleimhaut-

Äquivalents gebunden werden. Der Abbau der Nanopartikel erfolgt durch die Zugabe 

von α-Amylase und soll eine kontrollierte Freisetzung ermöglichen. Da die 

poröse Seite 

poröse Seite 



 Ergebnisse 

86 
 

Abbaugeschwindigkeit von Stärke mit α-Amylase hauptsächlich durch 

Hydroxyethylierung bestimmt wird, sollte die langfristige Freisetzung durch 

Verwendung von Stärken mit einem variablen Hydroxyethylierungsgrad kontrolliert 

werden. In der Theorie sollten die Stärke-Nanopartikel früher auf als die HES-

Nanopartikel brechen. Dadurch sollte die Freisetzung eines längerfristigen, konstanten 

VEGF-121-Gradienten erzeugt werden, der die Endothelzellen zur Migration in 

Richtung der Epithelschicht des Mundschleimhaut-Äquivalents anregt.  

 

3.3.5.1 Freisetzungskinetik der Nanopartikel 
Die Freisetzungskinetik der Stärke- sowie HES-Nanopartikel wurde mittels 

Sulforhodamin-101 (SR-101)-Freisetzung nach α-Amylase-Behandlung ermittelt. 

Hierfür wurden die Nanopartikel bis hin zu 7 Tage mit 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U 

α-Amylase behandelt. Daraufhin wurde die Fluoreszenzintensität des freiwerdenden 

Fluoreszenzfarbstoffes SR-101 gemessen.  

Die Behandlung der Stärke-Nanopartikel mit 1,157 U α-Amylase führte zu einer 

geringen Freisetzung von SR-101 über 7 Tage hinweg. Eine deutlich höhere 

Freisetzung von SR-101 wurde durch 11,57 U und 115,7 U α-Amylase erreicht. Die 

maximale Freisetzung war mit 11,57 U α-Amylase nach 12 h erreicht. Bei der 

Behandlung mit 115,7 U α-Amylase, war die maximale Freisetzung bereits nach 3 h 

erreicht (Abbildung 38).  
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Abbildung 38: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus 

Stärke-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase nach 

unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die Stärke-Nanopartikel (6,7 x 109) mit eingekapseltem SR-101 

wurden über 7 Tage hinweg mit 0 U, 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase behandelt. Danach 

wurde die mittlere Fluoreszenzintensität des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die 

gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie die Standardabweichungen.  

 

Die Behandlung der HES-Nanopartikel mit 1,157 U α-Amylase führte ebenfalls zu einer 

geringen Freisetzung von SR-101 über 7 Tage hinweg. Eine deutlich höhere 

Freisetzung von SR-101 wurde durch 11,57 U und 115,7 U α-Amylase erreicht. Die 

maximale Freisetzung war mit 11,57 U α-Amylase nach 24 h erreicht. Bei der 

Behandlung mit 115,7 U α-Amylase, war die maximale Freisetzung bereits nach 3 h 

erreicht (Abbildung 39).  
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Abbildung 39: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus 

HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase nach 

unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die HES-Nanopartikel (6,7 x 109) mit eingekapseltem SR-101 

wurden über 7 Tage hinweg mit 0 U, 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase behandelt. Danach 

wurde die mittlere Fluoreszenzintensität des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die 

gemittelten Werte aus drei Durchgängen, sowie die Standardabweichungen.  

 

In einem weiteren Versuch wurden die Nanopartikel mittels α-Amylase unter 

dauerhaftem Schütteln über 7 Tage hinweg behandelt und aufgebrochen. Die Stärke- 

sowie HES-Nanopartikel mit eingekapseltem SR-101 wurden unter Schütteln mit 0 U, 

11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase behandelt.  

Die maximale Freisetzung von SR-101 war bei der Behandlung der Stärke-

Nanopartikel mit 11,57 U α-Amylase nach 3 d erreicht. Bei der Behandlung mit 115,7 U 

α-Amylase, war die maximale Freisetzung von SRS-101 aus den Stärke-Nanopartikeln 

ebenfalls nach 3 d erreicht (Abbildung 40 A). Die maximale Freisetzung von SR-101 

war bei der Behandlung der HES-Nanopartikel mit 11,57 U α-Amylase nach 3 d 

erreicht. Bei der Behandlung mit 115,7 U α-Amylase, war die maximale Freisetzung 

von SRS-101 aus den Stärke-Nanopartikeln nach 3 h erreicht (Abbildung 40 B). 
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Abbildung 40: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus 

Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter 

Schütteln nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. A) Die Stärke-Nanopartikel (6,7 x 109) mit 

eingekapseltem SR-101 wurden über 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase unter 

Schütteln behandelt. B) Die HES-Nanopartikel (6,7 x 109) mit eingekapseltem SR-101 wurden über 

7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase unter Schütteln behandelt. Danach wurde die 

mittlere Fluoreszenzintensität des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die gemittelten 

Werte aus vier Durchgängen, sowie die Standardabweichungen.  

 

In einem weiteren Versuch wurden die Nanopartikel mittels α-Amylase unter 

dauerhaftem Schütteln mit Rührstäbchen über 7 Tage hinweg behandelt und 

aufgebrochen. Die Stärke- sowie HES-Nanopartikel mit eingekapseltem SR-101 

wurden unter Schütteln mit Rührstäbchen mittels 11,57 U oder 115,7 U α-Amylase 

aufgebrochen. Die Behandlung der Stärke- sowie der HES-Nanopartikel mit 11,57 U 

oder 115,7 U α-Amylase unter Schütteln mit Rührstäbchen führte bei der Behandlung 

mit 0 U α-Amylase zu der gleichen SR-101-Freisetzung wie bei den Behandlungen mit 

11,57 U oder 115,7 U α-Amylase (Abbildung 41 A und B). Dies wies darauf hin, dass 

das Schütteln mit Rührstäbchen unabhängig von der enzymatischen Behandlung, zu 

einem kompletten Aufbruch der Nanopartikel führte. 
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Abbildung 41: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus 

Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter 

Schütteln mit Rührstäbchen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. A) Die Stärke-

Nanopartikel (6,7 x 109) mit eingekapseltem SR-101 wurden über 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 

115,7 U α-Amylase unter Schütteln mit Rührstäbchen behandelt. B) Die HES-Nanopartikel (6,7 x 109) 

mit eingekapseltem SR-101 wurden über 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U α-Amylase 

unter Schütteln mit Rührstäbchen behandelt. Danach wurde die mittlere Fluoreszenzintensität des 

freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus vier Durchgängen, sowie 

die Standardabweichungen.  

 

3.3.5.2 Zellviabilität unter Nanopartikel-Behandlung 
Es war noch unbekannt, ob die Stärke- oder die HES-Nanopartikel einen negativen 

Einfluss auf die Zellviabilität der für die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

verwendeten Zelltypen haben. Um dies zu untersuchen, wurden HDMEC, 

Fibroblasten, sowie Epithelzellen für bis zu 7 Tage mit unterschiedlichen Mengen der 

zwei verschiedenen nicht aufgebrochenen Nanopartikel-Typen behandelt und die 

Zellviabilität nach verschiedenen Behandlungsdauern gemessen. Unbehandelte 

Zellen dienten als Kontrolle.  

Die Zellviabilität von unbehandelten HDMEC stieg über 7 Tage hinweg an. Auch die 

Zellviabilität der behandelten HDMEC mit den verschiedenen Stärke-

Nanopartikelmengen mit dem Inhalt einer VEGF-121-Konzentration von 0,5 ng/ml, 

2,5 ng/ml oder 5 ng/ml stieg über 7 Tage hinweg an. Dieser Anstieg war jedoch 

geringer als bei der unbehandelten Kontrolle. Die Zellviabilität der Kontrolle war nach 

7 Tagen auf 435 % angestiegen. Die Viabilität der HDMEC, die mit Stärke-

200

300

400

500

600

700

800

1 min 3 h 3 d 7d

M
it

tl
e
re

 F
lu

o
re

s
z
e
n

z
in

te
n

s
it

ä
t 

v
o

n
 

fr
e
ie

m
 S

R
-1

0
1

Inkubationszeit

Freisetzungskinetik der Stärke-
Nanopartikel unter Schütteln mit 

Rührstäbchen

200

300

400

500

600

700

800

1 min 3 h 3 d 7 d

M
it

tl
e
re

 F
lu

o
re

s
z
e
n

z
in

te
n

s
it

ä
t 

v
o

n
 

fr
e
ie

m
 S

R
-1

0
1

Inkubationszeit

Freisetzungskinetik der HES-
Nanopartikel unter Schütteln mit 

Rührstäbchen

A B 



 Ergebnisse 

91 
 

Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt 

wurden, stieg auf 328 %, die die mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die 

Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 337 %, und die die 

mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 

behandelt wurden, stieg auf 265 % an (Abbildung 42 A). Die Zellviabilität der mit HES-

Nanopartikeln behandelten HDMEC verhielt sich ähnlich. Die Zellviabilität der Kontrolle 

war nach 7 Tagen auf 441 % angestiegen. Die Viabilität der HDMEC, die mit HES-

Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt 

wurden, stieg auf 352 %, die die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die 

Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 310 %, und die die 

mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 

behandelt wurden, stieg auf 283 % an (Abbildung 42 B). 

 

 

Abbildung 42: Zellviabilität von HDMEC bei Stärke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung nach 

verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) HDMEC wurden mit Stärke-

Nanopartikelmengen für die spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 

5 ng/ml VEGF-121 über 7 Tage hinweg behandelt. B) HDMEC wurden mit HES-Nanopartikeln für die 

spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 über 7 Tage 

hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die Zellviabilität 

gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, prozentualen 

Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die Standardabweichungen. Dieser 

Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei Mal durchgeführt.  
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Die Zellviabilität von unbehandelten Fibroblasten stieg über 7 Tage hinweg an. Auch 

die Zellviabilität der behandelten Fibroblasten mit den verschiedenen Stärke-

Nanopartikelmengen mit dem Inhalt einer VEGF-121-Konzentration von 0,5 ng/ml, 

2,5 ng/ml oder 5 ng/ml stieg über 7 Tage hinweg an. Dieser Anstieg war jedoch 

ebenfalls geringer als bei der unbehandelten Kontrolle. Die Zellviabilität der Kontrolle 

war nach 7 Tagen auf 312 % angestiegen. Die Viabilität der Fibroblasten, die mit 

Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 

behandelt wurden, stieg auf 279 %, die, die mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge 

für die Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 270 %, und 

die, die mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 5 ng/ml 

VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 230 % an (Abbildung 43 A). Die Zellviabilität 

der mit HES-Nanopartikeln behandelten Fibroblasten verhielt sich ähnlich. Die 

Zellviabilität der Kontrolle war nach 7 Tagen auf 301 % angestiegen. Die Viabilität der 

Fibroblasten, die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 

0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 283 %, die die mit HES-

Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt 

wurden, stieg auf 258 %, und die, die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die 

Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 256 % an 

(Abbildung 43 B). 
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Abbildung 43: Zellviabilität von Fibroblasten bei Stärke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung 

nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) Fibroblasten wurden mit 

Stärke-Nanopartikelmengen für die spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 

oder 5 ng/ml VEGF-121 über 7 Tage hinweg behandelt. B) Fibroblasten wurden mit HES-Nanopartikeln 

für die spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 über 

7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, 

prozentualen Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die Standard-

abweichungen. Dieser Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei Mal durchgeführt.  

 

Die Zellviabilität von unbehandelten Epithelzellen stieg über 7 Tage hinweg an. Die 

Zellviabilität der Kontrolle war nach 7 Tag auf 186 % angestiegen. Die Viabilität der 

Epithelzellen, die mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 

0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 139 % an. Die Viabilität der 

Epithelzellen, die mit Stärke-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 

2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, sank auf 88 % ab, und die die mit Stärke-

Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 behandelt 

wurden stieg wiederum auf 110 % an (Abbildung 44 A). Die Zellviabilität der mit HES-

Nanopartikeln behandelten Epithelzellen verhielt sich ähnlich. Die Zellviabilität der 

Kontrolle war nach 7 Tagen auf 186 % angestiegen. Die Viabilität der Epithelzellen, 

die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 

behandelt wurden, stieg auf 158 %, die die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für 
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die Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 182 %, und die 

die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge für die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 

behandelt wurden, stieg auf 132 % an (Abbildung 44 B). 

 

 

Abbildung 44: Zellviabilität von Epithelzellen bei Stärke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung 

nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) Epithelzellen wurden mit 

Stärke-Nanopartikelmengen für die spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 

oder 5 ng/ml VEGF-121 über 7 Tage hinweg behandelt. B) Epithelzellen wurden mit HES-Nanopartikeln 

für die spätere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 über 

7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, 

prozentualen Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die Standard-

abweichungen. Dieser Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei Mal durchgeführt.  

 

Die Stärke- sowie die HES-Nanopartikel hatten keinen signifikanten negativen Einfluss 

auf die Zellviabilität der für die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

verwendeten Zelltypen. Die verschiedenen ausgetesteten Nanopartikelmengen waren 

somit, für die Anwendung bei der Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente 

geeignet.  
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3.3.5.3 Zellviabilität unter α-Amylase-Behandlung 
Auch der Einfluss der α-Amylase auf die Zellviabilität der für die Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents verwendeten Zelltypen war noch unbekannt. Um dies 

zu untersuchen, wurden HDMEC, Fibroblasten, sowie Epithelzellen für bis zu 7 Tage 

mit unterschiedlichen Units (U) an α-Amylase behandelt und die Zellviabilität nach 

verschiedenen Behandlungsdauern gemessen. Unbehandelte Zellen dienten als 

Kontrolle. 

Die Zellviabilität von unbehandelten HDMEC stieg über 7 Tage hinweg auf 360 % an. 

Die Viabilität der HDMEC, die mit 11,5 U α-Amylase behandelt wurden, stieg ebenfalls 

über die 7 Tage auf 377 % an. Die Behandlung der Zellen mit 115,7 U α-Amylase 

führte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität auf 36 % nach 7 Tagen im 

Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Bereits nach 6 h und nach 24 h führte die 

Behandlung mit 115,7 U α-Amylase zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität 

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 45).  

 

Abbildung 45: Zellviabilität von HDMEC bei α-Amylase-Behandlung nach verschiedenen 

Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. HDMEC wurden mit 11,5 oder 115,7 U α-Amylase über 

7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, 

prozentualen Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die 

Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. Dieser Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei 

Mal durchgeführt.  
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Die Zellviabilität von unbehandelten Fibroblasten stieg über 7 Tage hinweg auf 199 % 

an. Die Viabilität der Fibroblasten, die mit 11,5 U α-Amylase behandelt wurden, stieg 

ebenfalls über die 7 Tage auf 169 % an. Die Behandlung der Zellen mit 115,7 U 

α-Amylase führte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität auf 67 % nach 

7 Tagen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Bereits nach 6 h, 24 h und nach 

48 h führte die Behandlung mit 115,7 U α-Amylase zu einer signifikanten Reduktion 

der Zellviabilität im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 46).  

 

Abbildung 46: Zellviabilität von Fibroblasten bei α-Amylase-Behandlung nach verschiedenen 

Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. Fibroblasten wurden mit 11,5 oder 115,7 U α-Amylase 

über 7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, 

prozentualen Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die 

Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, * p < 0,05, ** p < 0,01. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. Dieser Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei 

Mal durchgeführt. 

 

Die Zellviabilität von unbehandelten Epithelzellen war nach 7 Tagen im Vergleich zu 

der Kontrolle nach 1 h auf 164 % erhöht. Die Viabilität der Epithelzellen, die mit 11,5 U 

α-Amylase behandelt wurden, sank nach 7 d auf 74 % ab. Die Behandlung der Zellen 

mit 115,7 U α-Amylase führte zu einer Reduktion der Zellviabilität auf 44 % nach 

7 Tagen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle nach 1 h. Die Behandlung mit 

115,7 U α-Amylase führte nach 6 h zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität 

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 47).  
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Abbildung 47: Zellviabilität von Epithelzellen bei α-Amylase-Behandlung nach verschiedenen 

Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. Epithelzellen wurden mit 11,5 oder 115,7 U α-Amylase 

über 7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Dargestellt sind die gemittelten, 

prozentualen Werte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle nach 1 h, sowie die 

Standardabweichungen. Signifikanzen wurden mittels t-Test ermittelt, ** p < 0,01. Signifikante 

Unterschiedene wurden mit Sternchen markiert. Dieser Versuch wurde jeweils als Triplet-Ansatz drei 

Mal durchgeführt. 

 

Die α-Amylase hatte mit 11,5 U keinen signifikanten, negativen Einfluss auf die 

Zellviabilität der für die Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents verwendeten 

Zelltypen. Die Verwendung von 115,7 U α-Amylase hatte einen starken negativen 

Einfluss auf die Zellviabilität der verschiedenen Zelltypen. Somit war die Anwendung 

von 11,5 U α-Amylase innerhalb der Herstellung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit 

gebundenen Nanopartikeln geeignet, jedoch nicht die Anwendung von 115,7 U 

α-Amylase.  

 

 

 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

1 h 3 h 6 h 24 h 48 h 7 d

Z
e
ll
v

ia
b

il
it

ä
t

(i
n
 %

 d
e
r 

u
n
b
e
h
a
n
d
e
lt
e
n
 K

o
n
tr

o
lle

 n
a
c
h
 1

 h
)

Behandlungszeit

Epithelzellen mit α-Amylase behandelt

unbehandelt

11,5 U α-Amylase

115,7 U α-Amylase

**



 Ergebnisse 

98 
 

3.3.5.4 VEGF-121-Freisetzung aus Nanopartikeln 
Mittels verschiedenster Verfahren wurde versucht VEGF-121 aus den Stärke- sowie 

den HES-Nanopartikeln, welche VEGF-121 eingekapselt hatten freizusetzen. Dabei 

wurden die Verfahren zum Aufbruch dieser Nanopartikel nach den erfolgreichen 

Methoden für das Aufbrechen der Stärke- und HES-Nanopartikel mit eingekapseltem 

SR-101 angewendet.  

Die Stärke- sowie HES-Nanopartikelmit eingekapseltem VEGF-121 wurden mit 11,5 U 

α-Amylase, 115,7 U α-Amylase, bis hin zu 1000 U α-Amylase behandelt. Außerdem 

wurde versucht eine VEGF-121-Freisetzung aus den Nanopartikeln mit mechanischer 

Gewalt mittels Rührstäbchen, mit Ultraschallstößen oder einer Kombination aus 

mechanischer Gewalt, Ultraschallstößen sowie α-Amylase zu erreichen. Mittels 

sämtlicher angewendeter Verfahren konnte keine Freisetzung von VEGF-121 aus den 

Stärke- sowie den HES-Nanopartikeln erzielt werden.  

Auch die Migration von HDMEC in Richtung aufgebrochener Nanopartikel mit VEGF-

121 war erfolglos. Die mit α-Amylase aufgebrochenen Stärke- sowie HES-

Nanopartikel hatten keine chemotaktische Wirkung auf das Migrationsverhalten der 

Endothelzellen. Auch die Nanopartikel, die mit mechanischer Gewalt aufgebrochen 

wurden, zeigten keine chemotaktische Wirkung auf die Endothelzellen (Abbildung 48).  
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Abbildung 48: Chemotaktische Migration von HDMEC in Richtung aufgebrochener Stärke- und 

HES-Nanopartikel mit VEGF-121. Die Migration von HDMEC in Richtung der aufgebrochenen Stärke- 

sowie HES-Nanopartikel mit 25 ng/ml VEGF-121 wurde mittels Boyden-Kammer-Migrationsassay 

analysiert. Die Nanopartikel wurden zum einen mittels 115,7 U α-Amylase, zum anderen mittels 

mechanischer Gewalt durch Rührstäbchen aufgebrochen. Als Leerkontrolle wurde serumfreies 

HDMEC-Medium verwendet. Als Positivkontrolle wurden 25 ng/ml VEGF-121 verwendet. Dargestellt 

sind die prozentuale Werte aus einem Durchgang in Bezug auf die serumfreie HDMEC-Medium-

Kontrolle.  

Die Anwendung der untersuchten Stärke- und HES-Nanopartikel mit eingekapseltem 

VEGF-121 waren nicht für die gewünschte Modifikation des Mundschleimhaut-

Äquivalents und die Optimierung der Prävaskularisierung geeignet. 

 

3.4 Optimierung der Prävaskularisation mittels mechanischer Verfahren 

3.4.1 Injizieren der Endothelzellen in das Mundschleimhaut-Äquivalent 
Um die Prävaskularisierung über ein mechanisches Verfahren zu optimieren, wurden 

die Endothelzellen in die Kollagenmatrix injiziert. Ziel war es die Endothelzellen bereits 

bei der Zellbesiedlung in tiefen Bereichen der Kollagenmatrices zu lokalisieren, so 

dass sie dort Gefäßstrukturen ausbilden.  

Die injizierten HDMEC hatten an Kulturtag 33 Gefäßstrukturen in der Kollagenmatrix 

ausgebildet. Die Endothelzellen ließen sich jedoch nur sehr unpräzise in die 

Kollagenmatrix injizieren, so dass eine tiefe Lokalisation nicht gewährleistet werden 
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konnte. CD31- sowie vWF-positive Zellen waren zum Großteil eher in oberflächlichen 

Bereichen des Mundschleimhaut-Äquivalents lokalisiert. Die Fibroblasten bzw. die 

Ausbildung der extrazellulären Matrix wurden durch die Injektionsstiche in die 

Kollagenmatrix nicht beeinträchtigt (Abbildung 49).  

 

Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische und immunhistochemische Darstellung der 

Gefäßstrukturen, sowie Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent an Kulturtag 33 bei dem 

HDMEC an Kulturtag 12 injiziert wurden. Hierfür wurden CD31 und vWF als Marker für Endothelzellen 

(Pfeile) herangezogen. diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellulären Matrix und dem 

indirekten Nachweis von Fibroblasten. Mundschleimhaut-Äquivalente, bei denen HDMEC an Kulturtag 

12 injiziert wurden, wurde an Kulturtag 33 mit Antikörpern markiert und mittels konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie, sowie Immunhistochemie untersucht. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm. 

 

Die Ausbildung des mehrschichtigen Epithels ist von der Injektion der Endothelzellen 

nicht beeinträchtigt. Die Muster der Involucrin-, Zytokeratin 13-, sowie Zytokeratin 19-

Färbung sind vergleichbar mit den Färbungen der Mundschleimhaut-Äquivalente ohne 

Manipulation durch Injektion (Abbildung 50; Vergleich Abbildung 21, 22 und 23).  
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Abbildung 50: Immunhistochemische Färbung von Involucrin, Zytokeratin 13, und Zytokeratin 

19 des Mundschleimhaut-Äquivalents an Kulturtag 33 bei dem HDMEC an Kulturtag 12 injiziert 

wurden. Involucrin wurde als Marker für ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Zytokeratin 

13 wurde als Marker für intermediär differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Zytokeratin 19 wurde 

als Marker für undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Die Ausprägung von Occludin, sowie von Laminin und Kollagen IV als Basalmembran-

Marker und Nachweis der Funktionalität des Epithels war durch die Injektion der 

Endothelzellen negativ beeinflusst. Die Occludin-Färbung war nur an vereinzelten 

Stellen innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents vorhanden. Eine Laminin- sowie 

Kollagen IV-Färbung war nicht nachweisbar (Abbildung 51; Vergleich Abbildung 24, 

25 und 26).   

Abbildung 51: Immunhistochemische Färbung von Occludin, Laminin, Kollagen IV des 

Mundschleimhaut-Äquivalents an Kulturtag 33 bei dem HDMEC an Kulturtag 12 injiziert wurden. 

Occludin (Pfeil) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalität der 

Epithelzellschichten verwendet. Laminin wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür 

verwendet. Kollagen IV wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür verwendet. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Die Optimierung der Prävaskularisierung war durch die Injektion der Endothelzellen 

nicht möglich. Zum einen ließen sich die Endothelzellen nicht präzise genug injizieren, 
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um eine tiefe Lokalisation der Zellen und somit der Gefäßstrukturen zu gewährleisten. 

Zum anderen wurde die Funktionalität der Epithelzellen und die Ausbildung der 

Basalmembran durch die Manipulation der Kollagenmatrix durch die Injektion negativ 

beeinträchtigt.  

 

3.5 Anregung der Gefäß- sowie Epithelausbildung der Mundschleimhaut-

Äquivalente mittels ESWT-Anwendung 

Während des Herstellungsprozesses wurden die Mundschleimhaut-Äquivalente mit 

extrakorporalen Stoßwellen behandelt. Danach wurde die Auswirkung auf die 

Zellviabilität, die Prävaskularisierung und die Ausbildung des Epithels sowie der 

Basalmembran untersucht. 

 

3.5.1 Zellviabilität nach ESWT-Anwendung 
Die Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die Zellviabilität der Mundschleimhaut-

Äquivalente wurde mittels alamarBlue™-Assay untersucht. Um die Wirkung der 

ESWT-Anwendung auf die Epithelzellen in den Mundschleimhaut-Äquivalenten besser 

beurteilen zu können, wurde die Zellviabilität von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Endothelzellen mit der Zellviabilität von Tri-Kulturen (Mundschleimhaut-Äquivalente) 

mit Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen verglichen. Bei den mit Bi- oder Tri-

Kultur besiedelten Kollagenmatrices wurde an Kulturtag 15, 19 oder 26 eine ESWT-

Anwendung durchgeführt und jeweils zwei Tage später wurde die Zellviabilität 

gemessen. Unbehandelte besiedelte Kollagenmatrices dienten als Kontrolle. 

Bei den zellbesiedelten Kollagenmatrices, bei denen an Kulturtag 15 die ESWT-

Anwendung stattfand, war die Zellviabilität der Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC 

nicht signifikant auf 96 %, und die der Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

HDMEC nicht signifikant auf 86 % im Vergleich zur Kontrolle verringert. Wurden Bi- 

und Tri-Kulturen an Kulturtag 19 mit Stoßwellen behandelt, war die Zellviabilität der Bi-

Kultur nicht-signifikant auf 106 %, und die der Tri-Kultur nicht-signifikant auf 109 % 

erhöht. Bei den Bi- und Tri-Kulturen, welche an Kulturtag 26 mit Stoßwellen behandelt 

wurden, stieg die Zellviabilität der Bi-Kultur nicht signifikant auf 105 %, und die der Tri-

Kultur nicht signifikant auf 124 % an (Abbildung 52 A). Bei Tri-Kulturen, die aus 

Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC auf einer Kollagenmatrix bestanden, war die 
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Zellviabilität nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 auf 103 % im Vergleich zur 

Kontrolle erhöht (Abbildung 52 B).  

  

 

Abbildung 52: Zellviabilität von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und Fibroblasten oder Tri-

Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf Kollagenmatrices zwei Tage 

nach der extrakorporalen Stoßwellentherapie (ESWT)-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. 

A) Es wurden Bi-Kulturen mit HDMEC und Fibroblasten sowie Tri-Kulturen mit HDMEC, Fibroblasten 

und Epithelzellen hergestellt und mit Stoßwellen an Kulturtag 15, 19 oder 26 behandelt. Unbehandelte 

Bi- und Tri-Kulturen dienten als Kontrolle. Zwei Tage nach der ESWT-Anwendung wurde mittels 

alamarBlue™-Assay die Zellviabilität gemessen. Die Messungen wurden in doppelter Ausführung 

durchgeführt und dreimal wiederholt. B) Es wurden Tri-Kulturen mit ECFC, Fibroblasten und 

Epithelzellen hergestellt und mit Stoßwellen an Kulturtag 19 behandelt. Unbehandelte Tri-Kulturen 

dienten als Kontrolle. Zwei Tage nach der ESWT-Anwendung wurde mittels alamarBlue™-Assay die 

Zellviabilität gemessen. Die Messung wurde in einfacher Ausführung durchgeführt und vier Mal 

wiederholt. Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte, bezogen auf die jeweilige Kontrolle, 

sowie die Standardabweichungen. 

 

3.5.2 Gefäßausbildung nach ESWT-Anwendung 
Für die Beurteilung der Gefäßausbildung nach der ESWT-Anwendung, wurden Bi-

Kulturen mit Fibroblasten und Endothelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, 

Endothelzellen und Epithelzellen hergestellt und an Kulturtag 15, 19 oder 26 mit 

Stoßwellen behandelt. Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. An Kulturtag 33 

wurde die Kultivierung beendet und die Gefäßausbildung mittels konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie von CD31 beurteilt.  
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Die Behandlung von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC mit Stoßwellen an 

Kulturtag 15 führte zu einer deutlichen Verschlechterung der Gefäßstrukturen an 

Kulturtag 33 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Auch die Behandlung an 

Kulturtag 26 von Bi-Kulturen mit Stoßwellen führte zu einer Verschlechterung der 

Ausbildung von Gefäßstrukturen. Die Behandlung der Bi-Kulturen mit Stoßwellen an 

Kulturtag 19 führte zu ähnlich ausgeprägten Gefäßstrukturen als bei der Kontrolle 

(Abbildung 53 A). Die Behandlung von Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

HDMEC (Mundschleimhaut-Äquivalent) mit Stoßwellen an Kulturtag 15, 19 oder 26 

führte zu einer schlechteren Ausbildung von Gefäßstrukturen als bei der Bi-Kultur. 

Nach der Behandlung der Tri-Kulturen mit Stoßwellen an Kulturtag 19 waren 

zumindest noch Fragmente der Gefäßstrukturen vorhanden (Abbildung 53 B). Auf der 

Grundlage dieser Ergebnisse wurden für Versuche mit Tri-Kulturen mit ECFC und für 

die Anwendung der Mundschleimhaut-Äquivalente in ovo anschließend die Kulturen 

auf den Kollagenmatrices an Kulturtag 19 mit Stoßwellen behandelt 

Abbildung 53: Ausbildung von Gefäßstrukturen von HDMEC in Bi- und Tri-Kultur an Kulturtag 33 

nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. A) Der Nachweis der Ausbildung von 

Gefäßstrukturen bei Bi-Kulturen mit HDMEC und Fibroblasten erfolgte mittels konfokaler 

Fluoreszenzmikroskopie nach CD31-Färbung an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde zwei Mal 

durchgeführt. B) Der Nachweis der Ausbildung von Gefäßstrukturen bei Tri-Kulturen mit HDMEC, 

Fibroblasten und Epithelzellen erfolgte mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie nach CD31-Färbung 

an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde drei durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge 

von 500 µm. 
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In Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die nicht mit Stoßwellen 

behandelt wurden, bildeten sich Gefäßstrukturen aus. Die Behandlung der Tri-Kulturen 

mit Stoßwellen an Kulturtag 19 führte zu einer schlechteren Ausbildung der 

Gefäßstrukturen als bei der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 54).  

            
Abbildung 54: Ausbildung von Gefäßstrukturen von ECFC in Tri-Kultur an Kulturtag 33 nach 

ESWT-Anwendung an Kulturtag 19. Der Nachweis der Ausbildung von Gefäßstrukturen bei Tri-

Kulturen mit ECFC, Fibroblasten und Epithelzellen erfolgte mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 

nach CD31-Färbung an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde drei durchgeführt. Die Maßstabsbalken 

entsprechen einer Länge von 500 µm.           

                         

3.5.3. Endothelzelllokalisation nach ESWT-Anwendung  
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit Stoßwellen an Kulturtag 15, 19 

oder 26 führte zu keinem Unterschied in der Tiefe der Lokalisierung der HDMEC im 

Vergleich zur Kontrolle. In allen Fällen waren die HDMEC oberflächlich auf der porösen 

Seite der Kollagenmatrix angesiedelt (Abbildung 55). 
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Abbildung 55: Immunhistochemische Färbung von CD31 des Mundschleimhaut-Äquivalents an 

Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. CD31 wurde als Marker für 

Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Dies bestätigte sich mit der immunhistochemischen vWF-Färbung der 

Mundschleimhaut-Äquivalente nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 

26. Die Ausprägung von vWF war zudem nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15 

nur schwach und nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder 26 nicht 

vorhanden (Abbildung 56).  
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Abbildung 56: Immunhistochemische Färbung von vWF des Mundschleimhaut-Äquivalents an 

Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. vWF wurde als Marker für 

Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.     

                                                         

3.5.4 Fibroblasten und die extrazelluläre Matrix nach ESWT-Anwendung 
Die Verteilung des, von Fibroblasten sezernierten Tenascin im Mundschleimhaut-

Äquivalent, war durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26 nicht 

beeinträchtigt. Die Tenascin-Färbung deutete auf eine gleichmäßige Verteilung der 

extrazellulären Matrix hin (Abbildung 57).  
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Abbildung 57: Immunhistochemische Färbung von Tenascin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Tenascin diente dem 

Nachweis der Ausbildung der extrazellulären Matrix und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.                                               

 

3.5.5 Ausbildung des Epithels nach ESWT-Anwendung 
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit Stoßwellen hatte einen Einfluss 

auf die Ausbildung und Differenzierung des mehrschichtigen Epithels. Die Behandlung 

an Kulturtag 19 oder 26 führte zu einer stärkeren Ausprägung von Involucrin als bei 

der unbehandelten Kontrolle. Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keine 

Verbesserung der Involucrin-Ausprägung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 58).  
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Abbildung 58: Immunhistochemische Färbung von Involucrin des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Involucrin wurde 

als Marker für ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm.   

 

Die Behandlung mit Stoßwellen an Kulturtag 19 oder 26 führte ebenfalls zu einer 

stärkeren Ausprägung von Zytokeratin 13 als bei der unbehandelten Kontrolle. Die 

Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keine Verbesserung der Zytokeratin 13-

Ausprägung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 59).                                                                                                        

                                    Kontrolle                                        ESWT an Kulturtag 15     

  
 

ESWT an Kulturtag 19                           ESWT an Kulturtag 26 

  

Involucrin 



 Ergebnisse 

110 
 

 
Abbildung 59: Immunhistochemische Färbung von Zytokeratin 13 des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Zytokeratin 13 

wurde als Marker für intermediär differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.   

 

Auch die Ausprägung von Zytokeratin 19 war deutlich stärker nach der Stoßwellen-

Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente an Kulturtag 19 oder 26. Die 

Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keinen Einfluss auf die Ausprägung von 

Zytokeratin 19 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 60). Deutlich 

erkennbar war die Ko-Lokalisation von Zytokeratin 19, Zytokeratin 13 und Involucrin in 

den Mundschleimhaut-Äquivalenten (Vergleich Abbildung 60, 59 und 58).  

).                                                                                                        
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Abbildung 1: Immunhistochemische Färbung von Zytokeratin 13 des an Kulturtag 15, 19 oder 26 

mit ESWT behandelten Mundschleimhaut-Äquivalents an Kulturtag 33. Zytokeratin 13 wurde  

Zytokeratin 13 
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Abbildung 60: Immunhistochemische Färbung von Zytokeratin 19 des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Zytokeratin 19 

wurde als Marker für undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.                

 

Die Ausprägung von Occludin war durch die Stoßwellen-Behandlung der 

Mundschleimhaut-Äquivalente an Kulturtag 19 oder 26 ebenfalls positiv beeinflusst. 

Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keinen Einfluss auf die Ausprägung von 

Occludin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 61).                                 

Abbildung 61, 59 und 60).   
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Abbildung 61: Immunhistochemische Färbung von Occludin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Occludin (Pfeile) wurde als 

Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalität der Epithelzellschichten verwendet. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

                                                                     

3.5.6 Ausbildung der Basalmembran nach ESWT-Anwendung 
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit Stoßwellen hatte einen 

positiven Einfluss auf die Ausbildung der Basalmembran. Die Behandlung an Kulturtag 

19 oder 26 führte zu einer stärkeren Ausprägung von Laminin als bei der 

unbehandelten Kontrolle. Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte ebenfalls eine leichte 

Verbesserung der Laminin-Ausprägung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 62). 
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Abbildung 62: Immunhistochemische Färbung von Laminin des Mundschleimhaut-Äquivalents 

an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Laminin (Pfeile) wurde als 

Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm.          

 

Die Ausprägung von Kollagen IV wurde durch die Behandlung der Mundschleimhaut-

Äquivalente mit Stoßwellen an Kulturtag 19 oder 26 angeregt. Die unbehandelte 

Kontrolle zeigte keine Ausprägung von Kollagen IV. Die Behandlung mit Stoßwellen 

an Kulturtag 15 führte zu keiner Ausprägung von Kollagen IV in den Mundschleimhaut-

Äquivalenten (Abbildung 63).                                                                
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Abbildung 63: Immunhistochemische Färbung von Kollagen IV des Mundschleimhaut-

Äquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Kollagen IV 

(Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.           

 

Die Anwendung der ESWT an Kulturtag 19 oder 26 innerhalb der Herstellung der 

Mundschleimhaut-Äquivalente führte zu einer stärkeren Ausbildung und 

Differenzierung des mehrschichtigen Epithels und der Basalmembran in vitro. Die 

Ausbildung von Gefäßstrukturen in vitro unter der Behandlung war nach ESWT-

Anwendung an Kulturtag 19 besser als an Kulturtag 26. Für die Stimulation der 

Mundschleimhaut-Äquivalente, welche im in ovo-Modell auf ihr Überleben und ihre 

Funktionalität untersucht wurden, wurden diese mit Stoßwellen an Kulturtag 19 

behandelt.                                                              
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3.6 Einwachsen des Mundschleimhaut-Äquivalents in vivo 

Die Beurteilung der potenziellen Gewebeintegration in vivo wurde mittels 

Chorioallantoismembran (CAM)-Assay in ovo durchgeführt. Dafür wurden 

Mundschleimhaut-Äquivalente mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC hergestellt. Zusätzlich wurden Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen hergestellt als Kultur auf der Kollagenmatrix ohne 

Prävaskularisierung. Die in vitro-kultivierten Mundschleimhaut-Äquivalente und Bi-

Kulturen wurden an Kulturtag 12 oder 33 auf die CAM in ovo überführt. Die besiedelten 

Kollagenmatrices, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, wurden entweder 

an Kulturtag 19 mit Stoßwellen behandelt oder waren unbehandelt.  

Es wurden nur Mundschleimhaut-Äquivalente und Bi-Kulturen nach der in ovo-

Kultivierung analysiert, die während der Kultivierung an die CAM angewachsen waren. 

Dies war etwa bei der Hälfte der Proben der Fall.  

 

3.6.1 Endothelzellen und Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent 

in vivo 
Für die Untersuchung der Endothelzellen in den Mundschleimhaut-Äquivalenten auf 

der CAM wurden die Endothelzellen an Kulturtag 12 auf den Kollagenmatrices 

ausgesät. Die Mundschleimhaut-Äquivalente wurden entweder 4 h nach der 

Endothelzell-Besiedelung an Kulturtag 12 oder an Kulturtag 33 auf die CAM überführt. 

Nach der Kultivierung auf der CAM, wurden die angewachsenen besiedelten 

Kollagenmatrices entnommen und immunhistochemisch analysiert.  

Bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC, 

die an Kulturtag 12 auf die CAM überführt wurden, waren die HDMEC nach der 

Kultivierung auf der CAM deutlich CD31-positiv und vWF-negativ. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die an 

Kulturtag 12 auf die CAM überführt wurden, waren die ECFC ebenfalls deutlich CD31-

positiv und auch leicht vWF-positiv (Abbildung 64). 
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Abbildung 64: Immunhistochemische CD31 und vWF-Färbung des Mundschleimhaut-

Äquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. CD31 

wurde als Marker für Endothelzellen (Pfeile) verwendet. vWF wurde ebenfalls als Marker für die 

Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, 

zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch 

wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm. 

 

Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren die HDMEC 

ebenfalls CD31-positiv. Bei denen, die mit Stoßwellen behandelt wurden, waren nur 

noch vereinzelt HDMEC mittels CD31 nachweisbar (Abbildung 65). Bei den 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren die ECFC CD31-

positiv. Bei denen, die mit Stoßwellen behandelt wurden, waren noch vereinzelt ECFC 

mittels CD31 nachweisbar (Abbildung 65). 
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Abbildung 65: Immunhistochemische CD31-Färbung des mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Übersiedeln auf 

die CAM an Kulturtag 33. Die Mundschleimhaut-Äquivalente, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt 

wurden, wurden entweder an Kulturtag 19 mit Stoßwellen behandelt (ESWT-Anwendung) oder waren 

unbehandelt. CD31 wurde als Marker für Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.        

      

Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren die HDMEC 

vWF-positiv. Bei denen, die mit Stoßwellen behandelt wurden, war eine vWF-Färbung 

war nicht nachweisbar (Abbildung 66). Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-

Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die an Kulturtag 33 auf die 

CAM überführt wurden, waren die ECFC vWF-negativ. Bei denen, die mit Stoßwellen 

behandelt wurden, war ein vWF-Färbung ebenfalls nicht nachweisbar (Abbildung 66). 
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Abbildung 66: Immunhistochemische vWF-Färbung des mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Übersiedeln auf 

die CAM an Kulturtag 33. Die Mundschleimhaut-Äquivalente, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt 

wurden, wurden entweder an Kulturtag 19 mit Stoßwellen behandelt (ESWT-Anwendung) oder waren 

unbehandelt. vWF wurde als Marker für die Endothelzellen (Pfeil) verwendet. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.                 

 

Für die Untersuchung der Ausbildung der extrazellulären Matrix (indirekter 

Fibroblasten-Nachweis) in den Mundschleimhaut-Äquivalenten in ovo, wurden die 

Mundschleimhaut-Äquivalente mit Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen 

(HDMEC oder ECFC) und Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen an Kulturtag 

12 oder an Kulturtag 33 auf die CAM überführt.  

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt wurden, war die Tenascin-Verteilung in einem Großteil der Kollagenmatrix 

nachweisbar. Die Tenascin-Verteilung in den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit 

HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 12 auf die CAM überführt wurden, zeigte keinen 

wesentlichen Unterschied zu der Tenascin-Verteilung in der Bi-Kultur (Abbildung 67).  
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Abbildung 67: Immunhistochemische Tenascin-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Tenascin diente dem Nachweis 

der Ausbildung der extrazellulären Matrix und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Gefärbt 

wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten 

Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen 

Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an 

Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, war die Tenascin-Verteilung in der 

gesamten Kollagenmatrix nachweisbar. Bei denen, die mit Stoßwellen behandelt 

wurden zeigte sich kein Unterschied in der Tenascin-Verteilung. Bei den 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, zeigte sich 

kein Unterschied bei der Tenascin-Verteilung im Vergleich zu der Bi-Kultur ohne 

Endothelzellen. Auch die Stoßwellen-Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente 

hatte keinen sichtbaren Einfluss auf die Tenascin-Verteilung (Abbildung 68).  
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Abbildung 68: Immunhistochemische Tenascin-Färbung von mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM 

an Kulturtag 33. Tenascin diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellulären Matrix und dem 

indirekten Nachweis von Fibroblasten. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, 

sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die 

CAM an Kulturtag 33. Die Kulturen wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 

behandelt oder waren unbehandelt. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der 

glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser 

Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

3.6.2 Versorgung des Epithels des Mundschleimhaut-Äquivalents in vivo 
Für die Untersuchung der Ausbildung und des Erhalts des Epithels der 

Mundschleimhaut-Äquivalente in ovo, wurden die Mundschleimhaut-Äquivalente mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen (HDMEC oder ECFC) und Bi-Kulturen 

mit Fibroblasten und Epithelzellen an Kulturtag 12 oder an Kulturtag 33 auf die CAM 

überführt. Nach der Entnahme von der CAM wurde bei den besiedelten 

Kollagenmatrices Involucrin (vollständig differenzierte Epithelzellen), Zytokeratin 13 

(intermediär differenzierte Epithelzellen), Zytokeratin 19 (undifferenzierte 

Epithelzellen), sowie Occludin (Bestandteil von Tight junctions) immunhistochemisch 

gefärbt.  
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Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt wurden, waren nur vereinzelt Epithelzellen Involucrin-positiv. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC waren deutlich mehr Zellen Involucrin-positiv (Abbildung 69).  

 

Abbildung 69: Immunhistochemische Involucrin-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Involucrin wurde als Marker 

für ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem 

Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der 

glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser 

Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 

33 auf die CAM überführt wurden, waren einige Epithelzellen Involucrin-positiv. Bei 

den Bi-Kulturen, die mit Stoßwellen behandelt wurden, zeigte sich eine deutlich 

stärkere Involucrin-Färbung der Epithelzellen. Bei den unbehandelten 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC, die an 

Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren ebenfalls einige Epithelzellen 

Involucrin-positiv. Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit ECFC 
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lagen die Involucrin-positiven Epithelzellen in einer durchgehenden Schicht vor. Bei 

den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC oder ECFC führte die Stoßwellen-

Behandlung zu keiner stärkeren Involucrin-Ausbildung (Abbildung 70). 

 

Abbildung 70: Immunhistochemische Involucrin-Färbung von mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM 

an Kulturtag 33. Involucrin wurde als Marker für ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. 

Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 33. Die Kulturen 

wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 behandelt oder waren unbehandelt. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 13-positiv. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC zeigten die Epithelzellen eine ähnliche Zytokeratin 13-Ausprägung wie in der 

Bi-Kultur (Abbildung 71).  
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Abbildung 71: Immunhistochemische Zytokeratin 13-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Zytokeratin 13 wurde als 

Marker für intermediär differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an 

Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 13-

positiv. Die Stoßwellen-Behandlung der Bi-Kulturen führte zu einer deutlich stärkeren 

Zytokeratin 13-Ausprägung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der 

Kollagenmatrix. Bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt 

wurden, war die Zytokeratin 13-Ausprägung stärker als bei der Bi-Kultur. Die 

Stoßwellen-Behandlung führte bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC 

oder ECFC zu keiner stärkeren Zytokeratin 13-Ausprägung (Abbildung 72).  
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Abbildung 72: Immunhistochemische Zytokeratin 13-Färbung von mit Stoßwellen behandelten 

oder unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die 

CAM an Kulturtag 33. Zytokeratin 13 wurde als Marker für intermediär differenzierte Epithelzellen 

(Pfeile) verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen 

mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 

33. Die Kulturen wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 behandelt oder waren 

unbehandelt. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite 

nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 19-positiv. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC konnte eine etwas stärkere Zytokeratin 19-Ausprägung der Epithelzellen als bei 

der Bi-Kultur nachgewiesen werden (Abbildung 73).  
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Abbildung 73: Immunhistochemische Zytokeratin 19-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Zytokeratin 19 wurde als 

Marker für undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an 

Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 19-

positiv. Die Stoßwellen-Behandlung der Bi-Kulturen führte zu einer deutlich stärkeren 

Zytokeratin 19-Ausprägung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der 

Kollagenmatrix. Bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt 

wurden, war die Zytokeratin 19-Ausprägung etwas stärker als bei den Bi-Kulturen. Die 

Stoßwellen-Behandlung führte bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC 

oder ECFC zu keiner stärkeren Zytokeratin 19-Ausprägung (Abbildung 74). 
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Abbildung 74: Immunhistochemische Zytokeratin 19-Färbung von mit Stoßwellen behandelten 

oder unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die 

CAM an Kulturtag 33. Zytokeratin 19 wurde als Marker für undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) 

verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 33. 

Die Kulturen wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 behandelt oder waren 

unbehandelt. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite 

nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei der Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt wurde, waren einige Epithelzellen Occludin-positiv. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC konnte eine stärkere Occludin-Ausprägung der Epithelzellen in einer breiteren 

Schicht den Kollagenmatrices nachgewiesen werden als bei der Bi-Kultur 

(Abbildung 75).  
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Abbildung 75: Immunhistochemische Occludin-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Occludin (Pfeile) wurde als 

Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalität der Epithelzellschichten verwendet. 

Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 

33 auf die CAM überführt wurden, waren einige Epithelzellen Occludin-positiv. Die 

Stoßwellen-Behandlung der Bi-Kulturen führte zu einer stärkeren Occludin-

Ausprägung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der Kollagenmatrix. Bei 

den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, war die Occludin-

Ausprägung stärker als bei den Bi-Kulturen. Die Stoßwellen-Behandlung führte bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC oder ECFC zu keiner stärkeren Occludin-

Ausprägung im Vergleich mit den unbehandelten Kollagenmatrices (Abbildung 76). 
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Abbildung 76: Immunhistochemische Occludin-Färbung von mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM 

an Kulturtag 33. Occludin (Pfeile) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der 

Funktionalität der Epithelzellschichten verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem 

Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 33. Die Kulturen wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an 

Kulturtag 19 behandelt oder waren unbehandelt. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind 

mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. 

Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 

µm.    

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

3.6.3 Versorgung der Basalmembran des Mundschleimhaut-Äquivalents 

in vivo  

Für die Untersuchung der Ausbildung der Basalmembran der Mundschleimhaut-

Äquivalente in ovo, wurden die Mundschleimhaut-Äquivalente mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und Endothelzellen (HDMEC oder ECFC) und Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen an Kulturtag 12 oder an Kulturtag 33 auf die CAM 

überführt. Nach der Entnahme von der CAM wurde bei den besiedelten 

Kollagenmatrices die Basalmembranbestandteile Laminin und Kollagen IV 

immunhistochemisch gefärbt.  
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Weder bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf 

die CAM überführt wurden, noch bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die ebenfalls an Kulturtag 12 auf 

die CAM überführt wurden, konnte Laminin nachgewiesen werden (Abbildung 77).  

 

Abbildung 77: Immunhistochemische Laminin-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Laminin wurde als Bestandteil 

der Basalmembran als Marker dafür verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem 

Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der 

glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser 

Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 

33 auf die CAM überführt wurden, konnte kein Laminin nachgewiesen werden. Die 

Stoßwellen-Behandlung der Bi-Kulturen führte zu einer deutlichen Laminin-

Ausprägung in einer breiten Schicht auf der Kollagenmatrix. Bei den 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, konnte ebenfalls Laminin 

nachgewiesen werden. Nach der Stoßwellen-Behandlung der Mundschleimhaut-
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Äquivalente mit HDMEC oder ECFC konnte jedoch kein Laminin nachgewiesen 

werden (Abbildung 78). 

 

Abbildung 78: Immunhistochemische Laminin-Färbung von mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM 

an Kulturtag 33. Laminin (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür verwendet. 

Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 33. Die Kulturen 

wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 behandelt oder waren unbehandelt. Die 

abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und 

der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die 

Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.  

   

Weder bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf 

die CAM überführt wurden, noch bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die ebenfalls an Kulturtag 12 auf 

die CAM überführt wurden, konnte Kollagen IV nachgewiesen werden (Abbildung 79).  
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Abbildung 79: Immunhistochemische Kollagen IV-Färbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der 

Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Kollagen IV wurde als 

Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit 

Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder 

ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 12. Die abgebildeten Mundschleimhaut-

Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porösen Seite nach unten 

orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen 

einer Länge von 500 µm.    

 

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an 

Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, konnte kein Kollagen IV nachgewiesen 

werden. Die Stoßwellen-Behandlung der Bi-Kulturen führte zu einer Kollagen IV-

Ausprägung. Bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen 

und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM überführt wurden, konnte 

eine starke Kollagen IV-Ausprägung nachgewiesen werden. Nach der Stoßwellen-

Behandlung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit HDMEC konnte kein Kollagen IV 

nachgewiesen werden. Bei den Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und ECFC konnte eine ähnliche Kollagen IV-Ausprägung wie bei den 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und 

ECFC nachgewiesen werden (Abbildung 80). 
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Abbildung 80: Immunhistochemische Kollagen IV-Färbung von mit Stoßwellen behandelten oder 

unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Übersiedeln auf die CAM 

an Kulturtag 33. Kollagen IV (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafür 

verwendet. Gefärbt wurden Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, sowie Tri-Kulturen mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC nach dem Aufbringen auf die CAM an Kulturtag 33. 

Die Kulturen wurden entweder mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 behandelt oder waren 

unbehandelt. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Äquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite 

nach oben und der porösen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal 

durchgeführt. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 500 µm.    
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4. Diskussion 

4.1 Charakterisierung der ECFC aus Vollblut 

Die aus dem Vollblut isolierten Endothelzellen wurden zunächst näher charakterisiert. 

Im Blut zirkulieren endotheliale Vorläuferzellen (endothelial progenitor cells; EPC), die 

zu adulten Endothelzellen differenzieren können. Die Vorläuferzellen lassen sich 

unterteilen in frühe und späte EPC (Hur et al. 2004). Die späten EPC werden auch als 

endothelial colony forming cells (ECFC) bezeichnet. Diese sind im Gegensatz zu den 

anderen Untertypen proliferationsfähig und in der Lage Gefäßstrukturen auszubilden 

(Critser and Yoder 2010; Tasev et al. 2016). Somit eignen sich die ECFC als einzige 

Gruppe unter den EPC als endotheliale Quelle für die Prävaskularisierung bei der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents aus autologen Zellen.  

Am ersten Tag nach der Zellisolation aus der Vollblutspende waren viele adhärente 

Zellen auf der Zellkulturplatte vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt wiesen bisher nur 

wenige Zellen CD31 auf ihrer Oberfläche auf. Mit der Zeit lösten sich einige Zellen und 

die Population an adhärenten Zellen verringerte sich. Bei den adhärenten Zellen stieg 

jedoch der Anteil an CD31-positiven Zellen an. Da CD31 von allen endothelialen Zellen 

auf der Zelloberfläche ausgeprägt wird (Lertkiatmongkol et al. 2016; Medina et al. 

2017), konnte angenommen werden, dass es sich bei diesen isolierten Zellen um 

endotheliale Vorläuferzellen handelte. Bis zu Tag 7 nach der Isolation besaß der 

Großteils der isolierten, adhärenten Zellen eine spindelförmige Morphologie. In der 

Literatur ist beschrieben, dass frühe und späte EPC eine unterschiedliche 

Zellmorphologie aufweisen und, dass die frühe EPC dabei eine Spindel-artige 

Morphologie und die späte EPC eine Kopfsteinpflaster-Morphologie besitzen. Die 

frühen EPC sollen diese Morphologie in den ersten zwei bis drei Wochen nach der 

Zellisolation aufweisen und danach absterben (Hur et al. 2004). Die Morphologie des 

Großteils der isolierten, adhärenten Zellen bis zu Tag 7 nach der Isolation deutete 

darauf hin, dass es sich bei den vorhandenen Zellen hauptsächlich um frühe EPC 

handelte. Etwa 10 Tage nach der Zellisolation bildeten sich die ersten Zellkolonien 

aus, welche für ECFC charakteristisch sind (Smadja et al. 2019). Zu diesem Zeitpunkt 

zeigte sich nur ein schwacher CD31-Nachweis bei den Zellen. Danach nahm die 

Anzahl der Zellen zu und adulte Endothelzellen, die sich morphologisch deutlich von 

den Zellen davor unterscheiden ließen, waren erkennbar. Die Zellen zeigten eine 

Kopfsteinpflaster-Morphologie, was charakteristisch für ECFC sowie adulte 
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Endothelzellen ist (Hur et al. 2004). Die Anzahl der CD31-positiven Zellen nahm über 

die Zeit hinweg zu. Dies ließ sich aufgrund der Proliferationsfähigkeit der gewünschten 

ECFC erklären.  

CD14 ist ein Marker für Zellen mit monozytärem Ursprung, wie zum Beispiel 

Monozyten und Makrophagen (Zamani et al. 2013). Frühe EPC können der 

monozytärer Abstammung zugeordnet werden und prägen ebenfalls CD14 aus 

(Fernandez et al. 2000; Raemer et al. 2009). Innerhalb der ersten Tage nach der 

Isolation waren die Zellen, die CD31 auf ihrer Oberfläche nachwiesen, gleichzeitig 

CD14-positiv. 28 Tage nach der Zellisolation war bei den CD31-positiven Zellen kein 

CD14 mehr vorhanden. Dies entsprach der Erwartung, dass frühe EPC CD14 

ausprägen und ECFC wiederum nicht (Medina et al. 2017). Es bestärkte, dass es sich 

bei den isolierten Zellen in den ersten Tagen um frühe EPC handelte, und zu späteren 

Zeitpunkten um späte EPC, also ECFC. 

Aufgrund der Anhaltspunkte, wie die Zellmorphologie, die Proliferationsfähigkeit sowie 

die CD31- und CD14-Analyse, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei den 

isolierten Zellen aus dem Vollblut nach vier Wochen um ECFC handelte. 

 

4.2 Gefäßbildung innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents während 

der in vitro-Herstellung 

Die Ausbildung von Gefäßstrukturen innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents ist 

für die Funktionalität des Gewebes von großer Bedeutung. Die in vitro-Ausbildung von 

Gefäßstrukturen in Gewebe-Äquivalenten vor einer Transplantation in vivo wird als 

Prävaskularisierung bezeichnet. Die Gefäßstrukturen der Prävaskularisierung können 

einen funktionalen Anschluss an das Gefäßsystem des Empfängerorganismus finden 

(Mishra et al. 2016). Somit ist die Prävaskularisierung während der in vitro-Herstellung 

für die Nährstoff- und Sauerstoff-Versorgung des Mundschleimhaut-Äquivalents und 

dessen Funktionalität nach der Transplantation in den Empfängerorganismus von 

maßgeblichem Vorteil. Das Mundschleimhaut-Äquivalent wurde aus einer Tri-Kultur 

mit Fibroblasten, Epithelzellen sowie Endothelzellen auf einer Kollagenmatrix erzeugt. 

Die Gefäßstrukturen sollten von den Endothelzellen ausgebildet werden. Diese 

wurden dem Mundschleimhaut-Äquivalent während des Herstellungsprozesses an 

Kulturtag 12 hinzugegeben.  
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An Kulturtag 26 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents hatten 

sich bereits Gefäßstrukturen in den Kollagenmatrices mit Bi-Kulturen aus Fibroblasten 

und HDMEC, sowie in den Kollagenmatrices mit Tri-Kulturen aus Fibroblasten, 

HDMEC und Epithelzellen ausgebildet. Diese Gefäßstrukturen waren oberflächlich auf 

der porösen Seite der Kollagenmatrix, der gegenüberliegenden Seite des Epithels, 

lokalisiert. Innerhalb einer zweidimensionalen Zellkultur, in einem Tube Formation 

Assay auf Matrigel®, bilden Endothelzellen nach 4 h Zusammenschlüsse, sogenannte 

Tubes, die auf ihre Fähigkeit zur Gefäßbildung schließen lassen (Staton et al. 2004). 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Gefäßstrukturen auch in einem 

komplexeren dreidimensionalen Konstrukt in der Kollagenmatrix im Rahmen einer Bi- 

und Tri-Kultur mit humanen dermalen mikrovaskulären Endothelzellen (HDMEC) nach 

14 Tagen ausbilden. Die Endothelzellen sind dabei bis Kulturtag 26 nicht in tiefere 

Bereiche der Kollagenmatrix migriert, sondern haben sich auf der Oberfläche 

festgesetzt und dort Gefäßstrukturen ausgebildet. Im Bereich des Tissue Engineerings 

werden Gefäßstrukturen mit einem maximalen Durchmesser des Gefäßlumens von 

100 µm als mikrovaskuläre Strukturen bezeichnet (Tien 2019). Die im 

Mundschleimhaut-Äquivalent von HDMEC ausgebildeten Gefäßstrukturen besitzen 

einen Lumen-Durchmesser von 10 bis 30 µm (Heller et al. 2016). Somit hatten sich bis 

Kulturtag 26 in einem oberflächlichen Bereich der porösen Seite der Kollagenmatrix 

mikrovaskuläre Gefäßstrukturen ausgebildet.  

An Kulturtag 33 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents waren 

die Gefäßstrukturen in den Kollagenmatrices mit Bi-Kulturen aus Fibroblasten und 

HDMEC, sowie mit Tri-Kulturen aus Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen besser 

ausgeprägt als an Kulturtag 26. Außerdem waren die Gefäßstruktur-ausbildenden 

Endothelzellen an Kulturtag 33 vermehrt vWF-positiv. An Kulturtag 26 war bei deutlich 

weniger Zellen vWF nachweisbar. Das Glykoprotein vWF wird von Endothelzellen 

gebildet und spielt eine wichtige Rolle bei der primären Homöostase (Gogia and 

Neelamegham 2015). Die Bildung und Freisetzung des vWF aus Endothelzellen kann 

als Maß der Endothelzell-Funktionalität gewertet werden. Das Fehlen der Ausprägung 

von vWF weist daraufhin, dass die Endothelzellen noch nicht ihre volle Funktion 

ausgeprägt haben. Es kann somit angenommen werden, dass die Endothelzellen und 

die ausgebildeten Gefäßstrukturen im Mundschleimhaut-Äquivalent an Kulturtag 33 

funktionaler sind als an Kulturtag 26. Die Gefäßstrukturen konnten an Kulturtag 33 der 

Mundschleimhaut-Äquivalent-Herstellung etwas tiefer in der Kollagenmatrix 
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nachgewiesen werden als an Kulturtag 26. Sie waren jedoch weiterhin in einem sehr 

oberflächlichen Bereich der porösen Seite der Kollagenmatrix lokalisiert. Somit bildete 

sich das Gefäßstrukturnetz zwischen dem 26. und 33. Kulturtag innerhalb der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents weiter aus und schien eine leichte 

Affinität zu besitzen in die Kollagenmatrix einzuwachsen. Eine tiefgehende 

Prävaskularisierung blieb jedoch aus. In einem Maus-Modell konnte ein Einwachsen 

von Blutgefäßen in die azelluläre Kollagenmatrix (selbe Kollagenmatrix wie für die 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents verwendet) nach der Transplantation 

gezeigt werden (Dau et al. 2020). Die Möglichkeit des Einwachsens von 

Gefäßstrukturen in die Kollagenmatrix, welches in vitro nicht stattgefunden hat konnte 

somit in vivo gezeigt werden und sollte auch für die Prävaskularisierung möglich sein.   

Aufgrund des besser ausgebildeten Gefäßstrukturnetzes an Kulturtag 33, dessen 

Endothelzellen funktionaler waren, sowie tiefer im Mundschleimhaut-Äquivalent 

lokalisiert waren im Vergleich zu den Gefäßstrukturen an Kulturtag 26, eignete sich die 

Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Äquivalents von 33 Tage besser als eine 

Dauer von 26 Tagen. Da das Mundschleimhaut-Äquivalent eine Dicke von etwa 

500 µm aufweist und nach einer Transplantation in vivo die Diffusionsgrenze für die 

Sauerstoff- und Nährstoffversorgung in Geweben bei etwa 200 µm liegt (Torres Filho 

et al. 1994), könnte sich ohne eine tiefgehende Prävaskularisierung nach der 

Transplantation ein unterversorgter nekrotischer Kern im Gewebe-Äquivalent bilden, 

der zum Absterben des Epithels und zur Abstoßung des Transplantats führen kann 

(Tien 2019). Für eine zukünftige in vivo-Anwendung ist es somit unerlässlich die 

Gefäßstrukturen tiefer in das Mundschleimhaut-Äquivalent, in Richtung der glatten, 

zellokklusiven Seite einzubringen, um die Versorgung des Epithels in vivo und damit 

das Überleben und die Funktionalität des Gewebe-Äquivalents nach einer 

Transplantation zu gewährleisten.  

 

4.3 Verhalten der Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent während 

der in vitro-Herstellung 

Die Fibroblasten dienen der Ausbildung der extrazellulären Matrix und sind ein 

wichtiger zellulärer Bestandteil des Bindegewebes (Alberts 2002). Dabei 

synthetisieren sie das Glykoprotein Tenascin als Bestandteil der extrazellulären Matrix 

(Taylor et al. 1989). Die Fibroblasten wurden an Kulturtag 1 der Mundschleimhaut-
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Äquivalent-Herstellung auf die Kollagenmatrix gegeben. Neben der Ausbildung des 

Bindegewebes sezernieren sie verschiedene Wachstumsfaktoren und unterstützen 

damit bekanntermaßen unter anderem die Prävaskularisierung und die 

Epithelausbildung (Kellouche et al. 2007; Wong et al. 2007). 

An Kulturtag 12 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents konnte 

die Funktionalität der Fibroblasten zur Ausbildung der extrazellulären Matrix über eine 

Tenascin-Färbung in oberflächlicheren Bereiche der porösen Seite der Kollagenmatrix 

nachgewiesen werden. An Kulturtag 26 war Tenascin bereits verteilter im 

Mundschleimhaut-Äquivalent zu finden und an Kulturtag 33 war Tenascin letztendlich 

im gesamten Mundschleimhaut-Äquivalent nachweisbar. Dies ließ darauf schließen, 

dass die Fibroblasten über die gesamten 33 Kulturtag hinweg vital und funktional 

waren. Es lässt sich vermuten, dass die oberflächliche Besiedelung der Kollagenmatrix 

mit Fibroblasten ausreichend ist, um nach 33 Kulturtagen ein Bindegewebe 

auszubilden, welches das gesamte Mundschleimhaut-Äquivalente durchzieht. Die 

Sekretion von Zytokinen durch die Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent 

scheint somit über die Kultivierungsdauer hinweg in die Tiefe bis hin zur glatten, 

zellokklusiven Seite der Kollagenmatrix zu gelangen. Da die Fibroblasten auch 

Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

sezernieren, die zu der Proliferation und Migration der Endothelzellen beitragen, sowie 

die Vaskulogenese unterstützen (Kellouche et al. 2007; Newman et al. 2011), könnte 

dies ein Grund dafür sein, dass die Endothelzellen an Kulturtag 33 während der 

Mundschleimhaut-Äquivalent-Herstellung tiefer lokalisiert und die Gefäßstrukturen 

besser ausgebildet waren als an Kulturtag 26. Außerdem besitzen die Fibroblasten 

zusätzlich eine Migrationsneigung, die es ihnen ermöglicht in 3D-Kollagenmatrices 

hinein zu migrieren (Miron-Mendoza et al. 2008). Dies ermöglicht es ihnen sich 

innerhalb der 33 Kulturtage in der Kollagenmatrix zu verteilen; anders als bei den 

Endothelzellen. Die Funktionalität der Fibroblasten sowie die effektive Ausbildung 

eines Bindegewebes ist bedeutend für die Funktionalität von nativem 

Mundschleimhaut-Gewebe (Brizuela and Winters 2022) und somit auch innerhalb der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents zur in vivo-Anwendung. 
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4.4 Ausbildung des mehrschichtigen Epithels und der Basalmembran 

des Mundschleimhaut-Äquivalents während der in vitro-Herstellung 

Bei dem Epithel der nativen Mundschleimhaut handelt es sich um ein mehrschichtiges 

nicht-keratinisiertes Plattenepithel. Die Epithelzellen weisen in den verschiedenen 

Schichten unterschiedliche Differenzierungsstadien und Oberflächenmarker auf. In der 

äußersten Schicht befinden sich vollständig differenzierte Epithelzellen, welche 

Involucrin auf ihrer Oberfläche exprimieren. Darunter befinden sich intermediär 

differenzierte Zytokeratin 13-exprimierende Epithelzellen. Darunter wiederum 

befinden sich undifferenzierte, basale Epithelzellen, auf deren Zelloberfläche sich 

Zytokeratin 19 nachweisen lässt (Banks-Schlegel and Green 1981; Moll et al. 1982; 

Barrett et al. 1998). Unter der Epithelschicht bildet sich eine Basalmembran aus, die 

unter anderem aus Laminin und Kollagen IV besteht (Yurchenco 2011). Bei der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents wurde die Kollagenmatrix an 

Kulturtag 4 auf der glatten, zellokklusiven Seite mit Epithelzellen besiedelt. 

Der Differenzierungsmarker Involucrin konnte an Kulturtag 12 innerhalb der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents zunächst als dünne durchgängige 

Schicht auf der Oberfläche der glatten, zellokklusiven Seite der Kollagenmatrix 

nachgewiesen werden. An Kulturtag 26 bis hin zu Kulturtag 33 waren die Involucrin-

positiven Zellen, also die vollständig differenzierten Epithelzellen, in einer breiteren 

Schicht nachweisbar. Sie lagen dabei nicht mehr in einer durchgehenden Schicht, 

sondern in Clustern vor. Auch Zytokeratin 13 und Zytokeratin 19 (intermediär 

differenzierte und undifferenzierte Epithelzellen) waren an Kulturtag 12 zunächst auf 

der Oberfläche der zellokklusiven Seite der Kollagenmatrix als dünnen durchgängige 

Schicht nachweisbar. Auch diese differenzierten und undifferenzierten Epithelzellen 

waren an Kulturtag 26 bis hin zu Kulturtag 33 in einer breiteren Schicht nachweisbar. 

Dabei lagen sie ebenfalls in Clustern vor. Es ist bekannt, dass sich teilende 

Epithelzellen in Clustern auftreten und dies eher in tieferen Schichten als in oberen 

Schichten eines Epithels der Fall ist (Squier and Brogden 2013). Die Funktionalität des 

mehrschichtigen Epithels konnte über einen Nachweis von Occludin als Bestandteil 

von Tight junctions beurteilt werden (van Rensburg 1995; Feldman et al. 2005). An 

Kulturtag 12 konnte lediglich eine geringe Ausprägung von Tight junctions auf der 

Oberfläche des Mundschleimhaut-Äquivalents nachgewiesen werden. Somit wies die 

durchgängige, dünne Schicht von Epithelzellen an Kulturtag 12 eine geringe 
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Funktionalität auf. Der Gehalt an Tight junctions nahm von Kulturtag 12 bis hin zu 

Kulturtag 33 zu, was auf die Steigerung der Funktionalität des Epithels über die 

Kultivierungszeit hindeutete. An Kulturtag 33 waren ausgeprägte Bereiche mit Tight 

junctions in einer breiten Schicht auf der glatten, zellokklusiven Seite des 

Mundschleimhaut-Äquivalents vorhanden. Somit konnte gezeigt werden, dass eine 

Differenzierung und Ausbildung des mehrschichtigen Epithels von Kulturtag 12 bis hin 

zu Kulturtag 33 stattfanden.  

Der Basalmembran-Bestandteil Laminin konnte an Kulturtag 12 und an Kulturtag 26 

innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents nicht nachgewiesen 

werden. Erst an Kulturtag 33 ließ sich Laminin innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents nachweisen. Dies deutet daraufhin, dass sich an Kulturtag 12 und 

Kulturtag 26 noch keine Basalmembran ausgebildet hatte. Der Basalmembran-

Bestandteil Kollagen IV war ohne eine zusätzliche Stimulation zu keinem Zeitpunkt 

innerhalb der Kultivierungsdauer von 33 Tagen im Mundschleimhaut-Äquivalent 

nachweisbar. Die Ausbildung der Basalmembran innerhalb der in vitro-Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents war somit noch nicht erfolgreich und muss angeregt 

werden. Die Synthese von Kollagen IV geht von differenzierten Epithelzellen und nicht 

von undifferenzierten Epithelzellen aus (Kirkland and Henderson 2001). Die 

Stimulation der Epithelzelldifferenzierung könnte somit die Expression von Kollagen IV 

und damit die Ausbildung der Basalmembran im Mundschleimhaut-Äquivalent fördern.  

Wie bei dem in vitro-Prozess der Prävaskularisierung war eine Kultivierungsdauer des 

Mundschleimhaut-Äquivalents von 33 Tagen für die Ausbildung des Epithels besser 

geeignet als eine Kultivierungsdauer von 26 Tagen. Das erzeugte Epithel mit seinen 

in unterschiedlichen Differenzierungsstadien befindlichen Epithelzellen und den 

funktionalen Zell-Zell-Interaktionen bietet eine gute Grundlage für ein funktionales 

Mundschleimhaut-Äquivalent für eine zukünftige in vivo-Anwendung. Die Ausbildung 

des mehrschichtigen Epithels und besonders die Ausbildung der Basalmembran sollte 

während der in vitro-Herstellung weiter optimiert und unterstützt werden, um die 

Funktionalität des Mundschleimhaut-Äquivalents zu gewährleisten.  
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4.5 Parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents 

Um ein besseres Verständnis für die Interaktion zwischen den drei verschiedenen 

Zelltypen innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents, sowie für die Prozesse der 

Prävaskularisierung und der Epithelausbildung zu erhalten, wurde die Sekretion von 

Zytokinen durch das Mundschleimhaut-Äquivalent analysiert. Dabei wurde die 

Sekretion von Tri-Kulturen mit Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen mit der von Bi-

Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix verglichen, um vor allem 

den Einfluss der Epithelzellen auf die Zytokin-Sekretion im Mundschleimhaut-

Äquivalent zu betrachten.  

Es konnte gezeigt werden, dass ein Großteil an Zytokinen von der Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen auf der Kollagenmatrix deutlich geringer 

sezerniert wurde als von der Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC. Innerhalb der 

parakrinen Kommunikation zwischen den Epithelzellen und den anderen beiden 

Zelltypen schien es zu einer Herunterregulierung verschiedenster Signalwege zu 

kommen. Die Epithelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent beeinträchtigten dabei die 

Zytokin-Sekretion der anderen Zelltypen. Welche Mechanismen dem zu Grunde lagen 

ist noch unklar. Um diese aufzudecken, müssen weitere Analysen der parakrinen 

Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents folgen. Das 

Kultivierungssystem der Mundschleimhaut-Äquivalente als Tri-Kultur beinhaltete durch 

die Zugabe der Epithelzellen zwei Drittel mehr Zellen als das Kultivierungssystem mit 

Bi-Kulturen. Die höhere Gesamtzellzahl bei der Tri-Kultivierung bei gleichem 

Zellkulturmedium-Volumen führte möglicherweise durch das reduzierte 

Nähstoffangebot zu zellulären Stress, welcher zu einer erniedrigten Zytokin-Produktion 

und -Sekretion geführt haben könnte. Ein Hinweis für ein höheres Level an Zellstress 

in der Tri-Kultur als in der Bi-Kultur ist die geringere Sekretion von eNOS während der 

Tri-Kultivierung, welche durch die Erhöhung von oxidativem Stress verursacht werden 

kann (Łuczak et al. 2020). Eine ähnliche Beobachtung wurde in einem Rattenmodell 

gemacht, bei dem die Tiere psychologischem Stress ausgesetzt wurden. Dies bewirkte 

zellulären Stress, der in einer veränderten Zytokin-Produktion resultierte, bei der 

Zytokine stressbeding geringer oder stärker sezerniert wurden (Himmerich et al. 2013). 

Allerdings bezog sich diese Beobachtung auf Abläufe in der physiologischen 

Umgebung in vivo und kann nicht auf das Tri-Kulturmodell übertragen werden. Im 
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Tiermodell spielen Faktoren, wie Hormone und Immunzellen, wie Makrophagen und 

Monozyten, eine wichtige Rolle bei der Auslösung von Zellstress. Diese Faktoren sind 

im Tri-Kulturmodell nicht vorhanden. Möglicherweise spielen im Mundschleimhaut-

Äquivalent bei Zellstress andere Faktoren eine wichtige Rolle, die über die parakrine 

Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen vermittelt werden. Dabei könnte 

einer der Zelltypen durch eine stressbedingt veränderte Sekretion von Zytokinen 

Einfluss auf einen anderen Zelltyp nehmen. Die resultierenden Mechanismen können 

in dem Kontext sowohl parakrin als auch autokrin sein. Es wurden zum Beispiel von 

der Tri-Kultur nur 73 % IL-4 (signifikanter Unterschied), 64 % TGF-β, 36 % VEGF oder 

27 % EGF (signifikanter Unterschied) im Vergleich zur Bi-Kultur an Kulturtag 33 

sezerniert. In der Literatur wird beschrieben, dass IL-4 die Differenzierung von 

Epithelzellen beeinflussen kann (Jain-Vora et al. 1997). Da eine Differenzierung der 

Epithelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent während der Kultivierung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents stattfand, schien die verminderte Sekretion von IL-4 

und auch die geringere Sekretion weiterer Zytokine darauf keinen maßgeblichen 

Einfluss zu besitzen. Eventuell könnte eine Beeinträchtigung der Epithelzellen durch 

die verminderten sezernierten Zytokine bestanden haben, die zu der unzulänglichen 

Ausbildung der Basalmembran beitrug. Für EGF wird beschrieben, dass der Faktor die 

Neovaskulogenese stimuliert und die Endothelzell-Proliferation anregt (Buckley et al. 

1985; Boonstra et al. 1995). Da sich im Mundschleimhaut-Äquivalent zuverlässig 

Gefäßstrukturen ausbildeten, schien die deutlich geringere Sekretion von EGF keine 

Beeinträchtigung der Prävaskularisierung darzustellen. Die Prävaskularisierung war in 

Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC ebenso gut ausgebildet wie 

in Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC. In Vorarbeiten zeigte sich auch, dass sich 

die Prävaskularisierung in einer Bi-Kultur mit Fibroblasten und Endothelzellen 

ebenfalls nur auf oberflächliche Bereiche der Kollagenmatrix beschränkte (Schulze 

2016; Bauer 2018). Auch wenn die verminderte Zytokin-Sekretion innerhalb des 

Mundschleimhaut-Äquivalents keinen maßgeblichen Einfluss auf die 

Prävaskularisierung sowie die Epithelausbildung besaß, sollte die parakrine 

interzelluläre Kommunikation und die Herunterregulierung der Zytokine genauer 

analysiert werden. Die Sekretion der Zytokine VEGF, basic fibroblast growth factor 

(bFGF), Interleukin-8 (IL-8), endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) sowie 

Angiopoietin-2 wurden im Hinblick auf ihre Sekretion im Verlauf der Mundschleimhaut-

Äquivalent-Kultivierung genauer betrachtet. 
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Bei VEGF handelt es sich um einen angiogenen Wachstumsfaktor, der eine wichtige 

Rolle bei der Proliferation, der Migration und der Gefäßausbildung von Endothelzellen 

spielt (Ferrara 2004). Vor der Zugabe der Endothelzellen sezernierten Fibroblasten auf 

der Kollagenmatrix an Kulturtag 12 eine ähnliche Menge an VEGF wie die Bi-Kultur 

mit Fibroblasten und Epithelzellen. Dies lässt vermuten, dass im Mundschleimhaut-

Äquivalent die Fibroblasten VEGF sezernierten und die Epithelzellen wiederum nicht. 

In der Literatur bestätigt sich, dass Fibroblasten VEGF sezernieren (Duffy et al. 2013). 

Neben Fibroblasten sezernieren noch einige weitere Zelltypen VEGF (Ito et al. 2007). 

Auch für Keratinozyten aus der Mundschleimhaut oder auch von epithelialen 

Endometriumzellen wurde beschrieben, dass diese VEGF sezernieren (Nakanishi et 

al. 2007; Maybin et al. 2011). Dies schien für die Epithelzellen im  Mundschleimhaut-

Äquivalent gar nicht oder zumindest in keiner messbaren Menge zuzutreffen. Nach der 

Zugabe der Endothelzellen sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC an 

Kulturtag 15 eine ähnliche Menge an VEGF im Vergleich zu der VEGF-Sekretion an 

Kulturtag 12 vor der Zugabe der Endothelzellen. Dies deutete darauf hin, dass die 

HDMEC im Mundschleimhaut-Äquivalent ebenfalls kein VEGF sezernierten. Somit 

wären die Fibroblasten hauptverantwortlich für die Sekretion von VEGF im 

Mundschleimhaut-Äquivalent. Endothelzellen tragen VEGF-Rezeptoren auf ihrer 

Zelloberfläche, aber exprimieren unter physiologischen Bedingungen selbst kein 

VEGF. Allerdings können Formulierung eines Zellkulturmediums für die in vitro-Kultur 

die VEGF-Expression von Endothelzellen stimulieren, was nicht der Situation in vivo 

entspricht (Thomas 1996; Neufeld et al. 1999). Diese Stimulation zur VEGF-

Expression schien von dem für das Mundschleimhaut-Äquivalent verwendeten 

Zellmedium nicht auf die HDMEC auszugehen. Die Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC sezernierte an Kulturtag 15 signifikant weniger VEGF als 

die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC an diesem Kulturtag. Die VEGF-Sekretion 

der Bi- und Tri-Kultur blieb mit nicht-signifikanten Schwankungen von Kulturtag 15 bis 

zum Ende der Kultivierung an Tag 33 konstant. Somit sezernierte die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und HDMEC konstant signifikant mehr VEGF als die Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen. Da die VEGF-Sekretion der Mono-Kultur mit 

Fibroblasten weder durch die Kokultivierung mit Epithelzellen in Bi-Kultur noch durch 

die Kokultivierung mit HDMEC in Bi-Kultur beeinflusst wurde, deutete dies darauf hin, 

dass die parakrine Interaktion von Epithelzellen und HDMEC im Mundschleimhaut-

Äquivalent die Sekretion von VEGF, welche vermutlich hauptsächlich von den 
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Fibroblasten ausging, negativ beeinflusste. Die VEGF-Sekretion von Fibroblasten 

kann durch die Inhibition von TGF-β negativ beeinflusst werden (Noma et al. 2008). 

Die Analyse der Sekretion von TGF-β zeigte, wie bereits genannt, dass in der Tri-Kultur 

weniger TGF-β sezerniert wurde als in der Bi-Kultur. Hier könnte ein möglicher 

Zusammenhang zur verringerten VEGF-Sekretion bestehen. Welche Mechanismen zu 

der Herunterregulierung von VEGF bzw. TGF-β im Mundschleimhaut-Äquivalent 

führten ist noch unklar. Trotz der wichtigen Rolle von VEGF auf die Gefäßbildung, 

wirkte sich die verminderte VEGF-Sekretion nicht auffallend auf die 

Prävaskularisierung im Mundschleimhaut-Äquivalent aus. In der Literatur konnte 

ebenfalls ein positiver Einfluss von VEGF auf die Proliferation von Epithelzellen 

beschrieben werden (Villegas et al. 2005). Die niedrigere VEGF-Konzentration 

innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents könnte somit eventuell eine weitere 

mögliche Beeinträchtigung der Ausbildung einer Basalmembran durch die 

Epithelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent darstellen. 

Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC sezernierte an Kulturtag 15 ebenfalls mehr 

VEGF als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC. Die VEGF-Sekretion 

der Bi- und Tri-Kultur mit ECFC anstatt HDMEC blieb ebenfalls mit leichten 

Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung konstant. Die Differenz der Menge des 

sezernierten VEGF zwischen Bi- und Tri-Kultur war geringer als bei den Kulturen mit 

HDMEC als Endothelzellquelle. Somit sorgte die Kokultivierung von ECFC und 

Epithelzellen ebenfalls für eine Herunterregulierung der VEGF-Sekretion der 

Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent. Diese Herunterregulierung fiel 

allerdings schwächer aus als mit HDMEC. Die ECFC waren im Mundschleimhaut-

Äquivalent ebenfalls in der Lage eine Prävaskularisierung auszubilden. Zwischen der 

Verwendung von HDMEC und ECFC als Endothelzellen, besteht somit kein 

wesentlicher Unterschied im Hinblick auf die VEGF-Sekretion innerhalb des 

Mundschleimhaut-Äquivalents.  

Der Wachstumsfaktor bFGF trägt zur Migration, zur Differenzierung und zur 

Gefäßausbildung von Endothelzellen bei (Yun et al. 2010). Es ist ebenfalls bekannt, 

dass sich bFGF positiv auf die Proliferation von Epithelzellen auswirken kann (Hu et 

al. 2009). Fibroblasten in Mono-Kultur auf der Kollagenmatrix sezernierten an Kulturtag 

12 vor der Zugabe der Endothelzellen signifikant weniger bFGF als die Bi-Kultur mit 

Fibroblasten und Epithelzellen zu diesem Zeitpunkt. Es ist bekannt, dass humane 
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Fibroblasten aus der Haut auch bFGF exprimieren (Root and Shipley 1991). Des 

Weiteren ist über Brustepithelzellen bekannt, dass diese ebenfalls bFGF exprimieren 

(Li and Shipley 1991). Zum einen wäre möglich, dass die bFGF-Sekretion der 

Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent durch die Kokultivierung mit den 

Epithelzellen stimuliert wurde. Zum anderen wäre es möglich, dass die Epithelzellen 

den Großteil der bFGF-Menge im Überstand des Mundschleimhaut-Äquivalents 

sezernierten. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC 

signifikant weniger bFGF als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC. 

Somit wurde die bFGF-Sekretion im Mundschleimhaut-Äquivalent nicht wie andere 

Zytokine herunterreguliert oder gehemmt, sondern durch die Kultivierung mit den 

Epithelzellen gesteigert. Die Untersuchungen der Zytokin-Veränderungen in Ratten 

bei Stress zeigten, dass es neben der stressbedingten Herunterregulierung von 

Zytokinen auch zu einem stressbedingten Anstieg von Zytokin-Leveln im Serum 

kommen kann (Himmerich et al. 2013). Am Ende der Kultivierung an Tag 33 war die 

bFGF-Sekretion der Bi-Kultur im Vergleich zu der Sekretion an Kulturtag 15 gesunken. 

Die bFGF-Sekretion der Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC sank 

ebenfalls nach Kulturtag 12 bis hin zu Kulturtag 33 deutlich ab, so dass die bFGF-

Konzentration im Überstand der Tri-Kultur am letzten Kulturtag ähnlich niedrig war wie 

die bFGF-Konzentration im Überstand der Bi-Kultur. Somit wurde bei der Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC zunächst mehr bFGF sezerniert als bei der 

Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC, wobei die bFGF-Sekretion der Tri-Kulturen ab 

Kulturtag 12 bis Kulturtag 33 konstant abnahm. Es wird in der Literatur beschrieben, 

dass die bFGF-Sekretion auch von TGF-β beeinflusst werden kann (Jones et al. 1999). 

Da TGF-β in der Tri-Kultur weniger sezerniert wurde als in der Bi-Kultur, könnte dies 

in einem Zusammenhang mit der abfallenden bFGF-Konzentration im 

Mundschleimhaut-Äquivalent über die Kultivierungsdauer stehen. Des Weiteren ist 

bekannt, dass hohe Konzentrationen von bFGF für eine Epithelzell-Differenzierung 

und niedrige Konzentrationen von bFGF für eine Epithelzell-Proliferation verantwortlich 

sind (Wang et al. 2017). Ein weiterer Grund für die anfänglich höhere und dann stetig 

abnehmende Sekretion von bFGF der Tri-Kultur könnte somit sein, dass die 

Epithelzellen hauptverantwortlich für die bFGF-Sekretion im Mundschleimhaut-

Äquivalent waren und diese in noch geringen Differenzierungsstadien mehr, mit 

zunehmender Differenzierung jedoch weniger bFGF sezernieren.  
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Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC sezernierte an Kulturtag 15 weniger bFGF 

als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC. Die bFGF-Sekretion der 

Bi-Kultur und der Tri-Kultur sank danach bis zum Kulturende an Tag 33 auf ein 

ähnliches Level ab. Bei den Kulturen mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte sich somit 

eine ähnliche bFGF-Sekretion innerhalb der Kultivierung des Mundschleimhaut-

Äquivalents. 

IL-8 kann dazu beitragen die Neovaskulogenese zu stimulieren (Yoshida et al. 1997) 

und somit auch einen Einfluss auf die Prävaskularisierung haben. Fibroblasten auf der 

Kollagenmatrix sezernierten an Kulturtag 12 vor der Zugabe der Endothelzellen eine 

ähnliche Menge an IL-8 wie die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen. An 

Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC eine ähnliche 

Menge an IL-8 wie die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC. Die IL-

8-Sekretion der Bi- und Tri-Kultur blieb mit minimalen nicht signifikanten 

Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung an Tag 33 unverändert. Ein nahezu 

identisches Sekretions-Muster für IL-8 zeigte sich bei den Bi- und Tri-Kulturen mit 

ECFC anstelle von HDMEC. Dies lässt annehmen, dass die Fibroblasten für die IL-8-

Sekretion im Mundschleimhaut-Äquivalent verantwortlich waren und diese Sekretion 

über die Kultivierungsdauer hinweg konstant blieb. Es ist bekannt, dass Fibroblasten 

IL-8 sezernieren (Dunlevy and Couchman 1995). In der Literatur wird ebenfalls 

beschrieben, dass auch Epithelzellen und Endothelzellen IL-8 sezernieren (Eckmann 

et al. 1993). Dies schien bei den Endothelzellen und Epithelzellen innerhalb des 

Mundschleimhaut-Äquivalents nicht der Fall zu sein oder zumindest keinen messbaren 

Einfluss zu besitzen. Des Weiteren wurden die IL-8-Sekretion der Fibroblasten 

innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents nicht durch die Tri-Kultivierung mit 

Epithelzellen und Endothelzellen beeinträchtigt. Die Verwendung der ECFC im 

Mundschleimhaut-Äquivalent anstelle der HDMEC wirkte sich hinsichtlich der IL-8-

Sekretion nicht unterschiedlich aus. 

Das Enzym eNOS spielt bei der Endothelzellsprossung eine wichtige Rolle (Heiss et 

al. 2015). Des Weiteren wird vermutet, dass ein funktionaler Einfluss von eNOS auf 

die Epithelzellen besteht. Genaue Funktionen sind allerdings unbekannt (Ortiz and 

Garvin 2003). Die Fibroblasten auf der Kollagenmatrix sezernierten an Kulturtag 12 

vor der Zugabe der Endothelzellen weniger eNOS als die Bi-Kultur mit Fibroblasten 

und Epithelzellen zu diesem Zeitpunkt. Da beschrieben ist, dass Fibroblasten und auch 
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Epithelzellen eNOS exprimieren (German et al. 2000; Jiang et al. 2008), könnte 

vermutet werden, dass entweder die Epithelzellen einen positiven Einfluss auf die 

eNOS-Sekretion der Fibroblasten besaßen oder die Epithelzellen einen großen Teil 

des eNOS-Anteils im Mundschleimhaut-Äquivalent sezernierten. An Kulturtag 15 

sezernierten die Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC mehr eNOS als die 

Fibroblasten an Kulturtag 12. Durch die Zugabe der Endothelzellen nahm die eNOS-

Sekretion somit zu. Das deckt sich mit der Literatur die beschreibt, dass eNOS 

ebenfalls von Endothelzellen exprimiert wird (Heiss et al. 2015). Des Weiteren 

sezernierte die Bi-Kultur an Kulturtag 15 mehr eNOS als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC zu diesem Zeitpunkt. Die eNOS-Sekretion nahm somit 

durch die Kokultivierung der Epithelzellen mit HDMEC ab. Ein Grund dafür könnte wie 

bei einigen weiteren Zytokinen vermutet, eine negative Interaktion zwischen den 

Epithelzellen und den HDMEC sein. Die eNOS-Sekretion der Bi- und Tri-Kulturen mit 

HDMEC blieb mit nicht-signifikanten Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung 

unverändert. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und 

HDMEC weiterhin mehr eNOS als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, HDMEC und 

Epithelzellen zu diesem Zeitpunkt. Somit kann angenommen werden, dass 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC im Mundschleimhaut-Äquivalent eNOS 

sezernierten und auch diese Zytokin-Sekretion durch die Interaktion zwischen 

Epithelzellen und Endothelzellen gehemmt wurde. Die zugrunde liegenden 

Mechanismen dahinter sind noch unklar. Die geringere Menge an sezerniertem und 

somit für die Zellen verfügbaren eNOS kann auf erhöhte Mengen von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS) und oxidativen Stress zurückzuführen sein. Dies kann zu 

einer verminderten Verfügbarkeit von Stickstoffmonoxid führen, was wiederum die 

genannte Endothelzellsprossung beeinträchtigen kann (Łuczak et al. 2020). In 

geringeren Konzentrationen, sowie sie auch in einer gesunden physiologischen 

Umgebung vorkommt, sind ROS wichtige Moleküle beispielsweise bei dem Schutz vor 

Apoptose (Eckers et al. 2012). Die geringere Sekretion von eNOS wirkte sich im 

Mundschleimhaut-Äquivalent mit einer Tri-Kultur aus Fibroblasten, Epithelzellen und 

Endothelzellen nicht auf die Qualität der Prävaskularisierung oder die 

Epithelausbildung aus.  

Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC sezernierte an Kulturtag 15 etwas mehr 

eNOS als die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC an diesem Kulturtag. 

Die eNOS-Sekretion der Bi- und Tri-Kultur mit ECFC anstelle von HDMEC blieb mit 
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minimalen nicht signifikanten Schwankungen bis zum Ende der Kultivierung 

unverändert. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur weiterhin mehr eNOS 

als die Tri-Kultur. Insgesamt sezernierte das Mundschleimhaut-Äquivalent mit ECFC 

mehr eNOS als das Mundschleimhaut-Äquivalent mit HDMEC.  Eine höhere eNOS-

Sekretion konnte auch in Vorarbeiten mit Bi-Kulturen mit Fibroblasten und ECFC im 

Vergleich zu Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC gezeigt (Bader 2021) und 

hiermit auch in Tri-Kulturen bestätigt werden. Generell zeigten Mundschleimhaut-

Äquivalente mit ECFC die gleiche Tendenz der eNOS-Sekretion wie 

Mundschleimhaut-Äquivalente mit HDMEC als Endothelzellen. 

Angiopoietin-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Angiogenese (Akwii et al. 2019). Die 

Fibroblasten sowie die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen sezernierten an 

Kulturtag 12 vor der Zugabe der Endothelzellen eine nur sehr geringe Menge an 

Angiopoietin-2. An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC 

und auch die Tri-Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC deutlich mehr 

Angiopoietin-2 als vor der Zugabe der Endothelzellen an Kulturtag 12. Dies deutete 

darauf hin, dass HDMEC maßgeblich für die Angiopoietin-2-Sekretion im 

Mundschleimhaut-Äquivalent verantwortlich sind. Passend dazu beschreibt die 

Literatur die Expression und Sekretion von Angiopoietin-2 durch Endothelzellen (Akwii 

et al. 2019). Die Bi-Kultur sezernierte dabei mehr Angiopoietin-2 als die Tri-Kultur. Die 

Angiopoietin-2-Sekretion der Bi-Kultur sank bis zum Ende der Kultivierung konstant 

ab. Auch die Sekretion der Tri-Kultur sank nach Kulturtag 12 bis hin zu Kulturtag 33 

konstant ab. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur immer noch mehr 

Angiopoietin-2 als die Tri-Kultur. Es wäre denkbar, dass organsiertere Endothelzellen 

in Gefäßstrukturen weniger Angiopoietin-2 exprimieren und sezernieren als vereinzelte 

Endothelzellen, die am Anfang der Gefäßausbildung stehen. Es ist belegt, dass die 

Angiopoietin-2-Konzentration in einer gesunden physiologischen Umgebung geringer 

ist als in einer entzündlichen oder tumorösen Umgebung (Akwii et al. 2019). Dies 

bekräftigt die Idee, dass Angiopoietin-2 zu Beginn der Gefäßausbildung stärker 

sezerniert wird und die Sekretion mit der Zunahme von ausgeprägteren 

Gefäßstrukturen, wie es im Mundschleimhaut-Äquivalent ab Kulturtag 26 der Fall ist, 

abnimmt. Außerdem deuten die Ergebnisse daraufhin, dass auch bei der Angiopoietin-

2-Sekretion eine negative Interaktion zwischen den Epithelzellen und den 

Endothelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent vorhanden war, die zu der 
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Erniedrigung der Angopoietin-2-Sekretion führte. Dies wirkte sich jedoch nicht auf die 

Qualität der Prävaskularisierung im Mundschleimhaut-Äquivalent aus. 

An Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC sowie die Tri-

Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC ebenfalls deutlich mehr Angiopoietin-2 

als vor der Zugabe der ECFC an Kulturtag 12. Die Angiopoietin-2-Sekretion der Bi-

Kultur mit Fibroblasten und ECFC sank bis zum Ende der Kultivierung konstant ab. 

Auch die Sekretion der Tri-Kultur mit Fibroblasten, ECFC und Epithelzellen sank nach 

Kulturtag 12 bis hin zu Kulturtag 33 konstant ab. Bei der Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und ECFC schienen die Epithelzellen keine negative Auswirkung auf die 

Angiopoietin-2-Sekretion der ECFC zu besitzen, da die Tri-Kultur eine ähnliche Menge 

an Angiopoietin-2 sezernierte wie die Bi-Kultur. Insgesamt zeigten sich größere 

Schwankungen in der Angiopoietin-2-Sekretion innerhalb verschiedener Bi- und Tri-

Kultur-Ansätze. Gesamt gesehen sezernierten die Bi- und Tri-Kulturen mit ECFC als 

Endothelzellen weniger Angiopoietin-2 als die Kulturen mit HDMEC. Durch welche 

Mechanismen der Unterschied bei der Verwendung von HDMEC oder ECFC zustande 

kam, ist noch unklar. Diese Abweichung der Ergebnisse der parakrinen Analyse des 

Mundschleimhaut-Äquivalents mit HDMEC und des Mundschleimhaut-Äquivalents mit 

ECFC führte jedoch zu keiner maßgeblichen Beeinträchtigung der Prävaskularisierung 

bzw. der Anwendung der ECFC. 

 

4.6 Optimierung der Prävaskularisierung mittels chemotaktischer Reize  

Die Gefäßausbildung innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents war zwar 

erfolgreich, jedoch beschränkte sich diese bisher auf den oberflächlichen Bereich der 

porösen, der Epithelschicht gegenüberliegenden Seite der Kollagenmatrix. Eine 

tiefgehende Prävaskularisierung wurde angestrebt, um die spätere Versorgung des 

Epithels nach der Transplantation des Mundschleimhaut-Äquivalents in vivo zu 

gewährleisten. Mittels chemotaktischer Reize wurde versucht die Endothelzellen zur 

Migration in die Kollagenmatrix hinein anzuregen, um dort ebenfalls Gefäßstrukturen 

auszubilden.  

In einer Vorarbeit zeigte VEGF eine chemotaktische Wirkung auf HDMEC (Bauer 

2018). In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich VEGF-121 ebenfalls 

als Chemotaxin für HDMEC und ECFC eignet. Es konnte gezeigt werden, dass 
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HDMEC und ECFC in der Lage sind in Richtung von VEGF-121 zu migrieren. 

VEGF-121 ist eine Isoform von VEGF, welche durch alternatives Spleißen entsteht. 

Dabei fehlen der Isoform die von Exon 6 und 7 kodierten Anteile (Tischer et al. 1991). 

Es wurde in der Literatur beschrieben, dass, ebenfalls wie VEGF, die Isoform 

VEGF-121 die Migration von Endothelzellen anregen kann (Dvorak et al. 1995; Pan et 

al. 2007). Dies konnte somit für HDMEC und ECFC bestätigt werden. Bereits bei einer 

Konzentration von 5 ng/ml VEGF-121 zeigte sich eine signifikante chemotaktische 

Migration von HDMEC in der Boyden-Kammer in Richtung VEGF-121. Den Höhepunkt 

ihrer Migrationsleistung hatten die Zellen bei einer Konzentration von 25 ng/ml VEGF-

121 als Lockstoff. Die ECFC zeigten eine schwächere Migrationsaffinität in Richtung 

VEGF-121 in der Boyden-Kammer als HDMEC. Ein signifikanter Unterschied der 

Migration im Vergleich zur Kontrolle ohne Lockstoff ergab sich erst bei einer 

Konzentration von 100 ng/ml VEGF-121. Grund dafür könnte sein, dass die ECFC eine 

geringere Migrationsaffinität besitzen könnten als HDMEC. Es wäre möglich, dass die 

im Blut zirkulierenden endothelialen Vorläuferzellen vor der Isolation noch eine hohe 

Migrationsneigung besitzen, da sie durch angiogene Stimuli zu Gefäßschäden 

migrieren müssen und sie bei der Gefäßheilung differenzieren und danach ihre 

Migrationsneigung abnimmt. Bei den isolierten Zellen aus dem Blut handelt es sich um 

bereits differenzierte EPC. HDMEC könnten eine höhere Migrationsneigung besitzen, 

da sie als mikrovaskuläre Endothelzellen im Gewebe Angiogenese betreiben 

(Bourland et al. 2019).   

Ein Ansatz, um einen chemotaktischen Reiz für die Endothelzellen in die 

Kollagenmatrix hinein zu erzeugen, war es, in einem Transwell-System unterhalb der 

Kollagenmatrix, die mit der porösen Seite nach oben gerichtet war, Fibroblasten im 

Well auszusäen. Fibroblasten sezernieren eine Vielzahl an Zytokinen, von denen 

einige chemotaktische Wirkung auf Endothelzellen besitzen (Yoshida et al. 1996; 

Newman et al. 2011). So wurde zum Beispiel, wie in vorherigen Ergebnissen dieser 

Arbeit gezeigt, VEGF und bFGF sezerniert. Zwar ist die sezernierte Menge der 

Zytokine in diesem chemotaktischen Ansatz nicht definiert und schwankt je nach 

Spender des Gewebes zur Zellisolation, jedoch könnte durch die adhärenten, vitalen 

Fibroblasten unterhalb der Kollagenmatrix im Transwell-System ein langanhaltender 

Gradient an chemotaktischen Zytokinen für die Endothelzellen auf der Kollagenmatrix 

erzeugt werden. Die Aussaat der Fibroblasten und die damit einhergehende Sekretion 

von Zytokinen unterhalb der Kollagenmatrix erzeugte allerdings keinen ausreichenden 
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chemotaktischen Reiz, der die Endothelzellen dazu veranlasste in tiefere Bereiche der 

Kollagenmatrix einzuwandern. Ein Grund dafür könnte sein, dass die Menge der 

sezernierten chemotaktischen Faktoren zu gering war zur Anregung der Migration. Bei 

der Analyse der parakrinen Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Äquivalents zeigte sich, dass Fibroblasten beispielsweise an Kulturtag 12 VEGF zu 

einer Mediumkonzentration von 4,2 ng/ml und bFGF zu einer Mediumkonzentration 

von 0,2 ng/ml sezernierten. Als geeignete VEGF-121-Konzentration für die Migration 

von Endothelzellen in der Boyden-Kammer erwies sich 25 ng/ml bis 100 ng/ml VEGF-

121. Mittels der definierten Konzentration von 25 ng/ml oder 100 ng/ml VEGF-121 

unterhalb der besiedelten Kollagenmatrix im Transwell-System konnte ebenfalls keine 

erfolgreiche Migration der Endothelzellen in die Kollagenmatrix hinein erzeugt werden. 

In der Boyden-Kammer mussten die Endothelzellen durch die Poren einer Membran 

migrieren. Diese Poren hatten einen Durchmesser von 8 µm und die HDMEC sind in 

etwa 30 µm groß. Die HDMEC konnten somit nicht passiv durch die Poren gelangen, 

sondern mussten aktiv durch die Poren migrieren, was ihnen mit einem Anreiz 

(25 - 100 ng/ml VEGF121) gelang. Die Struktur der Kollagenmatrix schien dabei für 

die Endothelzellen ein größeres Hindernis dargestellt zu haben, beidem eventuell 

hauptsächlich der chemotaktische Reiz durch die etwa 500 µm dicke Kollagenmatrix 

hinweg zu schwach war, um die Migration der Endothelzellen erfolgreich anzuregen.  

In einem weiteren chemotaktischen Ansatz wurde ein mit VEGF-121-versetztes 

Kollagen I-Gel als Unterlage für die zellbesiedelte Kollagenmatrix verwendet. Für 

diesen Ansatz wurde zunächst eine zeitlich konstante Abgabe von VEGF-121 aus dem 

Kollagen I-Gel in darüber liegendes Medium erfolgreich nachgewiesen. Innerhalb der 

ersten drei Stunden diffundierte VEGF zu einer Konzentration von 368 ng/ml in das 

darüber liegende Medium. Da sich Endothelzellen, die sich in Suspension befinden, 

zu einem Großteil innerhalb der ersten vier Stunden nach ihrer Aussaat an der 

Kollagenmatrix festsetzen, stellte dies eine gute Voraussetzung für den 

darauffolgenden Migrationsversuch dar, bei dem die Endothelzellen auf einer 

Kollagenmatrix ausgesät wurden, die sich auf dem Kollagen I-Gel befand. Jedoch 

veranlasste auch dies die Endothelzellen nicht dazu in die Kollagenmatrix hinein zu 

migrieren. Hier scheint die gleiche Problematik zum Tragen zu kommen, wie bei den 

anderen beschriebenen Chemotaxis-Ansätzen. Die Struktur der Kollagenmatrix sollte 

aufgrund der offen porigen Schichtseite aus Kollagenfasern kein Hindernis für die 

Migration der Endothelzellen darstellen. In einer Studie, bei der die Kollagenmatrix als 
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azelluläres Transplantat in Ratten transplantiert wurde, konnte zwei Woche später eine 

homogene Vaskularisierung der kompletten Matrix gezeigt werden (Schwarz et al. 

2006). Wohl eher ist die Affinität der Endothelzellen auf dem Kollagen des Scaffolds 

angeheftet zu bleiben höher, als der chemotaktische Reiz des VEGF-121. 

Endothelzellen adhärieren bevorzugt auf Kollagen-beschichteten Untergründen, mit 

der Folge einer geförderten Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen und einer erhöhten 

fokalen Adhäsion (Kang et al. 2016). Zudem scheint der chemotaktische Reiz des 

VEGF-121 zu schwach zu sein, um durch die Kollagenmatrix an die Endothelzellen zu 

gelangen und ihre Migration anzuregen.   

Es war somit keine Anregung der Endothelzellmigration in die Tiefe der Kollagenmatrix 

über einen chemotaktischen Gradienten im Transwell-System oder über das Kollagen 

I-Gel möglich. Ein stärkerer chemotaktischer Gradient, welcher zusätzlich über die Zeit 

kontrollierbar ist, könnte zu einer Optimierung der Endothelzellmigration führen. 

 

4.7 Optimierung der Prävaskularisierung mittels Nanopartikel 

Ein möglichst langfristiger chemotaktischer Gradient könnte mithilfe von Nanopartikeln 

erzeugt werden, die chemotaktische Faktoren eingekapselt tragen und kontrolliert 

aufgebrochen werden können, sodass eine konstante Freisetzung dieser Faktoren 

gewährleistet werden kann. Ziel wäre es die Nanopartikel während der Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents an die Kollagenmatrix zu binden und von der glatten, 

zellokklusiven Seite aus einen chemotaktischen Gradient zu erzeugen, der die 

Endothelzellen auf der gegenüberliegenden Seite zur Migration in die Kollagenmatrix 

hinein und zur Epithelseite hin anregt. Als chemotaktischer Lockstoff wurde VEGF-121 

gewählt. Die chemotaktische Wirkung von VEGF-121 konnte bereits bestätigt werden. 

Aufgrund der geringeren Größe der Spleißvariante im Vergleich zu VEGF, eignete es 

sich zur Einkapselung in die Nanopartikel. VEGF-121 wurde in Stärke- sowie 

Hydroxyethylstärke (HES)-Nanopartikel eingekapselt, welche mittels α-Amylase 

aufgebrochen werden sollten. Um die Freisetzungskinetik der Nanopartikel zu 

analysieren und Nanopartikelmengen sowie α-Amylase-Mengen aneinander 

anzupassen, wurde fluoreszierendes Sulforhodamin-101 (SR-101) in die Stärke- und 

HES-Nanopartikel eingekapselt und dessen Freisetzung gemessen. Daraufhin wurde 

die VEGF-121-Freisetzung ermittelt.  
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Eine kontrollierte Freisetzung von SR-101 aus Stärke- und HES-Nanopartikeln konnte 

mittels α-Amylase erzielt werden. Ohne α-Amylase waren die Stärke-Nanopartikel 

recht stabil und ließen über 7 d hinweg kaum SR-101 frei.  Eine geringe Menge an 

α-Amylase von 1,157 U erzielte nur ein schwaches Aufbrechen der Stärke-

Nanopartikel und somit nur eine geringe Freisetzung von SR-101. Durch die 

Verwendung von 11,57 U oder 115,7 U α-Amylase konnten die Stärke-Nanopartikel 

erfolgreich aufgebrochen werden, wobei SR-101 über 7 d hinweg freigesetzt wurde. 

Bei der Verwendung von 11,57 U α-Amylase war der Großteil des Nanopartikel-

Inhaltes nach 12 h freigesetzt. Bei der Verwendung von 115,7 U α-Amylase war dies 

bereits nach 3 h der Fall. Bei der Verwendung von 11,57 U α-Amylase bei HES-

Nanopartikeln war der Großteil des Nanopartikel-Inhaltes nach 24 h freigesetzt und bei 

der Verwendung von 115,7 U α-Amylase nach 3 h. Somit brach der Großteil der HES-

Nanopartikel mit der mittleren Menge an α-Amylase später auf als der Großteil der 

Stärke-Nanopartikel. Bei Stärke handelt es sich um ein Polysaccharid ((C6H10O5)n) aus 

α-D-Glukose-Einheiten (Lovegrove et al. 2017). HES wird künstlich aus Amylopektin 

hergestellt und hat Hydroxyethylgruppen an den Glukoseeinheiten gebunden (Warren 

and Durieux 1997). Stärke sowie HES kann durch a-Amylase zerstört werden (Yoshida 

and Kishikawa 1984; Sun et al. 2010). Durch die Hydroxyethylglukose-Bindungen 

werden die HES-Nanopartikel langsamer zerstört als die Stärke-Nanopartikel (Yoshida 

and Kishikawa 1984).  

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Freisetzungskinetik der Nanopartikel mit 

α-Amylase unter Schütteln mit und ohne Rührstäbchen verhält. Das Schütteln führte 

bei den Stärke- sowie HES-Nanopartikel dazu, dass sich die Freisetzungskinetik bei 

der Verwendung von 11,57 U α-Amylase und 115,7 U α-Amylase aneinander 

anpasste. Dies könnte damit erklärt werden, dass die Nanopartikel durch das Schütteln 

der α-Amylase zugänglicher werden und bereits geringere α-Amylase-Mengen zu 

einem ähnlichen Aufbrechen der Nanopartikel führen wie höhere α-Amylase-Mengen. 

Die Nanopartikel ohne α-Amylase-Behandlung waren trotz des Schüttelns stabil und 

ließen kein SR-101 frei. Das Schütteln mit Rührstäbchen führte unabhängig von einer 

α-Amylase-Behandlung zu einer kompletten mechanischen Zerstörung der Stärke- 

sowie HES-Nanopartikel.  

Der kontrollierbare Aufbruch der Nanopartikel und ihre Freisetzungskinetik haben sich 

als geeignet erwiesen, um für zukünftige Versuche mit dem Mundschleimhaut-
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Äquivalent Anwendung bei der Erzeugung eines chemotaktischen Gradienten zu 

finden. Unterschiedliche Verhältnisse an Stärke- und HES-Nanopartikeln sowie 

unterschiedliche Mengen an α-Amylase können verwendet werden, um einen 

geeigneten Gradienten über die Zeit hinweg zu erzeugen. Durch Schütteln kann dies 

zusätzlich beeinflusst werden. Eine vollständige Zerstörung der Nanopartikel kann 

durch eine mechanische Zerstörung mittels Schütteln mit Rührstäbchen erreicht 

werden. Letztes ist allerdings nicht für eine Anwendung mit dem Mundschleimhaut-

Äquivalent geeignet, sondern diente als Erkenntnis beim Aufbrechen der Nanopartikel, 

welche als Methode zum Freisetzungsversuch von VEGF-121 angewendet werden 

konnte. 

Die Zellviabilität von HDMEC wurde durch die Zugabe der Stärke- sowie HES-

Nanopartikel beeinträchtigt. Zwar stieg die Zellviabilität der mit Nanopartikel-

behandelten Zellen über 7 d hinweg an, jedoch war sie geringer als bei unbehandelte 

Zellen. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen der Verwendung von Stärke- und 

HES-Nanopartikeln. Das gleiche zeigte sich bei der Wirkung der Nanopartikel auf die 

Fibroblasten. Die Epithelzellen waren von dieser Beeinträchtigung weniger betroffen. 

HES steht seit längerer Zeit in der Diskussion einen negativen Einfluss auf die 

Blutgerinnung und auf Zellen zu besitzen (Warren and Durieux 1997; Zarychanski and 

Turgeon 2019; Zarbock and Buhre 2022). Insbesondere zeigte sich in in vitro-Studien, 

dass HES einen negativen Einfluss auf die Zellaktivität von Endothelzellen besitzt 

(Collis et al. 1994). Außerdem ist bekannt, dass eine Behandlung mit HES in vivo in 

einer Patientin oder einem Patienten zu einer allergischen Reaktion zu führen kann 

(Porter and Goldberg 1986). Die Untersuchung von verschiedenen Stärke-basierten 

Biomaterialien zeigte eine Biokompatibilität von Stärke für in vitro-Zellkulturen auf 

(Marques et al. 2005). Da die Beeinträchtigung der Zellviabilität der HDMEC, 

Fibroblasten und Epithelzellen durch die Stärke-Nanopartikel ähnlich ist wie durch die 

HES-Nanopartikel und diese Beeinträchtigung zudem nicht signifikant ist und den 

Anstieg der Zellviabilität zulässt, tritt die Vermutung einer maßgeblichen 

Beeinträchtigung durch HES in den Hintergrund. Bei der Herstellung der Stärke- sowie 

der HES-Nanopartikel erfolgt eine Redispergierung der Nanopartikel mit einer 0,1% 

SDS-Lösung mit einer darauffolgenden Aufreinigung. Ein Teil des SDS bleibt in der 

Nanopartikel-Lösung vorhanden und ist notwendig, damit die Nanopartikel dispergiert 

bleiben. SDS kann bei Zellen zu einer Inhibierung des Zellwachstums und zur 

Apoptose führen (Nam C-W et al. 2011). Da es sich um eine nicht signifikante 
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Beeinträchtigung der Zellviabilität im Vergleich zu unbehandelten Zellen handelte und 

die Nanopartikel in zukünftigen Versuchsansätze an die glatte, zellokklusive Seite der 

Kollagenmatrix, also gegenüberliegend zu den Endothelzellen und Fibroblasten, 

gebunden werden sollen, sind die Stärke- und HES-Nanopartikel nach jetzigen Stand 

für die Anwendung geeignet.  

Auch die Zugabe der α-Amylase, die für die Anwendung der Nanopartikel im 

Mundschleimhaut-Äquivalent notwendig ist, beeinträchtigte die verschiedenen 

Zelltypen in ihrer Viabilität. Die Verwendung von 11,5 U α-Amylase besitzt keinen 

signifikanten Einfluss auf die Zellviabilität von HDMEC. Die Verwendung von 115,7 U 

α-Amylase hingegen führt bereits 6 h nach der Behandlung zu einer signifikanten 

Reduktion der Zellviabilität im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Gleiches zeigte sich 

für die Fibroblasten, welche mit α-Amylase behandelt wurden. Ein ähnliches Ergebnis 

zeigte sich auch bei den Epithelzellen, wobei der Effekt weniger deutlich war als bei 

der α-Amylase-Behandlung von HDMEC und Fibroblasten. Dies lag vermutlich 

allerdings daran, dass bereits bei den unbehandelten Epithelzellen große 

Schwankungen in der Viabilität herrschten. Die α-Amylase scheint in hohen Mengen 

einen zelltoxischen Einfluss auf humane Zellen zu besitzen. Eine in vitro-Toxizität auf 

neuroepitheliale Zellen ist bekannt (Sasso et al. 2022). Die hohe Menge von 115,7 U 

α-Amylase ist somit nicht für die Behandlung der Nanopartikel im Zusammenhang mit 

dem Mundschleimhaut-Äquivalent geeignet. Die Menge von 11,5 U α-Amylase kann 

jedoch für zukünftige in vitro-Versuche verwendet werden.  

Eine VEGF-121-Freisetzung aus den Stärke- und HES-Nanopartikeln war auf keine 

Weise zu erzielen, weder durch die Verwendung der ausgetesteten oder einer noch 

höheren α-Amylase-Menge, noch durch die mechanische Zerstörung durch das 

Schütteln mit Rührstäbchen oder Ultraschallbehandlung. Auch nicht durch die 

Kombination aus all diesen Möglichkeiten. VEGF-121 besitzt Aminogruppen, welche 

feste Bindungen mit den Glukoseeinheiten der Stärke und der HES eingehen können 

und somit mit den „Wänden“ der Nanopartikel reagieren (Baschang 1962; Ferrara 

1999). Eine Freisetzung ist dann scheinbar unmöglich. Auch eine Migration der 

HDMEC in Richtung der mittels α-Amylase oder mechanischer Gewalt 

aufgebrochenen Stärke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121 konnte nicht erzielt 

werden. Somit war das an die Nanopartikel gebundene VEGF-121 auch nicht mehr 

chemotaktisch relevant für die Zellen.  
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Die Grundvoraussetzungen als Methode zur Erzeugung eines längerfristigen und 

kontrollierbaren chemotaktischen Gradienten mittels Stärke- und HES-Nanopartikeln 

innerhalb der Mundschleimhaut-Äquivalent-Herstellung zur tiefgehenden 

Prävaskularisierung sind gegeben. Um den Einsatz der Nanopartikel für diese 

Anwendung zu verwirklichen, muss die störende Wechselwirkung der Nanopartikel mit 

VEGF-121 umgangen werden. Sollte diese Wechselwirkung chemisch und 

biotechnologisch nicht umgangen werden können, könnten andere Materialien zur 

Nanopartikel-Herstellung angedacht werden. Die Herstellung von abbaubaren 

Nanopartikeln aus Ovalbumin, die eine Stoffeinkapselung sowie dessen Freisetzung 

ermöglichen, ist ebenfalls möglich (Piradashvili et al. 2017). Da es sich bei Ovalbumin 

allerdings um ein Protein handelt welches beispielsweise mit Trypsin aufgebrochen 

werden kann bzw. muss (Abeyrathne et al. 2014), ist die Anwendung im zellulären 

Mundschleimhaut-Äquivalent fraglich. Hier besteht noch Handlungsbedarf für einen 

vielversprechenden Einsatz von mit Wachstumsfaktoren-beladenen Nanopartikeln. 

 

4.8 Optimierung der Prävaskularisierung mittels Zellinjektion 

Mittels Injektion der Endothelzellen an Kulturtag 12 in die Kollagenmatrix, anstelle der 

gewohnten Zellbesiedlung während der Herstellung des Mundschleimhaut-

Äquivalents, sollten die Endothelzellen in tiefe Bereiche eingebracht werden, um dort 

Gefäßstrukturen ausbilden zu können. Bei diesem Ansatz könnte eine mögliche 

Barriere-Funktion der Kollagenmatrix für die Endothelzellen umgangen werden.  

Die Injektion der Endothelzellen in die Kollagenmatrix hatte keinen nachteiligen Effekt 

auf die Gefäßausbildung. Es bildeten sich ausgeprägte Gefäßstrukturen, wie bei der 

Besiedlung der Kollagenmatrix mit Endothelzellen aus. Die präzise Injektion der 

Endothelzellen in tiefe Bereiche der Kollagenmatrix war jedoch nicht möglich. 

Vereinzelt konnten nach der Injektion Endothelzellen in der Tiefe der Kollagenmatrix 

nachgewiesen werden. Bei den meisten Ansätzen gelangt dies jedoch nicht und die 

Endothelzellen waren ebenfalls nur oberflächlich lokalisiert. 

Bei der Injektion der Zellen kommt es zu einer mechanischen Manipulation der 

Kollagenmatrix. Dies führte zu keiner Beeinträchtigung der Differenzierung der bereits 

auf der Kollagenmatrix vorhandenen Epithelzellen. Jedoch war die Ausprägung der 

Tight junctions bei mittels Injektion manipulierten Mundschleimhaut-Äquivalenten sehr 

gering. Dies lässt annehmen, dass die Funktionalität der Epithelzellschichten unter der 
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Injektion litt. Außerdem war nach der Zellinjektion kein Nachweis des Basalmembran-

Bestandteils Laminin mehr möglich, was bedeutet, dass die Ausbildung der 

Basalmembran ebenfalls negativ beeinträchtigt wurde. Somit wirkte sich die 

Endothelzell-Injektion negativ auf die Ausbildung des mehrschichtigen Epithels und 

der Basalmembran aus. Zum Zeitpunkt der Endothelzell-Injektion befanden sich die 

Epithelzellen bereits acht Tage auf der Kollagenmatrix und bildeten einen epithelialen 

Zusammenschluss aus. Dieser wurde durch die mechanische Manipulation langfristig 

geschädigt, wodurch sich keine Basalmembran und kein funktionaler 

Zusammenschluss der Epithelzellen mehr ausbilden konnte. Aufgrund dieser 

Beeinträchtigung und der geringen Erfolgschance beim Treffen der richtigen Stellen 

der Kollagenmatrix war diese Methode somit nicht geeignet, um die 

Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-Äquivalents zu optimieren.  

 

4.9 ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent 

Das Überleben des funktionalen Epithels des in vitro-hergestellten Mundschleimhaut-

Äquivalents in vivo ist für das erfolgreiche Einheilen des Gewebes nach einer 

Transplantation, sowie für die Funktionalität des Gewebes von entscheidender 

Bedeutung. Bisher konnte ein Epithel bei der Herstellung des Mundschleimhaut-

Äquivalents erzeugt werden, welches Epithelzellen in unterschiedlichen 

Differenzierungsstadien und eine gewisse Funktionalität in vitro vorweisen konnte. Die 

Ausbildung einer Basalmembran konnte ohne zusätzliche Stimulation nicht erfolgreich 

erzielt werden. Bei der Kultivierung des Mundschleimhaut-Äquivalents ist es somit von 

großer Bedeutung, Bedingungen zu schaffen, die nicht nur die Prävaskularisierung, 

sondern auch die Epithelausbildung und -differenzierung fördern. Je besser das 

Epithel in vitro entwickelt ist, desto größer sind vermutlich die Chancen für eine 

erfolgreiche Gewebetransplantation. Bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent wurde 

während des Herstellungsprozesses in vitro eine Anwendung der extrakorporalen 

Stoßwellentherapie (ESWT) durchgeführt. Es wurde zum einen die metabolische 

Aktivität und die Ausbildung der Gefäßstrukturen sowie die Ausbildung des Epithels 

und der Basalmembran in vitro analysiert und zum anderen in ovo die Funktionalität 

und das Überleben des Mundschleimhaut-Äquivalents untersucht. 
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4.9.1 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die metabolische Aktivität 

in vitro 
Die Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents mit Stoßwellen hatte einen 

Einfluss auf die Viabilität der Zellen. Die metabolische Aktivität des Mundschleimhaut-

Äquivalents stieg nach der Behandlung mit Stoßwellen an Kulturtag 19 oder an 

Kulturtag 26 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle leicht an. Im Gegensatz dazu 

führte die Behandlung mit Stoßwellen am 15. Kulturtag zu einer leicht verringerten 

metabolischen Aktivität des Mundschleimhaut-Äquivalents im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen des 

Mundschleimhaut-Äquivalents in einem früheren Stadium des Herstellungsprozesses 

anfälliger für Schäden durch die ESWT-Anwendung sein könnten als zu einem 

späteren Zeitpunkt innerhalb der Herstellung. Um die Auswirkung der ESWT-

Anwendung im speziellen auf die Epithelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent zu 

beurteilen, wurde die metabolische Aktivität von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

HDMEC mit der metabolischen Aktivität von Tri-Kulturen (Mundschleimhaut-

Äquivalente) mit Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen, nach der ESWT-

Anwendung, verglichen. Die metabolische Aktivität der Tri-Kultur war nach der 

Behandlung mit Stoßwellen am 15. Kulturtag im Vergleich zu der Bi-Kultur geringer. 

Die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder Kulturtag 26 führte zu einer höheren 

metabolischen Aktivität der Tri-Kulturen im Vergleich zu den Bi-Kulturen. Die 

Behandlung mit Stoßwellen schien somit eine negative Auswirkung auf die 

metabolische Aktivität insbesondere der Epithelzellen in dem früheren Stadium der 

Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents zu haben. In frühen 

Entwicklungsphasen von nativen Mundschleimhaut-Geweben ist die Zellzahl und das 

Differenzierungsstadium der Epithelschicht geringer als in späteren 

Entwicklungsphasen (Squier and Kremer 2001; Marks and Miller 2019). Dies ist 

ebenfalls bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent der Fall, was dazu führen könnte, dass 

die Epithelzellen bzw. das sich bis dahin ausgebildete Epithel eine erhöhte Anfälligkeit 

für mechanische Belastung aufweist. In fortgeschritteneren Stadien der in vitro-

Herstellung war die Zelldichte innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents aufgrund 

von Zellproliferation höher, was zu einer breiteren Epithelschicht führte. Dies könnte 

die Zellen vor mechanischer Belastung geschützt haben. Darüber hinaus könnte die 

Behandlung mit Stoßwellen zu diesem Zeitpunkt in der Herstellung des 

Mundschleimhaut-Äquivalents dazu geführt haben, dass die verschiedenen Zelltypen 
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Wachstumsfaktoren freigesetzt haben, was sich positiv auf die metabolische Aktivität 

und damit auf die Proliferation der Epithelzellen auswirken kann. Dabei könnte es sich 

zum Beispiel um die Anregung der Freisetzung von VEGF gehandelt haben, welches 

wiederum den Wnt/β-Catenin-Signalweg hochregulieren kann und damit die 

Zellaktivität sowie Zellproliferation anregt (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2017; Li et 

al. 2021). Weitere Studien haben ebenfalls eine erhöhte metabolische Aktivität von 

in vitro-Zellkulturen nach einer ESWT-Anwendung gezeigt. Dabei waren die Zellen als 

Mono-Kulturen in Zellkulturgefäßen oder in Suspension kultiviert (Vetrano et al. 2011; 

Leone et al. 2016; Kim et al. 2019; Lu et al. 2020). Andere Studien haben negative 

Auswirkungen von extrakorporalen Stoßwellen auf die Viabilität von Zellen 

nachgewiesen. Mattyasovszky et al. beobachteten eine geringere Zellviabilität 

humaner Skelettmuskelzellen nach der Anwendung von ESWT mit einer 

Energieflussdichte von >0,14 mJ/mm2 (Mattyasovszky et al. 2018). Die Anwendung 

von ESWT mit noch höherer Intensität erwies sich sogar als zytoreduktiv (Martini et al. 

2005). In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Energieflussdichte von 0,12 mJ/mm2 

verwendet. Außerdem wurde in dieser Arbeit, im Gegensatz zu der erwähnten 

Literatur, die Viabilität der Zellen in einer komplexen gewebeartigen 3D-Umgebung 

untersucht, wodurch verschiedene Zeitpunkte unterschiedliche Auswirkungen der 

ESWT-Anwendung zeigten. Die Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents aus 

Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC mit Stoßwellen an Kulturtag 19 hatte keinen 

fördernden aber auch keinen hemmenden Einfluss auf die metabolische Aktivität des 

Mundschleimhaut-Äquivalents.   

 

4.9.2 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die Gefäßausbildung 

in vitro 
Der optimale Zeitpunkt für eine Stoßwellen-Behandlung von Bi-Kulturen aus HDMEC 

und Fibroblasten auf der Kollagenmatrix war sieben Tage nach der HDMEC-Aussaat 

(Tag 19 der Gesamtkultur). Nach der ESWT-Anwendung an diesem Tag hatten die 

Stoßwellen keinen Einfluss auf die Gefäßbildung, während diese an anderen Tagen 

der Kultivierung negativ beeinflusst wurde. Die Bildung der gefäßähnlichen Strukturen 

von HDMEC in Bi-Kulturen zusammen mit Fibroblasten wurde durch die Behandlung 

mit Stoßwellen am 15. Kulturtag sowie am 26. Kulturtag stark gestört. Diese 

Ergebnisse zeigten, dass der Zeitpunkt der ESWT-Anwendung innerhalb des 

Herstellungsprozesses der Gewebe-Äquivalente sehr ausschlaggebend dafür war, ob 
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die ESWT-Anwendung einen fördernden oder störenden Einfluss auf das 

Mundschleimhaut-Äquivalent hatte. An Kulturtag 15 befanden sich die HDMEC seit 

drei Tagen auf der Kollagenmatrix. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Behandlung mit 

Stoßwellen einen negativen Einfluss auf die Endothelzellen und deren 

Gefäßausbildung. Die Kulturdauer von drei Tagen reicht nicht aus, um gefäßähnliche 

Strukturen zu bilden (Heller et al. 2020). Vermutlich wurden die Endothelzellen durch 

die Behandlung mit Stoßwellen mechanischem Stress ausgesetzt und verloren 

dadurch die Fähigkeit, Gefäßstrukturen zu bilden. Die Behandlung mit Stoßwellen an 

Kulturtag 26 fand 14 Tagen nach der HDMEC-Besiedlung statt. Zu diesem Zeitpunkt 

hatten die HDMEC bereits ein Netzwerk aus gefäßähnlichen Strukturen gebildet 

(Heller et al. 2020). Das bereits gut ausgeprägte Gefäßnetzwerk schien ebenfalls 

durch die ESWT-Anwendung gestört zu werden, was vermutlich auch auf die 

mechanische Belastung zurückzuführen ist. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung 

mit Stoßwellen am 19. Kulturtag, als die HDMEC sieben Tage auf der Kollagenmatrix 

kultiviert worden waren, keine negativen Auswirkungen auf die Gefäßbildung im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zu diesem Kultivierungszeitpunkt hatten sich 

vermutlich erste anfängliche Gefäßstrukturen ausgebildet. Heller et al. haben gezeigt, 

dass die VEGF-Sekretion durch Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent an 

Kulturtag 19 am höchsten war und danach abnahm. Eine erhöhte VEGF-Konzentration 

fördert die Zellviabilität, die Zellproliferation, die Zellmigration sowie die Gefäßbildung 

von HDMEC (Heller et al. 2020). Diese Effekte könnten günstige Bedingungen für die 

ESWT-Anwendung der HDMEC an Kulturtag 19 im Vergleich zur Behandlung an 

Kulturtag 15 oder Kulturtag 26 geschaffen haben und die Zellen vor den nachteiligen 

Auswirkungen der mechanischen Belastung durch die ESWT-Anwendung geschützt 

haben.  

Nach der ESWT-Anwendung der Mundschleimhaut-Äquivalente mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und HDMEC wurde ein Effekt beobachtet, der auf eine negative 

Interaktion zwischen den Endothelzellen und den Epithelzellen im Mundschleimhaut-

Äquivalent schließen lässt. Die Gefäßstrukturen in der Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

HDMEC und Epithelzellen waren nach der ESWT-Anwendung deutlich weniger 

ausgeprägt als in der Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC nach der Behandlung mit 

Stoßwellen. Die ESWT-Anwendung bei der Tri-Kultur führte, ähnlich wie bei der Bi-

Kultur, zu zerstörten Gefäßstrukturen nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15 

oder Kulturtag 26, nur dass diese sich schwerer auswirkte. Nach der ESWT-
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Anwendung an Kulturtag 19 waren in der Tri-Kultur zumindest noch Gefäßfragmente 

vorhanden. Die Anwesenheit von Epithelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent in der 

Kombination mit der ESWT-Anwendung schien einen negativen Einfluss auf die 

Gefäßbildung der HDMEC zu besitzen. Wie bereits im Rahmen der parakrinen, 

interzellulären Analyse beschrieben wurde, wurden in der Tri-Kultur geringere Mengen 

an Zytokinen sezerniert als in der Bi-Kultur ohne Epithelzellen. Bereits anhand dieser 

Beobachtung wurde eine hemmende Interaktion zwischen den Epithelzellen und den 

Endothelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent ersichtlich. Diese Interaktion wirkte 

sich jedoch nicht auf die Prävaskularisierung aus. Nun schien dieser hemmende 

Effekt, welcher vermutlich durch die Epithelzellen vermittelt wurde und dessen 

Mechanismen noch unbekannt sind, in Kombination mit der ESWT-Anwendung zu 

einer deutlichen Beeinträchtigung der Prävaskularisierung zu führen. Dies könnte sich 

damit erklären lassen, dass die Epithelzellen in unbehandelten Mundschleimhaut-

Äquivalenten bereits einen leicht hemmenden Einfluss auf die Endothelzellen 

ausüben. Die Stoßwellen können die Proliferation und Differenzierung der 

Epithelzellen anregen (Zhang et al. 2017; Di Stefano et al. 2020). Dadurch wird ihr 

hemmender Einfluss auf die Endothelzellen nach der ESWT-Anwendung verstärkt, 

was die Ausbildung von Gefäßstrukturen schwerwiegend beeinflusst. Zusätzlich 

könnten die Stoßwellen Zellschädigungen bei den Endothelzellen verursacht haben, 

wie sie in einer anderen Studie beschrieben wurden (Sondén et al. 2002), die sich 

ohne den Einfluss der Epithelzellen noch nicht äußern, jedoch durch die Kokultivierung 

mit den Epithelzellen nach der ESWT-Anwendung in Form einer unzulänglichen 

Gefäßausbildung sichtbar werden.  

Die ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und ECFC an Kulturtag 19 hatte ebenfalls einen negativen Einfluss auf 

die Gefäßbildung und zeigte somit den gleichen Effekt wie bei der Verwendung der 

HDMEC. Es ist möglich, dass die Einstellungen der ESWT-Anwendung für die in vitro-

Experimente angepasst werden müssen, um Zellschäden zu vermeiden und die 

Prävaskularisierung zu unterstützen. Sung et al. beschrieben eine positive Wirkung 

einer ESWT-Anwendung auf die Angiogenese durch Anwendung von 0,14 mJ/mm2 

und 140 Impulsen auf makrovaskuläre Endothelzellen, die in einer 2D-Kultur auf 

Matrigel® ausgesät wurden (Sung et al. 2022). In der hier vorliegenden Arbeit wurde 

das Mundschleimhaut-Äquivalent, welches ein komplexeres 3D-Konstrukt darstellt, mit 

einer Energieflussdichte von 0,12 mJ/mm2, einem Luftdruck von 3,0 bar, einer 
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Frequenz von 5 Hz und 500 Impulsen beschossen. Eine Verringerung der 

Impulsanzahl wäre denkbar. Die ESWT-Anwendung hatte keinen Einfluss auf die 

Lokalisation der Endothelzellen im Mundschleimhaut-Äquivalent. Sie waren nach der 

ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26 ebenfalls im oberflächlichen Bereich 

des Mundschleimhaut-Äquivalents lokalisiert. Es zeigte sich jedoch ein negativer 

Einfluss auf die Ausprägung von vWF bei den HDMEC nach der Behandlung mit 

Stoßwellen; vor allem durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 und Kulturtag 26. 

Die vWF-Ausbildung von Endothelzellen ist ein wichtiger Faktor bei der primären 

Homöostase (Gogia and Neelamegham 2015). Dadurch lässt sich vermuten, dass die 

Endothelzellen durch die ESWT-Anwendung in ihrer Funktionalität in gewisser Maße 

leiden. Die Funktionalität der Fibroblasten im Mundschleimhaut-Äquivalent und der 

Aufbau der extrazellulären Matrix wurde durch die Behandlung mit Stoßwellen zu den 

verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung nicht negativ beeinflusst. Da die 

Ausbildung von Gefäßstrukturen von bedeutender  Wichtigkeit für das Einwachsen und 

die Funktionalität eines Gewebe-Äquivalents nach einer Transplantation ist, müssen 

weitere Versuche folgen, um bessere ESWT-Anwendungsbedingungen für die 

Gefäßbildung im Mundschleimhaut-Äquivalent zu bestimmen. 

 

4.9.3 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die Ausbildung des 

Epithels in vitro 
Die Anwendung der ESWT hatte einen deutlichen Vorteil für die Ausbildung des 

Epithels und der Basalmembran des Mundschleimhaut-Äquivalents in vitro. Die 

Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents mit Stoßwellen am 19. oder 26. 

Kulturtag führte zu einer deutlich erhöhten Expression der Epithelmarker 

Zytokeratin 19 und Zytokeratin 13, sowie zu einer erhöhten Expression von Involucrin 

während der in vitro-Kultur im Vergleich zu einem unbehandelten Mundschleimhaut-

Äquivalent. Die Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents am 15. Kulturtag führte 

zu keiner Verbesserung der Expression von Involucrin, Zytokeratin 13 oder Zytokeratin 

19. Zytokeratin 19 wird von basalen, undifferenzierten und sich teilenden Epithelzellen 

exprimiert (Moll et al. 1982; Squier and Kremer 2001). Zytokeratin 13 wird von 

suprabasal differenzierten Epithelzellen exprimiert und Involucrin von vollständig 

differenzierten Epithelzellen (Banks-Schlegel and Green 1981; Barrett et al. 1998). Die 

Tatsache, dass alle drei Marker nach der Behandlung mit Stoßwellen deutlich erhöht 

exprimiert waren, deutete auf die Induktion eines besser differenzierten, 
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mehrschichtigen Epithels hin. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die 

in vitro-Anwendung der ESWT eine positive Auswirkung auf die Zellproliferation sowie 

Zelldifferenzierung verschiedener Zelltypen hat (Tamma et al. 2009; Leone et al. 2016; 

Cui et al. 2021). Zudem wurden in einer Studie zur in vivo-Anwendung der ESWT nach 

der Behandlung eine Verdickung der Hautschichten bei Ratten beobachtet (Lima 

Morais et al. 2019). Eine weitere Studie berichtete, dass die ESWT-Anwendung die 

Epithelisierung auf den Spenderseiten humaner Spalttransplantate deutlich 

beschleunigte (Ottomann et al. 2010). Die Behandlung mit Stoßwellen könnte somit 

die Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen des Mundschleimhaut-

Äquivalents in der in vitro-Kultur stimulieren. Eine ESWT-Anwendung kann mehrere 

Signalwege in Zellkulturen induzieren, darunter ERK- (Weihs et al. 2014), Wnt- (Zhang 

et al. 2017) und FAK-Signalwege (Xu et al. 2012). Diese Signalwege sind bei 

Wundheilungsprozessen wichtig (Bielefeld et al. 2013; Ren et al. 2019) und könnten 

für die verstärkte Bildung des mehrschichtigen Epithels des Mundschleimhaut-

Äquivalents in vitro verantwortlich sein. Darüber hinaus induzieren die Stoßwellen die 

Hemmung der Glykogensynthase-Kinase-3β, die durch die Aktivierung des Wnt/β-

Catenin-Signalwegs eine wichtige Rolle bei der epithelialen Wundheilung spielt (Wang 

et al. 2004; Chen et al. 2020). Der fördernde Einfluss der ESWT-Anwendung auf die 

Ausbildung des Epithels ist nicht vorhanden, wenn die Behandlung an Kulturtag 15 

stattfindet und scheint somit zu einem zu früheren Zeitpunkt während der 

Mundschleimhaut-Äquivalent-Herstellung nicht zum Tragen zu kommen. Auch die 

in vitro-Expression von Occludin, dem Bestandteil der Tight junctions, war nach der 

ESWT-Anwendung des Mundschleimhaut-Äquivalents an Kulturtag 19 oder Kulturtag 

26 im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle stärker ausgeprägt. Die Behandlung 

an Kulturtag 15 führte zu keiner stärkeren Ausprägung der Tight junctions. Das 

Vorkommen von Tight junctions als Zell-Zell-Interaktion, dient der Funktionalität der 

Epithelschicht von Mundschleimhaut (Garant 2003; Feldman et al. 2005). Die erhöhte 

Expression der Proteinkomponente der Tight junctions im Mundschleimhaut-

Äquivalent deutete auf eine funktionellere Epithelzellschicht nach der ESWT-

Anwendung an Kulturtag 19 oder Kulturtag 26 hin. 

Kollagen IV und Laminin sind wichtige Bestandteile der Basalmembran (Yurchenco 

and Patton 2009). Die Ausprägung des Basalmembran-Bestandteils Laminin innerhalb 

des Mundschleimhaut-Äquivalents war nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15 

leicht verstärkt im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Die ESWT-Anwendung 
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an Kulturtag 19 oder Kulturtag 26 führte zu einer stärkeren Ausprägung von Laminin. 

Der Basalmembran-Bestandteil Kollagen IV konnte im unbehandelten 

Mundschleimhaut-Äquivalent gar nicht nachgewiesen werden. Die ESWT-Anwendung 

an Kulturtag 15 führte ebenfalls zu keiner Ausprägung von Kollagen IV. Jedoch führte 

die ESWT-Anwendung des Mundschleimhaut-Äquivalents an Kulturtag 19 oder 

Kulturtag 26 zu einer nachweisbaren Ausprägung von Kollagen IV. Die Basalmembran 

in gesundem Mundschleimhautgewebe ist durch eine ausgeprägte Expression von 

Kollagen IV und Laminin gekennzeichnet (Kannan et al. 1994),  was bei dem 

unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalent nicht der Fall war. Somit könnte das 

Problem der unzureichenden Ausbildung einer Basalmembran im in vitro-erzeugten 

Mundschleimhaut-Äquivalent möglicherweise mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag 

19 oder Kulturtag 26 überwunden werden. Die geförderte Differenzierung der 

Epithelzellen durch die Stoßwellen könnte die Ausbildung der Basalmembran angeregt 

haben. In einer Studie zur Ausbildung einer Basalmembran in der embryonalen Niere 

zeigte sich, dass das undifferenzierte Mesenchym keine Basalmembran ausbildete 

und das differenzierte Epithel zu einer Ausbildung der Basalmembran führte (Ekblom 

1981). Die Ausbildung der Basalmembran könnte außerdem durch Zytokine begünstigt 

worden sein, deren Sekretion neben anderen Signalwegen zum Beispiel durch den 

Wnt/β-Catenin-Signalweg gefördert wurde, der wiederum durch eine ESWT-

Anwendung aktiviert wurde (Nagendran et al. 2015). Welche Zytokine sowie 

Mechanismen daran beteiligt waren, muss in folgenden Versuchen untersucht werden. 

Somit zeigte sich, dass der Zeitpunkt der Anwendung der ESWT bei dem 

Mundschleimhaut-Äquivalent während der in vitro-Kultivierung von großer Bedeutung 

für die Zellviabilität, die Prävaskularisierung und die Ausbildung des Epithels sowie der 

Basalmembran war. Die in vitro-Ausbildung des funktionalen Epithels und der 

Basalmembran konnten durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder Kulturtag 

26 deutlich gefördert werden. Auch die metabolische Aktivität des Mundschleimhaut-

Äquivalents wurde durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder 26 unterstützt. 

Die Gefäßstrukturen waren nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 besser 

ausgeprägt als nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15 oder Kulturtag 26. Da eine 

erfolgreiche, tiefgehende Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

weiterhin angestrebt wird, um einen schnelleren und besseren Anschluss des 

transplantierten Gewebes an das Gefäßsystem des Empfängers zu erreichen (Heller 

et al. 2016; Smirani et al. 2020), wurde das Mundschleimhaut-Äquivalent zur 
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Untersuchung der in vivo-Anwendung am 19. Kulturtag mit Stoßwellen behandelt. Um 

die Prävaskularisierung und die Ausbildung des Epithels sowie der Basalmembran des 

Mundschleimhaut-Äquivalents im Hinblick auf die in vivo-Anwendung zu untersuchen, 

wurden in ovo-Versuche auf der CAM durchgeführt. 

 

4.10 Das Überleben des Mundschleimhaut-Äquivalents in vivo 

Die Beurteilung des Überlebens des Mundschleimhaut-Äquivalents in vivo wurde 

mittels des Chorioallantoismembran (CAM)-Assays in ovo durchgeführt. Dabei wurden 

Mundschleimhaut-Äquivalente nach verschiedenen in vitro-Kultivierungszeiten auf die 

CAM überführt, nach fünf bis zehn Tagen wieder abgenommen und 

immunhistochemisch auf die Gefäß- sowie Epithel- und Basalmembran-Ausbildung 

analysiert.  

 

4.10.1 Mundschleimhaut-Äquivalente nach verschiedenen 

in vitro-Kultivierungszeiten auf der CAM 
Zum einen wurden Mundschleimhaut-Äquivalente an Kulturtag 12 auf die CAM 

überführt, da sich zu diesem Kultivierungszeitpunkt das Epithel in vitro bereits 

angefangen hatte auszubilden und zu differenzieren. Hierbei wurden die 

Mundschleimhaut-Äquivalente entweder an Kulturtag 12, vor der Zugabe der 

Endothelzellen, auf die CAM überführt oder an Kulturtag 12, 4 Stunden nach der 

Zugabe der Endothelzellen, bevor eine Gefäßausbildung stattgefunden hat. Hierbei 

wurden HDMEC oder ECFC als Endothelzell-Quelle verwendet und miteinander 

verglichen. Zum anderen wurden Mundschleimhaut-Äquivalente bis Kulturtag 33 

in vitro kultiviert und dann auf die CAM überführt. Hierbei wurden Bi-Kulturen aus 

Fibroblasten und Epithelzellen auf der Kollagenmatrix kultiviert oder Tri-Kulturen mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen. Auch hierbei wurden HDMEC oder 

ECFC verwendet und miteinander verglichen. Das Überführen von Kollagenmatrices 

mit Bi-Kulturen ohne Endothelzellen zusätzlich zu den Tri-Kulturen mit Endothelzellen 

auf die CAM hatte den Hintergrund, dass so das Fehlen und das Vorhandensein von 

Endothelzellen und deren Auswirkung einer Prävaskularisierung der 

Mundschleimhaut-Äquivalente in ovo beurteilt und verglichen werden konnte.  

Die in vitro-Analyse des Mundschleimhaut-Äquivalents nach 12 Kulturtagen ergab, 

dass sich zu diesem Zeitpunkt bereits eine dünne Epithelschicht ausgebildet hatte. 
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Diese wies nur eine geringe Funktionalität auf und es hatte sich keine Basalmembran 

ausgebildet. Wurde dieses Mundschleimhaut-Äquivalent an Kulturtag 12 vor der 

Zugabe der Endothelzellen, also als Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen auf 

die CAM überführt, ließ sich nach der Entnahme von der CAM eine Tenascin-Färbung 

nachweisen, die nicht das komplette Mundschleimhaut-Äquivalent durchzog. Tenascin 

wird von Fibroblasten sezerniert und ist ein Bestandteil der extrazellulären Matrix 

(Taylor et al. 1989). Die Fibroblasten bildeten somit im Mundschleimhaut-Äquivalent 

ohne Endothelzellen eine extrazelluläre Matrix aus, die nach der in ovo-Kultivierung 

noch nachweisbar war. Das Mundschleimhaut-Äquivalent besaß nach der Entnahme 

von der CAM kein gut ausgebildetes und differenziertes Epithel, nachgewiesen anhand 

der Involucrin-, Zytokeratin 13 und Zytokeratin 19-Analyse. Mittels Laminin- und 

Kollagen IV-Färbung konnte die Ausbildung einer Basalmembran beurteilt werden 

(Neal et al. 2009; Yurchenco and Patton 2009). Es hatte sich in ovo keine 

Basalmembran ausgebildet und das Epithel wies nur eine geringe Funktionalität 

(Nachweis über Occludin) auf. Bei dem Mundschleimhaut-Äquivalent mit einer Tri-

Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC, die an Kulturtag 12 4 Stunden nach 

der Endothelzell-Zugabe auf die CAM überführt wurden, waren die HDMEC im 

Mundschleimhaut-Äquivalent nach der Abnahme von der CAM CD31-positiv. 

Funktionale Endothelzellen prägen CD31 auf ihrer Zelloberfläche aus (Lertkiatmongkol 

et al. 2016). Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass die HDMEC in ovo 

überlebt haben. Jedoch war vWF nicht nachweisbar, was daraufhin deutete, dass die 

Zellen noch nicht ihre volle Funktion ausgeprägt hatten. Anhand der Tenascin-Färbung 

ließ sich darauf schließen, dass die Fibroblasten während der in vitro-Kultivierung eine 

extrazelluläre Matrix ausgebildet hatten, die in dem Mundschleimhaut-Äquivalent nach 

der Entnahme von der CAM noch nachweisbar war, aber ebenfalls nicht das gesamte 

Mundschleimhaut-Äquivalent durchzogen hatte. Anhand der Analyse der epithelialen 

Marker und Occludin, dem Bestandteil von Tight junctions, zeigte sich, dass das 

Epithel nicht gut ausgeprägt und differenziert war, sowie eine geringe Funktionalität 

aufwies. Es war jedoch bei der Tri-Kultur besser ausgebildet als bei der Bi-Kultur ohne 

Endothelzellen. Eine Basalmembran hatte sich ebenfalls nicht ausgebildet. Das 

Mundschleimhaut-Äquivalent mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte ein ähnliches 

Ergebnis. Somit ist die in vitro-Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Äquivalents 

von 12 Kulturtagen nicht ausreichend, um ein funktionales Epithel für die in ovo-

Anwendung auszubilden. Die Anwesenheit von Endothelzellen im Mundschleimhaut-
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Äquivalent, egal ob es sich dabei um HDMEC oder ECFC handelt, unterstützte jedoch 

die frühe Epithelausbildung in ovo, obwohl sich zu diesem Zeitpunkt noch keine 

Prävaskularisierung ausgebildet hatte.  

Das Mundschleimhaut-Äquivalent, welches 33 Tage in vitro kultiviert worden war, hatte 

ein gut ausgeprägtes, mehrschichtiges Epithel, bei dem sich jedoch ebenfalls noch 

keine Basalmembran ausgebildet hatte. Das Mundschleimhaut-Äquivalent, welches 

33 Tage kultiviert wurde und mit Endothelzellen besiedelt wurde, besaß eine gut 

ausgeprägte oberflächliche Prävaskularisierung. Wurde das Mundschleimhaut-

Äquivalent nach den 33 Kulturtagen auf die CAM überführt, trug es nach der Entnahme 

von der CAM CD31- sowie vWF-positive HDMEC. Dies bedeutete, dass die HDMEC 

während der mehrtägigen in ovo-Kultur vital blieben und eine bessere Funktionalität 

aufwiesen als in dem 12 Tage kultivierten Mundschleimhaut-Äquivalent auf der CAM. 

Die Tenascin-Färbung war in dem Mundschleimhaut-Äquivalent, welches an Kulturtag 

33 auf die CAM überführt wurde in der gesamten Kollagenmatrix verteilt. Dies ließ 

darauf schließen, dass die Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Äquivalents von 

33 Tagen für die in ovo-Anwendung besser für die Ausbildung und Verteilung der 

extrazellulären Matrix ist als die Kultivierungsdauer von 12 Tagen. Das 

Mundschleimhaut-Äquivalent, welches nach den 33 Kulturtagen auf die CAM überführt 

wurde, zeigte nach der Entnahme von der CAM ein besser ausgeprägtes und 

differenziertes Epithel mit einer höheren Funktionalität und Nachweisen von 

Basalmembran-Bestandteilen im Vergleich zu dem Mundschleimhaut-Äquivalent, 

welches nach 12 Tagen auf die CAM überführt wurde. Das Mundschleimhaut-

Äquivalent mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte ein ähnliches Ergebnis. Die 

Abwesenheit von Endothelzellen führte zu einer schlechteren Ausprägung des 

Epithels und zu keiner Ausprägung der Basalmembran in ovo. Das deutete darauf hin, 

dass die Prävaskularisierung eine schnellere Anbindung des Transplantats an das 

Gefäßsystem des Huhns ermöglichte und damit die Epithel- und Basalmembran-

Ausbildung unterstützte. Es zeigte sich, dass nur etwa die Hälfte der überführten 

Mundschleimhaut-Äquivalente in ovo an der CAM anwuchsen. Dies könnte darauf 

hinweisen, dass die oberflächliche Prävaskularisierung trotz des bereits gezeigten 

Vorteils für die Unterstützung des Epithels noch nicht ausreichend war, um eine 

zuverlässige Anbindung an das Empfänger-Gefäßsystem zu gewährleisten. Somit 

muss weiterhin eine tiefgehenden Prävaskularisierung angestrebt werden.  
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Zusammenfassend zeigte sich somit, dass die in vitro-Kultivierungsdauer des 

Mundschleimhaut-Äquivalents von 33 Tagen zielführender für zukünftige in vivo-

Anwendungen ist als die Kultivierungsdauer von 12 Tagen. Obwohl sich bereits nach 

12 Tagen der in vitro-Kultivierung des Mundschleimhaut-Äquivalents eine 

Epithelschicht ausgebildet hatte, war diese in ihrer Differenzierung und Funktionalität 

für die in ovo- bzw. in vivo-Anwendung noch nicht ausreichend ausgeprägt. Es konnte 

bestätigt werden, dass die Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

einen Vorteil in Bezug auf die Ausbildung der Basalmembran und die des 

differenzierten, mehrschichtigen Epithels während der in ovo-Kultur bietet. Außerdem 

führte die Verwendung von ECFC im in ovo-Model zu ähnlichen Ergebnissen wie die 

Verwendung von HDMEC. Weitere Versuche mit ECFC müssen folgen, um die 

Anwendung der Endothelzellen aus Vollblutspenden vollständig zu etablieren und 

HDMEC für die Herstellung personalisierter Mundschleimhaut-Äquivalente zu 

ersetzen.  

 

4.10.2 Mundschleimhaut-Äquivalente nach ESWT-Anwendung auf der 

CAM 
Durch die Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents mit Stoßwellen an Kulturtag 

19 oder 26 wurde eine deutliche Verbesserung der Ausbildung des Epithels und der 

Basalmembran in vitro erreicht. Eine Verbesserung der in vitro-Gefäßausbildung in 

den Mundschleimhaut-Äquivalenten konnte durch die ESWT-Anwendung nicht erzielt 

werden. Da die Prävaskularisierung für die Mundschleimhaut-Äquivalente wichtig ist 

und die Gefäßausbildung nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 ausgeprägter war 

als nach der Anwendung an Kulturtag 15 oder 26, wurde anschließend überprüft, ob 

sich die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 positiv auf das Mundschleimhaut-

Äquivalent in der in ovo-Anwendung auswirkt. Hierfür wurden unbehandelte sowie mit 

Stoßwellen behandelte Mundschleimhaut-Äquivalente an Kulturtag 33 auf die CAM 

überführt. Auch hierbei wurden Gewebe-Äquivalente mit Endothelzellen (HDMEC oder 

ECFC), oder ohne Endothelzellen hergestellt und auf die CAM überführt.  

Das Mundschleimhaut-Äquivalent, welches mit Stoßwellen behandelt wurde, zeigte in 

der in vitro-Analyse ein deutlich besser ausgeprägtes mehrschichtiges Epithel und die 

Ausbildung einer Basalmembran im Vergleich zu unbehandelten Mundschleimhaut-

Äquivalenten. Nach der Entnahme von mit Stoßwellen behandelten Bi-Kulturen mit 
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Fibroblasten und Epithelzellen von der CAM zeigte sich, dass sich die in vitro-ESWT-

Anwendung ebenfalls positiv auf die Differenzierung der Epithelschicht (Involucrin-, 

Zytokeratin 13- sowie Zytokeratin 19-Ausprägung) in der in ovo-Anwendung auswirkte. 

Die mit Stoßwellen behandelten Kollagenmatrices zeigten dabei eine deutlich stärkere 

Ausprägung der drei epithelialen Marker als die unbehandelte Kontrolle. Somit 

verbesserte die ESWT-Anwendung während der in vitro-Kultur die Ausbildung und 

Differenzierung eines mehrschichtigen Epithels und führte zu einem besser 

differenzierten Epithel während der in ovo-Kultur. Auch die Ausbildung von 

Tight junctions (Occludin-Ausprägung) wurde durch die ESWT-Anwendung bei den Bi-

Kulturen aus Fibroblasten und Epithelzellen auf der Kollagenmatrix deutlich positiv 

beeinflusst. Somit könnte die ESWT-Anwendung das Überleben und die Funktionalität 

der in vitro-generierten Mundschleimhaut-Äquivalente nach der Transplantation 

fördern. Eine höhere Ausprägung des Basalmembran-Bestandteils Laminin und eine 

etwas höhere Ausprägung des Basalmembran-Bestandteils Kollagen IV nach der 

Entnahme von der CAM wurde bei den Bi-Kulturen, die mit Stoßwellen behandelt 

wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Gewebe-Äquivalenten beobachtet. Die 

Ausbildung der Basalmembran nach der Behandlung mit Stoßwellen während der in 

vitro-Kultur förderte somit die Ausbildung und das Überleben der Basalmembran 

während der in ovo-Anwendung nach der Transplantation auf die CAM. 

Die Behandlung des Mundschleimhaut-Äquivalents aus einer Tri-Kultur mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC mit Stoßwellen führte zu einer 

beeinträchtigten Ausprägung von CD31 und einem Verlust der vWF-Ausprägung im 

Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Das zeigte sich auch bei den mit Stoßwellen 

behandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten nach der Entnahme von der CAM. Somit 

zeigten sich die Schäden der in vitro-ESWT-Anwendung auf die Gefäßausbildung im 

Mundschleimhaut-Äquivalent auch noch weiterhin nach der in ovo-Anwendung. Die 

Behandlung mit Stoßwellen hatte keinen Einfluss auf die Ausbildung und Verteilung 

der extrazellulären Matrix des Mundschleimhaut-Äquivalents in der in ovo-Anwendung, 

unabhängig davon, ob HDMEC, ECFC oder keine Endothelzellen vorhanden waren. 

Somit lässt sich zuverlässig eine extrazelluläre Matrix im Mundschleimhaut-Äquivalent 

ausbilden. Wie bereits beschrieben, waren die gefäßähnlichen Strukturen in Tri-

Kulturen mit Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen nach der ESWT-

Anwendung schlechter ausgeprägt als in Bi-Kulturen mit Fibroblasten und 

Endothelzellen nach der ESWT-Anwendung. Die Kokultivierung mit Epithelzellen in 
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den Gewebe-Äquivalenten schien einen negativen Einfluss auf die in vitro-

Gefäßbildung der Endothelzellen nach der ESWT-Anwendung zu haben. Gleichzeitig 

wurde die gerade beschriebene stimulierende Wirkung der ESWT-Anwendung auf die 

Epithel- und Basalmembranbildung in der Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen 

durch die Tri-Kultivierung mit Endothelzellen in den Mundschleimhaut-Äquivalenten 

während der in ovo-Kultur gestört. Die Behandlung mit Stoßwellen von 

Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC oder ECFC führte zu einem Verlust der 

Ausprägung des Basalmembran-Bestandteils Laminin. Außerdem führte die 

Behandlung mit Stoßwellen von Mundschleimhaut-Äquivalenten mit HDMEC zu einem 

Verlust der Ausprägung des Basalmembran-Bestandteils Kollagen IV. Die 

Differenzierung der Epithelzellen war dabei weniger ausgeprägt als bei den Tri-

Kulturen ohne ESWT-Anwendung. Demnach wurde der fördernde Effekt der 

Stoßwellen auf das Epithel und die Basalmembran durch die Endothelzellen in ovo 

stark beeinträchtigt. Die ESWT-Anwendung bei den Tri-Kulturen mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und Endothelzellen bewirkte somit eine gegenseitige Hemmung der 

Epithelzellen und der Endothelzellen in ovo. Die Mechanismen, die dem zugrunde 

liegen sind noch unklar und müssen in folgenden Versuchen aufgedeckt werden. Im 

Gegensatz dazu zeigte eine frühere Studie, dass ischämische Hautlappen, die mit 

endothelialen Vorläuferzellen besiedelt und mit Stoßwellen behandelt wurden, bei 

in vivo-Experimenten an Ratten das Überleben des Hautlappens förderten (Zhang et 

al. 2014). In dieser Studie war die Haut der Ratten zwar durch eine Ischämie 

beeinträchtigt, jedoch in der physiologischen Umgebung vollständig differenziert und 

ausgebildet. In diesem Rahmen ging nach der ESWT-Anwendung keine gegenseitige 

Hemmung der Epithelzellen und der Endothelzellen aus. Es zeigt, dass sogar ein 

fördernder Einfluss der Stoßwellen ausgehen kann, welcher die Epithelausbildung und 

gleichzeitig die Gefäßausbildung unterstützt.  

Somit konnte gezeigt werden, dass eine ESWT-Anwendung bei dem 

Mundschleimhaut-Äquivalent an Kulturtag 19 einen bedeutenden Vorteil für die 

Ausbildung des mehrschichtigen Epithels und die Ausbildung der Basalmembran des 

Mundschleimhaut-Äquivalents bieten kann und somit dessen Überleben und 

Funktionalität in vivo deutlich fördern könnte. Außerdem fördert die 

Prävaskularisierung durch HDMEC oder ECFC ohne eine Stoßwellen-Behandlung die 

Ausbildung des Epithels sowie der Basalmembran in ovo. Jedoch führte die 

Kombination der Prävaskularisierung und der ESWT-Anwendung zu negativen 
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Interaktionen und einer gegenseitigen Hemmung zwischen den Epithelzellen und 

Endothelzellen innerhalb des Mundschleimhaut-Äquivalents. Für die Herstellung eines 

funktionalen Mundschleimhaut-Äquivalents zur personalisierten Gewebe-

rekonstruktion ist es von entscheidender Bedeutung eine optimale Ausbildung des 

Epithels sowie der Basalmembran mit der Ausbildung einer funktionalen und 

tiefgehenden Prävaskularisierung zu vereinen.  

 

4.11 Ausblick 

Es konnte ein Mundschleimhaut-Äquivalent mit einer Tri-Kultur aus primären Zellen 

hergestellt werden, welches eine Epithelschicht sowie eine oberflächliche 

Prävaskularisierung besaß. Mit einer ESWT-Anwendung während der in vitro-

Kultivierung von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen wurde eine Methode 

etabliert, mit der die Ausbildung und Differenzierung des Epithels sowie die Ausbildung 

der Basalmembran in vitro deutlich stimuliert werden konnte. Dies führte zu einem 

ausgeprägteren und besser differenzierten Epithel während einer in ovo-Kultivierung, 

was darauf hindeutet, dass das Überleben und die Funktionalität des 

Mundschleimhaut-Äquivalents nach einer Transplantation in vivo durch die ESWT-

Anwendung unterstützt werden könnte. Innerhalb einer Tri-Kultivierung mit 

Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen fand nach der ESWT-Behandlung 

jedoch eine beeinträchtigende Interaktion zwischen den Epithelzellen und den 

Endothelzellen statt. Diese Interaktion wirkte sich negativ auf die Gefäß- sowie 

Epithelausbildung des Mundschleimhaut-Äquivalents in ovo aus. Es müssen Analysen 

folgen, die die zugrundeliegenden Mechanismen der Interaktionen zwischen Epithel- 

und Endothelzellen nach der Behandlung mit Stoßwellen aufdecken. Hierfür kann die 

Zytokin-Sekretion des Mundschleimhaut-Äquivalents als Tri-Kultur mit Fibroblasten, 

Epithelzellen und Endothelzellen sowie der Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen 

nach der ESWT-Anwendung mittels ELISA untersucht werden. Dabei sollte betrachtet 

werden, welche Zytokine nach der ESWT-Anwendung deutlich niedriger oder stärker 

sezerniert werden im Vergleich zu unbehandelten Mundschleimhaut-Äquivalenten.  

Da die Prävaskularisierung und die Epithelausbildung des Mundschleimhaut-

Äquivalents gleichermaßen wichtig für das Überleben und die Funktionalität des 

Gewebe-Äquivalents in vivo sind, muss die beeinträchtigende Interaktion der 

Endothelzellen und der Epithelzellen verhindert werden, um optimale Bedingungen für 
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die Epithelausbildung und gleichzeitig für die Prävaskularisierung zu schaffen. Weitere 

Experimente sind erforderlich, bei denen die Einstellungen der ESWT-Anwendung für 

das in vitro-generierte, prävaskularisierte Mundschleimhaut-Äquivalent dahingehend 

untersucht und eventuell optimiert werden. Dabei können die Energieflussdichte, die 

Frequenz und die Impulsanzahl der Stoßwellen variiert werden. Damit die 

Endothelzellen trotz der ESWT-Anwendung des Mundschleimhaut-Äquivalents nicht 

den Stoßwellen ausgesetzt werden, wäre es möglich die Besiedlungsreihenfolge 

innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Äquivalents anzupassen und die 

Endothelzellen erst nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 hinzuzugeben. So 

könnte Die Ausbildung des Epithels und die der Basalmembran weiterhin durch die 

ESWT-Anwendung gefördert werden und die Endothelzellen nachträglich innerhalb 

von 14 Tagen bis zum Kulturende an Kulturtag 33 Gefäßstrukturen ausbilden. Mit 

dieser Variante könnten die Vorteile der ESWT-Anwendung und der 

Prävaskularisierung kombiniert und die hemmenden Zellinteraktionen vermindert oder 

umgangen werden. Um des Weiteren die Blutgefäßinfiltration nach einer 

Transplantation des Mundschleimhaut-Äquivalents anzuregen, könnte eine 

zusätzliche ESWT-Anwendung in ovo durchgeführt werden. Dabei könnte das 

Mundschleimhaut-Äquivalent am 4. Embryonaltag auf die CAM überführt und drei 

Tage später mit Stoßwellen behandelt werden.  

Weiterhin sollte eine tiefergehende Prävaskularisierung des Mundschleimhaut-

Äquivalents angestrebt werden. Die ermittelte Freisetzungskinetik der Nanopartikel, 

welche mit angiogenen Wachstumsfaktoren beladen werden können, stellt eine 

vielversprechende Grundlage für ihre Verwendung zur chemotaktischen Modifikation 

des Mundschleimhaut-Äquivalents zur Anregung der Endothelzellmigration dar. 

Weitere Versuche müssen folgen, um die Anwendung von Nanopartikeln zur 

Erzeugung einer tiefgehenden Prävaskularisierung zu realisieren. Hierfür muss die 

Wechselwirkung des Nanopartikelmaterials (Stärke und HES) und des eingekapselten 

Wachstumsfaktors verhindert werden. Sollte dies biotechnologisch und chemisch nicht 

möglich sein können weitere Materialien zur Nanopartikel-Herstellung zur Anwendung 

im Mundschleimhaut-Äquivalent in Betracht gezogen und analysiert werden, bei denen 

man sich das bereits untersuchte Prinzip der Freisetzungskinetik zu Nutze machen 

kann.  
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Für die Annäherung an die klinische Anwendung des Mundschleimhaut-Äquivalents 

ist die Verwendung autologer Zellen für die Patientinnen und Patienten unabdingbar. 

Eine finale Etablierung der Verwendung von ECFC anstelle von HDMEC im 

Mundschleimhaut-Äquivalent ist somit zwingend notwendig. Auf der Grundlage der 

vielversprechenden Ergebnisse dieser Arbeit sind Tierversuche im Maus-Model 

erforderlich, um die Ergebnisse aus dem CAM-Modelsystem zu validieren. Dabei sollte 

außerdem die Funktionalität der Gefäßstrukturen und die Anbindung an das 

Gefäßsystem des Empfängermodels genauer untersucht werden. Mittels 

immunhistochemischer sowie Eosin-Färbung nach der Entnahme der Transplantate, 

können die Lumen der in vitro-ausgebildeten Gefäßstrukturen auf die Anwesenheit von 

Erythrozyten untersucht werden, um die Anbindung an das Gefäßsystem des 

Empfängermodels aufzuzeigen. Ein Mundschleimhaut-Äquivalent bestehend aus 

Fibroblasten und Epithelzellen aus einem kleinen Stanzbiopsiat der Mundschleimhaut 

und ECFC aus einer Blutspende von einer Patientin oder einem Patienten auf einer 

sich in der klinischen Anwendung befindlichen Kollagenmatrix stellt eine geeignete 

personalisierte Alternative zu autologer Mundschleimhaut in der rekonstruktiven 

Chirurgie dar.
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6. Anhang 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

Adipo Adiponektin 

AK  Antikörper 

Aqua dest. Aqua destillata 

bFGF basic fibroblast growth factor 

bNGF Basic Nerve Growth Factor 

BP British Pharmacopoeia 

BSA Bovines Serumalbumin 

CaCl2 2H2O Calciumchlorid Dihydrat 

CnT Cell and Tec 

d day, Tag 

CAC Circulating angiogenic cell 

CAM Chorionallantoismembran 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CFU-Hill Colony forming unit-Hill cells 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DPBS Dulbecco´s Phosphatgepufferte Salzlösung 

ECFC Endothelial colony forming cells 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF Epidermal Growth Factor 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 

EPC Endothelial progenitor cells 

ESWT Extrakorporaler Stoßwellentherapie 

et al. et alia, und andere 

etc. et cetera, und so weiter 

EtOH Ethanol 

FCS Fetal Calf Serum 

FGFb Basic Fibroblast Growth Factor 

g g-Kraft 
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GCSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor 

 

GMCSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HCl Salzsäure 

h hour, Stunde 

HDMEC Human dermal microvascular endothelial cells 

HE Hämatoxylin-Eosin 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HES Hydroxyethylstärke 

IF Immunfluoreszenz 

IFNr Interferon Production Regulator 

IGF-1 Insulin-Like Growth Factor 

IHC Immunhistochemie 

IL Interleukin 

IP-10 Interferon-Gamma Induced Protein 10 

IPA Isopropylalkohol 

k.A. keine Angabe 

KCl Kaliumchlorid 

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat 

MAC Myeloide angiogene Zellen 

MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 

MEK Methylethylketon 

MIP-1a Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha 

MSH Mundschleimhaut 

NaHCO3  Natriumhydrogencarbonat 

Na2HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat 

NaOH Natriumhydroxid 

NaCl Natriumchlorid 

min Minute 

p.a. pro analysi, für analytische Zwecke 

Ph. Eur. European Pharmacopoeia 

P/S Penicillin-Streptomycin 
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PAC Proangiogene hämatopoetische Stammzellen 

PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 

PDGF Platelet Derived Growth Factor 

PIGF Placental Growth Factor 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies 

rpm rounds per minute 

RT Raumtemperatur 

SCF Stem Cell Factor 

SDS Natriumdodecylsulfat 

sec Sekunde 

SR-101 Sulforhodamin-101 

TBE TRIS-Borat-EDTA  

TGF Transforming Growth Factor 

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U Units 

USP United States Pharmacopeia 

VE-Wasser Vollentsalztes Wasser 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

vWF Von-Willebrand-Faktor 
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6.4 Werte der Abbildungen 

Werte der Abbildung 16: Zellviabilität der Fibroblasten auf hydierten und unhydrierten 

Kollagenmatrices 4 h und 24 h nach dem Aussäen. 

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 

(signifikantes 

Ergebnis) 

unhydriert nach 4 h 100 0  

unhydriert nach 24 h 100 0  

hydriert nach 4 h 167,15 5,87 0,002 

hydriert nach 24 h 136,02 34,88  

 

Werte der Abbildung 27 A: VEGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen.  

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Tri-Kultur jeweils im 

Bezug zur Bi-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 

(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

4,25 0,43  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

3,77 0,75  

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

3,87 0,27  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

1,79 0,46 0,024 

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

4,15 0,15  
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Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

1,93 0,40 0,012 

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

3,72 0,16  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

1,49 0,53 0,020 

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

3,51 0,37  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

1,52 0,77  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

3,94 0,08  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

1,58 0,98 0,046 

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

3,49 0,26  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

1,44 0,93 0,034 

 

Werte der Abbildung 27 B: VEGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

 Mittelwert Standardabweichung 

Kulturtag 12 Mono-Kultur 3,04 0,27 

Kulturtag 12 Bi-Kultur 3,03 0,05 

Kulturtag 15 Bi-Kultur 3,11 0,09 

Kulturtag 15 Tri-Kultur 2,36 0,46 

Kulturtag 19 Bi-Kultur 3,11 0,17 

Kulturtag 19 Tri-Kultur 2,31 0,49 

Kulturtag 23 Bi-Kultur 2,89 0,10 

Kulturtag 23 Tri-Kultur 2,14 0,58 

Kulturtag 27 Bi-Kultur 3,02 0,07 

Kulturtag 27 Tri-Kultur 2,20 0,44 

Kulturtag 31 Bi-Kultur 3,13 0,01 

Kulturtag 31 Tri-Kultur 2,42 0,54 

Kulturtag 33 Bi-Kultur 3,02 0,11 

Kulturtag 33 Tri-Kultur 2,15 0,62 
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Werte der Abbildung 28 A: bFGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Bi- oder Tri-Kultur 

jeweils im Bezug zur Mono- oder Bi-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 

(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

0,19 0,06  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

1,40 0,13 0,002 

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

0,66 0,14  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

1,32 0,22 0,043 

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

0,59 0,29  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

1,12 0,20  

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

0,33 0,15  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

0,71 0,18  

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

0,95 0,43  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

0,61 0,07  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

0,56 0,23  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

0,48 0,16  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

0,31 0,12  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

0,33 0,08  
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Werte der Abbildung 28 B: bFGF-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Bi-Kultur jeweils im 

Bezug zur Mono-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 

(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

0,17 0,05  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

1,29 0,28 0,023 

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

0,91 0,24  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

1,46 0,15  

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

1,00 0,48  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

1,25 0,16  

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

1,11 0,53  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

0,81 0,12  

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

1,28 0,25  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

0,81 0,04  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

0,73 0,29  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

0,52 0,07  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

0,44 0,08  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

0,70 0,39  
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Werte der Abbildung 29 A: IL-8-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen 

Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Bi-Kultur jeweils im 

Bezug zur Mono-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

2,92 0,01  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

2,84 0,03 0,019 

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

2,86 0,02  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

2,86 0,06  

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

2,93 0,09  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

2,89 0,07  

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

2,88 0,03  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

2,88 0,04  

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

2,91 0,06  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

2,86 0,05  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

2,86 0,03  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

2,89 0,11  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

2,87 0,01  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

2,86 0,21  
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Werte der Abbildung 29 B: IL-8-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an verschiedenen 

Kulturtagen. 

 Mittelwert Standardabweichung 

Kulturtag 12 Mono-Kultur 2,87 0,05 

Kulturtag 12 Bi-Kultur 2,86 0,03 

Kulturtag 15 Bi-Kultur 2,85 0,04 

Kulturtag 15 Tri-Kultur 2,92 0,03 

Kulturtag 19 Bi-Kultur 2,87 0,04 

Kulturtag 19 Tri-Kultur 2,83 0,02 

Kulturtag 23 Bi-Kultur 2,87 0,04 

Kulturtag 23 Tri-Kultur 2,86 0,03 

Kulturtag 27 Bi-Kultur 2,89 0,05 

Kulturtag 27 Tri-Kultur 2,89 0,04 

Kulturtag 31 Bi-Kultur 2,87 0,05 

Kulturtag 31 Tri-Kultur 2,87 0,04 

Kulturtag 33 Bi-Kultur 2,91 0,02 

Kulturtag 33 Tri-Kultur 2,90 0,04 

 

Werte der Abbildung 30 A: eNOS-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Tri-Kultur jeweils im 

Bezug zur Bi-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

294,72 41,47  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

454,27 72,33  

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

418,81 169,58  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

332,81 192,83  

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

413,12 56,59  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

283,46 60,59 0,001 

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

352,88 151,54  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

390,77 57,59  
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Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

394,99 20,49  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

233,63 180,25  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

321,79 105,30  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

321,31 76,09  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

390,55 74,17  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

254,02 88,87 0,006 

 

Werte der Abbildung 30 B: eNOS-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

 Mittelwert Standardabweichung 

Kulturtag 12 Mono-Kultur 537,55 80,33 

Kulturtag 12 Bi-Kultur 575,77 56,41 

Kulturtag 15 Bi-Kultur 573,72 73,12 

Kulturtag 15 Tri-Kultur 546,73 92,76 

Kulturtag 19 Bi-Kultur 523,90 62,09 

Kulturtag 19 Tri-Kultur 516,90 80,63 

Kulturtag 23 Bi-Kultur 561,70 55,14 

Kulturtag 23 Tri-Kultur 534,02 84,63 

Kulturtag 27 Bi-Kultur 505,18 127,12 

Kulturtag 27 Tri-Kultur 548,22 90,54 

Kulturtag 31 Bi-Kultur 557,38 48,29 

Kulturtag 31 Tri-Kultur 496,06 90,61 

Kulturtag 33 Bi-Kultur 572,06 97,82 

Kulturtag 33 Tri-Kultur 472,55 57,94 
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Werte der Abbildung 31 A: Angiopoietin-2-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Tri-Kultur jeweils im 

Bezug zur Bi-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

0,10 0,07  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

0,10 0,01  

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

12,91 0,73  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

9,93 4,15  

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

11,91 1,52  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

4,35 3,74  

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

6,49 1,241  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

1,50 1,15 0,008 

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

6,43 4,04  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

0,75 0,49  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

4,58 4,24  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

0,24 0,21  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

3,29 3,29  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

0,18 0,04  
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Werte der Abbildung 31 B: Angiopoietin-2-Sekretion von Bi- und Tri-Kulturen an 

verschiedenen Kulturtagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Bi-Kultur jeweils im 

Bezug zur Mono-Kultur vom selben Kulturtag wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kulturtag 12 

Mono-Kultur 

0,452 0,04  

Kulturtag 12 

Bi-Kultur 

0,352 0,04 0,023 

Kulturtag 15 

Bi-Kultur 

2,274 1,89  

Kulturtag 15 

Tri-Kultur 

2,891 1,55  

Kulturtag 19 

Bi-Kultur 

2,22 2,37  

Kulturtag 19 

Tri-Kultur 

2,498 2,44  

Kulturtag 23 

Bi-Kultur 

1,32 1,23  

Kulturtag 23 

Tri-Kultur 

1,97 2,13  

Kulturtag 27 

Bi-Kultur 

0,71 0,49  

Kulturtag 27 

Tri-Kultur 

1,53 1,57  

Kulturtag 31 

Bi-Kultur 

0,65 0,44  

Kulturtag 31 

Tri-Kultur 

0,99 0,87  

Kulturtag 33 

Bi-Kultur 

0,57 0,21  

Kulturtag 33 

Tri-Kultur 

0,73 0,52  
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Werte der Abbildung 32: Sekretion verschiedener Zytokine von Bi- und Tri-Kulturen 

an Kulturtag 33. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse der Tri-Kultur jeweils im 

Bezug zur Bi-Kultur wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Bi-Kultur 100 0  

Adipo Tri-Kultur 35,53 21,17  

b-NGF Tri-Kultur 48,79 35,73  

EGF Tri-Kultur 27,29 6,48 0,040 

Eotaxin Tri-Kultur 49,21 29,62  

FGFb Tri-Kultur 40,32 37,99  

GCSF Tri-Kultur 120,18 78,89  

GMCSF Tri-Kultur 60,39 32,49  

IFNr Tri-Kultur 97,04 72,68  

IGF-1 Tri-Kultur 40,86 29,98  

IL-10 Tri-Kultur 37,40 39,38  

IL12 Tri-Kultur 37,78 19,62  

IL-13 Tri-Kultur 43,89 13,46  

IL17a Tri-Kultur 62,82 11,49  

IL-1a Tri-Kultur 48,49 29,95  

IL-1b Tri-Kultur 73,02 22,51  

IL-2 Tri-Kultur 85,87 1,84  

IL-4 Tri-Kultur 73,05 0,10  0,002 

IL-6 Tri-Kultur 86,78 4,671  

IL-8 Tri-Kultur 72,67 44,76  

IP-10 Tri-Kultur 61,35 48,42  

Leptin Tri-Kultur 46,19 35,25  

MCP-1 Tri-Kultur 71,59 16,49  

MIP-1a Tri-Kultur 79,23 17,73  

PAI-1 Tri-Kultur 44,41 23,30  

PDGF Tri-Kultur 40,29 26,24  

PIGF Tri-Kultur 59,29 14,90  

Rantes Tri-Kultur 72,94 25,43  

Resistin Tri-Kultur 36,56 20,56  

SCF Tri-Kultur 50,39 37,31  

TGF-b Tri-Kultur 64,16 23,30  

TNFa Tri-Kultur 67,98 16,22  

VEGF Tri-Kultur 35,79 25,39  
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Werte der Abbildung 33 A: Chemotaktische Migration von HDMEC und ECFC in 

Richtung VEGF-121 in verschiedenen Konzentrationen. 

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kontrolle 100 0  

5 ng/ml 136,61 6,88 0,012 

10 ng/ml 171,37 6,584 0,003 

25 ng/ml 194,89 6,96 0,002 

50 ng/ml 183,58 11,93 0,007 

100 ng/ml 237,69 73,12  

 

Werte der Abbildung 33 B: Chemotaktische Migration von HDMEC und ECFC in 

Richtung VEGF-121 in verschiedenen Konzentrationen. 

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

Kontrolle 100 0  

5 ng/ml 118,84 13,37  

10 ng/ml 120,55 17,88  

25 ng/ml 113,23 21,39  

50 ng/ml 118,08 20,59  

100 ng/ml 120,21 1,56 0,035 

 

Werte der Abbildung 36: VEGF-121-Freisetzung aus Kollagen I-Gel in darüber 

liegendes DPBS innerhalb von 7 Tagen. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 38,25 14,80 

5 min 185,92 188,06 

10 min 121,59 63,89 

1 h 253,93 6,65 

3 h 367,79 33,27 

6 h 395,93 0,58 

12 h 383,21 48,02 

24 h 428,62 21,97 

48 h 392,29 19,42 

3 d 457,12 53,87 

4 d 445,09 8,49 

5 d 422,99 19,12 

6 d 476,52 113,76 

7 d 414,24 18,63 
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Werte der Abbildung 38: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-

101 (SR-101) aus Stärke-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) 

α-Amylase nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 128,89 2,49 

5 min 0 U α-Amylase 134,46 6,92 

10 min 0 U α-Amylase 137,12 8,71 

1 h 0 U α-Amylase 138,47 8,89 

3 h 0 U α-Amylase 147,53 16,37 

6 h 0 U α-Amylase 148,43 13,14 

12 h 0 U α-Amylase 151,66 17,62 

24 h 0 U α-Amylase 154,72 18,99 

48 h 0 U α-Amylase 156,09 14,16 

3 d 0 U α-Amylase 171,98 8,52 

4 d 0 U α-Amylase 172,02 7,51 

5 d 0 U α-Amylase 175,67 9,53 

6 d 0 U α-Amylase 173,78 4,16 

7 d 0 U α-Amylase 178,21 6,65 

1 min 1,157 U α-Amylase 159,25 21,89 

5 min 1,157 U α-Amylase 167,97 28,37 

10 min 1,157 U α-Amylase 172,82 16,39 

1 h 1,157 U α-Amylase 177,01 9,84 

3 h 1,157 U α-Amylase 180,12 14,39 

6 h 1,157 U α-Amylase 180,41 9,82 

12 h 1,157 U α-Amylase 199,41 11,11 

24 h 1,157 U α-Amylase 187,03 11,32 

48 h 1,157 U α-Amylase 197,38 16,83 

3 d 1,157 U α-Amylase 214,51 21,90 

4 d 1,157 U α-Amylase 217,28 20,91 

5 d 1,157 U α-Amylase 231,49 22,19 

6 d 1,157 U α-Amylase 218,66 21,45 

7 d 1,157 U α-Amylase 224,36 12,26 

1 min 11,57 U α-Amylase 192,25 25,86 

5 min 11,57 U α-Amylase 218,63 39,31 

10 min 11,57 U α-Amylase 218,19 29,06 

1 h 11,57 U α-Amylase 275,46 47,29 

3 h 11,57 U α-Amylase 311,59 51,52 

6 h 11,57 U α-Amylase 329,11 34,76 

12 h 11,57 U α-Amylase 349,21 55,54 

24 h 11,57 U α-Amylase 344,98 62,74 

48 h 11,57 U α-Amylase 324,76 49,35 

3 d 11,57 U α-Amylase 325,68 53,96 
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4 d 11,57 U α-Amylase 283,77 31,13 

5 d 11,57 U α-Amylase 293,65 24,76 

6 d 11,57 U α-Amylase 314,84 38,59 

7 d 11,57 U α-Amylase 313,38 30,54 

 1min 115,7 U α-Amylase 220,53 34,22 

5 min 115,7 U α-Amylase 252,71 46,97 

10 min 115,7 U α-Amylase 267,46 33,02 

1 h 115,7 U α-Amylase 319,27 51,38 

3 h 115,7 U α-Amylase 355,60 51,17 

6 h 115,7 U α-Amylase 339,89 33,39 

12 h 115,7 U α-Amylase 356,67 42,64 

24 h 115,7 U α-Amylase 341,95 51,27 

48 h 115,7 U α-Amylase 324,32 42,89 

3 d 115,7 U α-Amylase 335,27 46,96 

4 d 115,7 U α-Amylase 292,89 33,18 

5 d 115,7 U α-Amylase 302,40 16,91 

6 d 115,7 U α-Amylase 317,59 19,12 

7d 115,7 U α-Amylase 316,39 29,91 

 

Werte der Abbildung 39: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem Sulforhodamin-

101 (SR-101) aus HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-

Amylase nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 130,49 1,84 

5 min 0 U α-Amylase 136,68 6,89 

10 min 0 U α-Amylase 135,76 5,42 

1 h 0 U α-Amylase 141,28 3,27 

3 h 0 U α-Amylase 139,71 3,45 

6 h 0 U α-Amylase 143,03 4,92 

12 h 0 U α-Amylase 138,37 8,22 

24 h 0 U α-Amylase 147,83 8,167 

48 h 0 U α-Amylase 151,27 11,04 

3 d 0 U α-Amylase 159,76 7,69 

4 d 0 U α-Amylase 152,64 9,18 

5 d 0 U α-Amylase 150,22 1,59 

6 d 0 U α-Amylase 166,68 5,20 

7 d 0 U α-Amylase 167,03 2,40 

1 min 1,157 U α-Amylase 142,37 10,17 

5 min 1,157 U α-Amylase 150,84 9,69 

10 min 1,157 U α-Amylase 150,21 6,49 

1 h 1,157 U α-Amylase 157,83 3,22 

3 h 1,157 U α-Amylase 158,61 4,06 
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6 h 1,157 U α-Amylase 156,12 7,57 

12 h 1,157 U α-Amylase 158,84 9,58 

24 h 1,157 U α-Amylase 165,58 2,64 

48 h 1,157 U α-Amylase 171,02 8,01 

3 d 1,157 U α-Amylase 177,81 13,39 

4 d 1,157 U α-Amylase 175,13 6,99 

5 d 1,157 U α-Amylase 186,81 13,07 

6 d 1,157 U α-Amylase 178,54 13,08 

7 d 1,157 U α-Amylase 177,80 15,19 

1 min 11,57 U α-Amylase 158,44 13,34 

5 min 11,57 U α-Amylase 177,15 22,87 

10 min 11,57 U α-Amylase 177,91 19,03 

1 h 11,57 U α-Amylase 220,18 29,74 

3 h 11,57 U α-Amylase 249,59 31,12 

6 h 11,57 U α-Amylase 255,66 29,36 

12 h 11,57 U α-Amylase 256,30 51,04 

24 h 11,57 U α-Amylase 276,07 41,11 

48 h 11,57 U α-Amylase 268,39 38,27 

3 d 11,57 U α-Amylase 261,00 41,31 

4 d 11,57 U α-Amylase 221,21 20,33 

5 d 11,57 U α-Amylase 225,05 11,33 

6 d 11,57 U α-Amylase 250,05 27,07 

7 d 11,57 U α-Amylase 243,42 20,67 

 1min 115,7 U α-Amylase 178,59 16,56 

5 min 115,7 U α-Amylase 199,41 28,47 

10 min 115,7 U α-Amylase 204,70 30,34 

1 h 115,7 U α-Amylase 253,96 36,49 

3 h 115,7 U α-Amylase 274,95 32,77 

6 h 115,7 U α-Amylase 274,96 33,76 

12 h 115,7 U α-Amylase 268,08 56,59 

24 h 115,7 U α-Amylase 277,18 39,47 

48 h 115,7 U α-Amylase 265,66 35,59 

3 d 115,7 U α-Amylase 263,12 35,96 

4 d 115,7 U α-Amylase 223,69 22,23 

5 d 115,7 U α-Amylase 226,86 8,25 

6 d 115,7 U α-Amylase 244,77 20,69 

7d 115,7 U α-Amylase 249,28 26,04 
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Werte der Abbildung 40 A: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem 

Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach 

verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter Schütteln nach 

unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 163,02 70,04 

3 h 0 U α-Amylase 124,57 4,01 

3 d 0 U α-Amylase 141,96 9,76 

7 d 0 U α-Amylase 129,49 9,68 

1 min 11,5 U α-Amylase 266,91 57,14 

3 h 11,5 U α-Amylase 439,28 116,11 

3 d 11,5 U α-Amylase 520,56 75,13 

7 d 11,5 U α-Amylase 424,29 102,70 

1 min 115,7 U α-Amylase 306,68 62,81 

3 h 115,7 U α-Amylase 464,24 69,11 

3 d 115,7 U α-Amylase 484,52 78,41 

7 d 115,7 U α-Amylase 400,54 105,20 

 

Werte der Abbildung 40 B: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem 

Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach 

verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter Schütteln nach 

unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 166,79 64,87 

3 h 0 U α-Amylase 129,66 4,92 

3 d 0 U α-Amylase 133,41 11,92 

7 d 0 U α-Amylase 134,61 5,29 

1 min 11,5 U α-Amylase 205,96 40,01 

3 h 11,5 U α-Amylase 287,94 29,34 

3 d 11,5 U α-Amylase 324,85 103,60 

7 d 11,5 U α-Amylase 338,09 7,36 

1 min 115,7 U α-Amylase 230,15 20,49 

3 h 115,7 U α-Amylase 320,28 29,25 

3 d 115,7 U α-Amylase 310,31 85,32 

7 d 115,7 U α-Amylase 347,98 8,67 
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Werte der Abbildung 41 A: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem 

Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach 

verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter Schütteln mit Rührstäbchen 

nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 300,38 38,39 

3 h 0 U α-Amylase 488,14 47,88 

3 d 0 U α-Amylase 325,69 86,84 

7 d 0 U α-Amylase 652,41 88,88 

1 min 11,5 U α-Amylase 355,52 5,40 

3 h 11,5 U α-Amylase 429,51 55,48 

3 d 11,5 U α-Amylase 456,51 148,567 

7 d 11,5 U α-Amylase 572,11 181,13 

1 min 115,7 U α-Amylase 380,37 14,49 

3 h 115,7 U α-Amylase 474,16 63,65 

3 d 115,7 U α-Amylase 385,99 78,66 

7 d 115,7 U α-Amylase 523,59 53,29 

 

Werte der Abbildung 41 B: Die mittlere Fluoreszenzintensität von freiem 

Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Stärke- sowie HES-Nanopartikeln nach 

verschiedenen Maßeinheiten (Units; U) α-Amylase unter Schütteln mit Rührstäbchen 

nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 min 0 U α-Amylase 267,62 2,23 

3 h 0 U α-Amylase 329,04 38,87 

3 d 0 U α-Amylase 274,31 34,02 

7 d 0 U α-Amylase 396,97 56,78 

1 min 11,5 U α-Amylase 267,58 6,14 

3 h 11,5 U α-Amylase 346,99 44,84 

3 d 11,5 U α-Amylase 289,14 71,59 

7 d 11,5 U α-Amylase 332,52 34,15 

1 min 115,7 U α-Amylase 262,12 4,98 

3 h 115,7 U α-Amylase 334,66 33,49 

3 d 115,7 U α-Amylase 286,67 67,78 

7 d 115,7 U α-Amylase 313,89 12,90 
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Werte der Abbildung 42 A: Zellviabilität von HDMEC bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen.  

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 100,66 51,12 

6 h unbehandelt 117,06 18,46 

24 h unbehandelt 197,34 38,21 

48 h unbehandelt 327,05 85,31 

7 d unbehandelt 435,09 164,19 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

81,94 33,58 

3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

77,32 50,54 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

70,45 51,38 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

102,09 62,82 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

150,27 114,10 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

328,49 108,26 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

75,65 45,87 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

81,29 57,02 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

72,71 47,78 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

98,18 64,21 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

153,15 113,09 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

337,29 95,91 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

75,29 46,40 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

77,18 61,13 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

72,88 54,79 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

88,73 53,43 
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Werte der Abbildung 42 B: Zellviabilität von HDMEC bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen. 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

140,49 144,25 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

264,73 130,55 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 78,37 28,89 

6 h unbehandelt 109,83 16,21 

24 h unbehandelt 179,61 13,09 

48 h unbehandelt 289,03 64,33 

7 d unbehandelt 441,65 179,62 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

105,04 16,78 

3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

74,049 36,63 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

110,61 18,04 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

161,13 18,56 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

252,74 48,24 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

352,11 101,39 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

99,67 16,39 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

80,56 28,26 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

120,37 14,89 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

134,91 71,55 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

216,32 88,46 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

310,27 96,71 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

94,13 23,25 
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Werte der Abbildung 43 A: Zellviabilität von Fibroblasten bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen. 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

76,11 38,89 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

89,15 29,50 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

100,89 63,88 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

186,82 115,29 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

282,84 70,56 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 120,35 51,26 

6 h unbehandelt 139,02 47,80 

24 h unbehandelt 183,62 60,27 

48 h unbehandelt 203,17 30,59 

7 d unbehandelt 312,46 158,75 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

88,04 30,08 

3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

108,39 64,78 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

124,62 44,39 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

147,27 74,72 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

168,33 64,63 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

279,46 132,15 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

80,36 23,14 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

92,52 44,10 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

113,72 37,01 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

124,33 42,41 
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Werte der Abbildung 43 B: Zellviabilität von Fibroblasten bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen. 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

152,93 62,11 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

270,31 112,83 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

81,83 19,77 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

79,00 25,26 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

101,12 36,09 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

103,07 3,56 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

138,85 48,09 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

229,93 96,93 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 115,18 35,07 

6 h unbehandelt 113,86 8,58 

24 h unbehandelt 178,89 51,09 

48 h unbehandelt 204,35 6,99 

7 d unbehandelt 300,58 145,90 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

88,59 16,35 

3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

109,64 56,93 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

115,01 37,93 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

165,17 63,09 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

195,44 25,26 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

283,48 156,34 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

74,51 5,59 
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Werte der Abbildung 44 A: Zellviabilität von Epithelzellen bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen. 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

111,19 59,05 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

108,16 27,44 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

144,15 46,85 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

178,96 30,19 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

257,63 145,69 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

79,94 6,40 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

92,39 40,28 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

93,02 13,98 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

132,13 45,42 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

181,28 24,44 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

256,34 116,29 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 100,44 37,00 

6 h unbehandelt 108,46 15,41 

24 h unbehandelt 52,22 1,012 

48 h unbehandelt 168,34 140,13 

7 d unbehandelt 186,23 141,09 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

99,02 30,66 

3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

142,65 108,83 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

98,24 15,65 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

65,49 1,68 
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Werte der Abbildung 44 B: Zellviabilität von Epithelzellen bei Stärke-sowie HES-

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 

Tagen. 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

242,85 214,09 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

139,31 98,74 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

212,25 165,71 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

112,39 45,39 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

103,12 28,12 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

95,28 6,99 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

161,81 98,12 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

87,67 21,44 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

179,89 154,48 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

97,60 51,56 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

90,93 11,98 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

95,91 13,19 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

247,99 268,25 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

110,39 72,87 

 Mittelwert Standardabweichung 

1 h unbehandelt 100 0 

3 h unbehandelt 98,27 37,11 

6 h unbehandelt 115,21 16,56 

24 h unbehandelt 52,22 1,01 

48 h unbehandelt 168,34 140,13 

7 d unbehandelt 186,23 141,09 

1 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

88,15 16,24 
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3 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

128,32 65,81 

6 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

101,07 20,02 

24 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

68,78 1,26 

48 h Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

172,58 137,53 

7 d Nanopartikelmenge für 0,5 ng/ml 

VEGF-121 

158,36 140,31 

1 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

102,13 42,93 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

70,01 27,51 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

109,23 29,58 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

76,21 17,89 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

170,10 127,42 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

182,30 109,01 

1 h Nanopartikelmenge für 5 ng/ml 

VEGF-121 

93,09 43,96 

3 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

179,77 158,98 

6 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

99,62 18,50 

24 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

72,68 23,086 

48 h Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

255,75 226,05 

7 d Nanopartikelmenge für 2,5 ng/ml 

VEGF-121 

132,42 73,88 
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Werte der Abbildung 45: Zellviabilität von HDMEC bei α-Amylase-Behandlung nach 

verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse jeweils im Bezug zur 

unbehandelten Kontrolle des jeweiligen Zeitpunktes wieder.  

 

Werte der Abbildung 46: Zellviabilität von Fibroblasten bei α-Amylase-Behandlung 

nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse jeweils im Bezug zur 

unbehandelten Kontrolle des jeweiligen Zeitpunktes wieder.  

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

1 h unbehandelt 100 0  

3 h unbehandelt 105,88 32,38  

6 h unbehandelt 114,81 9,49  

24 h unbehandelt 189,05 24,13  

48 h unbehandelt 231,34 223,98  

7 d unbehandelt 360,46 86,85  

1 h 11,5 U α-Amylase 112,68 12,68  

3 h 11,5 U α-Amylase 107,30 26,89  

6 h 11,5 U α-Amylase 112,22 14,36  

24 h 11,5 U α-Amylase 200,42 35,37  

48 h 11,5 U α-Amylase 194,22 191,77  

7 d 11,5 U α-Amylase 377,01 109,42  

1 h 115,7 U α-Amylase 86,56 30,73  

3 h 115,7 U α-Amylase 100,43 27,92  

6 h 115,7 U α-Amylase 71,88 19,80 0,035 

24 h 115,7 U α-Amylase 59,96 21,87 0,011 

48 h 115,7 U α-Amylase 32,78 31,74  

7 d 115,7 U α-Amylase 35,98 46,59 0,0144 

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

1 h unbehandelt 100 0  

3 h unbehandelt 97,67 3,98  

6 h unbehandelt 103,30 1,66  

24 h unbehandelt 144,24 8,95  

48 h unbehandelt 197,80 7,46  

7 d unbehandelt 199,46 25,59  

1 h 11,5 U α-Amylase 89,16 9,51  

3 h 11,5 U α-Amylase 93,76 18,05  
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Werte der Abbildung 47: Zellviabilität von Epithelzellen bei α-Amylase-Behandlung 

nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. 

Die angegebenen p-Werte geben signifikante Ergebnisse jeweils im Bezug zur 

unbehandelten Kontrolle des jeweiligen Zeitpunktes wieder.  

 

 

6 h 11,5 U α-Amylase 94,64 12,34  

24 h 11,5 U α-Amylase 126,72 3,70  

48 h 11,5 U α-Amylase 153,83 34,79  

7 d 11,5 U α-Amylase 168,79 23,44  

1 h 115,7 U α-Amylase 75,72 19,08  

3 h 115,7 U α-Amylase 83,76 36,91  

6 h 115,7 U α-Amylase 44,22 8,47 0,004 

24 h 115,7 U α-Amylase 65,32 4,73 0,001 

48 h 115,7 U α-Amylase 69,62 10,26 0,005 

7 d 115,7 U α-Amylase 67,08 3,28 0,013 

 Mittelwert Standardabweichung p-Wert 
(signifikantes 

Ergebnis) 

1 h unbehandelt 100 0  

3 h unbehandelt 51,18 2,78  

6 h unbehandelt 106,72 6,45  

24 h unbehandelt 41,11 30,50  

48 h unbehandelt 219,07 175,47  

7 d unbehandelt 163,55 119,95  

1 h 11,5 U α-Amylase 102,68 20,84  

3 h 11,5 U α-Amylase 69,91 48,80  

6 h 11,5 U α-Amylase 98,46 58,76  

24 h 11,5 U α-Amylase 57,16 44,74  

48 h 11,5 U α-Amylase 175,51 92,05  

7 d 11,5 U α-Amylase 74,18 10,88  

1 h 115,7 U α-Amylase 102,18 35,05  

3 h 115,7 U α-Amylase 70,56 42,83  

6 h 115,7 U α-Amylase 49,88 10,38 0,008 

24 h 115,7 U α-

Amylase 

20,39 10,12  

48 h 115,7 U α-

Amylase 

96,63 67,76  

7 d 115,7 U α-Amylase 43,72 43,34  
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Werte der Abbildung 48: Chemotaktische Migration von HDMEC in Richtung 

aufgebrochener Stärke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121. 

 

Werte der Abbildung 52 A: Zellviabilität von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und 

Fibroblasten oder Tri-Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf 

Kollagenmatrices zwei Tage nach der extrakorporalen Stoßwellenbehandlung (ESWT) 

an Kulturtag 15, 19 oder 26. 

 

Werte der Abbildung 52 B: Zellviabilität von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und 

Fibroblasten oder Tri-Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf 

Kollagenmatrices zwei Tage nach der extrakorporalen Stoßwellenbehandlung (ESWT) 

an Kulturtag 15, 19 oder 26. 

 

 

 

 

 

 

 Mittelwert 

Kontrolle 100 

25 ng/ml VEGF-121 166,36 

α-Amylase-behandelt Stärke-Nanopartikel 3,71 

α-Amylase-behandelt HES-Nanopartikel 1,16 

Mechanische Gewalt  Stärke-Nanopartikel 13,61 

Mechanische Gewalt  HES-Nanopartikel 8,11 

 Mittelwert Standardabweichung 

Kontrolle Bi-Kultur 100 0 

Kontrolle Tri-Kultur 100 0 

Kulturtag 15 Bi-Kultur 95,54 22,73 

Kulturtag 15 Tri-Kultur 86,45 7,07 

Kulturtag 19 Bi-Kultur 105,62 11,29 

Kulturtag 19 Tri-Kultur 109,22 4,12 

Kulturtag 26 Bi-Kultur 105,44 27,55 

Kulturtag 26 Tri-Kultur 124,45 39,13 

 Mittelwert Standardabweichung 

Kontrolle  100 0 

Kulturtag 19  103,24 20,32 
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