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Zusammenfassung

|. Zusammenfassung

In der rekonstruktiven Chirurgie stellt ein in vitro-generiertes Mundschleimhaut-
Aquivalent aus Patientinnen- und Patienten-eigenen Zellen als Transplantat bei
Gewebedefekten eine Alternative zu autologem Gewebe dar. Die bestmdgliche
Ahnlichkeit mit nativem Gewebe ist fir eine erfolgreiche in vivo-Anwendung
unerlasslich. Diese Arbeit befasste sich mit der Herstellung und Analyse eines
funktionalen ~ Mundschleimhaut-Aquivalents  zur  personalisierten  Gewebe-
rekonstruktion. Dabei wurde die Ausbildung einer effizienten Blutgefal3versorgung des
Gewebes (Pravaskularisierung) sowie die Stimulation der Epithelausbildung
angestrebt, um das Einheilen und Uberleben des Mundschleimhaut-Aquivalents nach

einer Transplantation in vivo zu gewabhrleisten.

Fur die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents wurden priméare Fibroblasten,
Endothelzellen und Epithelzellen aus Patientinnen- und Patienten-Gewebe isoliert und
als Tri-Kultur auf einer Kollagenmatrix kultiviert. Damit die Herstellung des Gewebe-
Aquivalents in einer klinischen Anwendung individuell an die Patientinnen und
Patienten angepasst werden kann, wurde die Verwendung von endothelialen
kolonieformenden Vorlauferzellen (ECFC) aus Vollblut mit der etablierten Anwendung
von humanen dermalen mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC) aus juveniler
Vorhaut verglichen. Die ECFC erlauben im Gegensatz zu den HDMEC eine
minimalinvasive und autologe Isolationsmethode. Um ein besseres Verstandnis tber
die interzellulare, parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-
Aquivalents zu erhalten, wurde die Sekretion von Zytokinen mittels ELISA analysiert.
Dabei zeigte sich, dass die Kultivierung mit Epithelzellen im Mundschleimhaut-
Aquivalent eine Herunterregulierung der Sekretion einer Vielzahl verschiedener
Zytokine, wie VEGF, eNOS und Angiopoietin-2 verursachte. Bei der Analyse liel3 sich

kein wesentlicher Unterschied zwischen HDMEC und ECFC feststellen.

Trotz der geringeren Zytokin-Verfligbarkeit bildete sich durch die Fibroblasten eine
extrazellulare Matrix aus. In der Anwesenheit der Fibroblasten erzeugten HDMEC an
Kulturtag 26 eine oberflachliche Pravaskularisierung der Kollagenmatrix, welche sich
bis Kulturtag 33 weiter auspragte, nachgewiesen mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie. Eine tiefgehende Pravaskularisierung des Mundschleim-
haut-Aquivalents wurde angestrebt und sollte mithilfe von VEGF-121 angeregt werden.

Eine gesteigerte Migration der Endothelzellen in Richtung des Zytokins konnte in der
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Boyden-Kammer gezeigt werden. Jedoch erzielten verschiedene Chemotaxis-
Versuche auf der Kollagenmatrix bisher keine tiefere Pravaskularisierung, 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 fir die Herstellung eines chemotaktischen Gradienten im
Mundschleimhaut-Aquivalent nicht realisiert werden. Die potenzielle Gewebe-
integration wurde mit Hilfe des Chorioallantoismembran-Assays in ovo untersucht. Die
oberflachliche Pravaskularisierung untersttitzte die Epithelausbildung und -Erhaltung
des Mundschleimhaut-Aquivalents in ovo. Dabei zeigten die ECFC ein vergleichbares
Verhalten wie die HDMEC.

Die Ausbildung einer Epithelschicht konnte mittels immunhistochemischer Farbung
bereits an Kulturtag 12 nachgewiesen werden. Diese bildete sich bis Kulturtag 33
weiter aus und nahm an Funktionalitat zu. Die Ausbildung einer Basalmembran konnte
ohne eine zusatzliche Stimulation nicht nachgewiesen werden. Durch die Anwendung
einer extrakorporalen Stol3wellentherapie (ESWT) an Kulturtag 19 konnte die in vitro-
Ausbildung der Basalmembran sowie eine starkere Ausbildung und Differenzierung
des Epithels unterstlitzt werden. Dabei lie sich ein Anstieg der metabolischen
Zellaktivitat nachweisen, untersucht mittels alamarBlue ™-Assay. Bei Bi-Kulturen mit
Fibroblasten und Epithelzellen fuhrte die in vitro-Anwendung zu einer besseren
Epithelerhaltung wahrend der in ovo-Kultivierung im Vergleich zu unbehandelten
Kulturen. Bei pravaskularisierten Mundschleimhaut-Aquivalenten filhrte 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-Aquivalenten fiir den
autologen Gewebeersatz erzielt werden, indem eine Pravaskularisierung auch mit
ECFC erreicht wurde und die Ausbildung der Epithelschicht sowie der Basalmembran
mittels ESWT-Anwendung stimuliert werden konnte. Zudem wurde der Nutzen der
Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-Aquivalents gezeigt. Eine erfolgreiche
Kombination der Pravaskularisierung und der ESWT-Anwendung kdnnte das effiziente
Einwachsen, Uberleben und die Funktionalitat des Mundschleimhaut-Aquivalents in

in vivo-Anwendungen gewahrleisten.



Abstract

[1. 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.



Einleitung

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 Unfallen, und auch durch angeborene Gewebedefekte, wie
Fehlbildungen, verursacht werden. Die Rekonstruktion kann dabei fir Knochen- und
Knorpel- sowie Weichgewebe und epitheliale Gewebe notwendig werden (Deutsche

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

Die Schleimhaut ist ein epitheliales Gewebe, das die innere Oberflache von Organen
auskleidet, welche im Kontakt zur au3eren Umgebung stehen (Aumdller et al. 2014).
Sie dient somit vor allem als Schutzschicht und findet sich unter anderem in der
Mundhothle, der Nasenhohle, im Auge, im weiblichen sowie mannlichen
Urogenitalsystem und im Darm wieder (Rei3 2009; Miller 2012; Otto et al. 2013;
Schmelz et al. 2014; Janni et al. 2022). Verschiedene autologe Schleimhaute dienen
in den unterschiedlichen medizinischen Fachgebieten als Transplantate fir jeweilige
Gewebedefekte. Die Mundschleimhaut ist durch ihre Lokalisation in der Mundhéhle
gut zuganglich und ahnelt anderen Schleimhautgeweben in ihrer Morphologie sehr.
Dadurch eignet sie sich als Alternative fir andere Schleimhautgewebe zur Anwendung
bei Transplantationen (Markiewicz et al. 2007). In der Urologie wird die Transplantation
von Mundschleimhaut als Goldstandard fiir Harnrohrenrekonstruktionen 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 Augenoberflache ebenfalls zur
Anwendung (Mai et al. 2013). Auch in der Gyné&kologie besteht nach Operationen an
der Vagina Bedarf an Schleimhaut. In der Behandlung des Vaginalkarzinoms, bei dem
es sich zu 83 % um Plattenepithelkarzinome handelt, missen oft gréRere Bereiche der
Vaginalschleimhaut entfernt werden (Kirzl 2010). Bei diesem Verfahren ist ein Einsatz

von Mundschleimhaut zur Wundabdeckung ebenfalls denkbar.
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Allerdings ist die Verflugbarkeit von nativem, autologem Mundschleimhautgewebe
begrenzt. Zusatzlich kann die Entnahme von grof3flachigeren Mundschleimhaut-
Proben Probleme fiir die Patientinnen und Patienten verursachen. So bedingt die
Gewebeentnahme eine Verletzungen von gesundem Gewebe, was zu langfristiger
Taubheit und Narbenbildung fuhren kann (Browne and Vanni 2017). Die in vitro-
Generierung eines Mundschleimhaut-Aquivalents 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 Mundhohle auskleidet. Sie
fungiert als Barriere gegen externe Mikroorganismen und Krankheitserreger und
schitzt die darunter liegenden Gewebe vor auf3eren mechanischen Einfliissen (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 Oberflache feucht zu halten. Die Speichelproduktion findet in den grof3en
Speicheldrisen statt, welche weiter entfernt von der oberflachlichen Mundschleimhaut
liegen. Die Sekretion durch die Mundschleimhaut erfolgt Uber viele Kkleine
Speicheldrisen, 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 grof3te Flache der Mundhohle. Sie besitzt ein nicht-
keratinisiertes Plattenepithel und kann eine Dicke von tber 500 um aufweisen (Nanci
2007; Mller 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)-B gesteuert. Die Zellen in den

unterschiedlichen Epithelschichten weisen dadurch verschiedene Differenzierungs-

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

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

exprimieren. In der daruber liegenden Schicht befinden sich differenzierte

Epithelzellen, die Zytokeratin 13 exprimieren. Vollstandig differenzierte Epithelzellen

befinden sich in der auf3ersten Schicht. Diese Epithelzellen exprimieren Involucrin

(Banks-Schlegel and Green 1981; Moll et al. 1982; Barrett et al. 1998; Squier and
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Kremer 2001).
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Abbildung 1: Aufbau von humaner, nativer Mundschleimhaut in histologischer

schematischer Darstellung. Abbildung verandert nach Edmans et al. (Edmans et al. 2020).
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Die Epithelzellen besitzen eine Zellpolaritat 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 dinne Schicht aus

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

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

Basalmembran trégt damit zur Organisation und Stabilitat des Gewebes bei und ist
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malgeblich fur die Funktionalitat des Epithels sowie des gesamten Mundschleimhaut-
Gewebes (Yurchenco and Patton 2009; Yurchenco 2011). Die Funktionalitat des
Epithels wird aul3erdem Uber Zell-Zell-Interaktionen bestimmt. Dabei kann es sich um
Tight junctions, Adhaerens junctions, Desmosomen und Gap junctions handeln. Die
Integritat 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 ermdglichen
(Wan et al. 2018). Ein wesentlicher Bestandteil des Epithels sind Tight junctions, die
die Barrierefunktion innerhalb des mehrschichtigen Epithels gewahrleisten. Die Tight
junctions werden von spezialisierten Transmembranproteinen wie Occludin gebildet,
wodurch Uber die Ermittlung der Occludin-Expression innerhalb eines Epithels
Ruckschlisse auf die Funktionalitat 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
Stabilitat sowie Flexibilitat. 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 extrazellulare
Matrix (Midwood et al. 2004; Heller et al. 2020). Ein Glykoprotein der extrazellularen
Matrix, welches sich fir 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 Blutgefallen durchzogen, die das
Epithel sowie das gesamte Gewebe mit Sauerstoff und Na&hrstoffen versorgen
(Brizuela and Winters 2022).

1.3 GefalRbildung und gefalRbildende Zellen

Blutgefalie versorgen den gesamten Organismus mit Sauerstoff und Nahrstoffen und
sind fur die Gewebe Uberlebensnotwendig. Bei BlutgefalRen unterscheidet man
zwischen Arterien, Venen und Kapillaren. Bei Arterien und Venen handelt es sich um
grof3lumige Gefal3e, die mit einer Muskelschicht umgeben sind. Kapillaren sind feine
Gefal3strukturen mit einer einschichtigen und porigen Gefal3wand ohne Muskelschicht,
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die einen Sauerstoff- und Nahstoffaustausch mit dem umliegenden Gewebe

ermdglichen (Lucius and Brockdorff 2016).

Die Vaskulogenese bezeichnet die Neubildung von Gefal3strukturen aus endothelialen
Vorlauferzellen, den Angioblasten, wahrend der Embryogenese (Joussen et al. 2003).
Dabei bilden endotheliale Vorlauferzellen zundchst Zellkolonien aus. Aus diesen
Kolonien erfolgt eine Lumen- und Netzwerkausbildung. Aus diesem Netzwerk
wiederum bilden sich die BlutgefaRe, die sich durch eine Ausbildung einer
Basalmembran verstarken und stabilisieren, bis hin zu einem reifen Gefalisystem
(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 Malf3e auf der Zelloberflache exprimiert. Das Protein halt

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

Vaskulogenese

Wwe s

Endotheliale Koloniebild Lumen- und BlutgefalRausbildung
Vorlauferzellen oloniebiidung Netzwerkausbildung und Stabilisierung

Abbildung 2: Schema der Vaskulogenese. Abbildung veradndert 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 BlutgefaRsprossung. Dabei sprossen Gefalie aus
bereits vorhandenen BlutgefalRen aus (Joussen et al. 2003) (Abbildung 3 A). Die
Sprossung wird hauptsachlich durch VEGF, basic fibroblast growth factor (bFGF) und
platelet derived growth factor (PDGF) angeregt (Negri et al. 2019). Bei der
Blutgefal3sprossung findet eine Differenzierung der Endothelzellen statt. Dabei
erweitern sich die bereits bestehenden GefalRe und werden durchlassig. Die
Basalmembran, der die Endothelzellen aufliegen wird enzymatisch aufgel6st.
Proliferierende Endothelzellen migrieren dann in Richtung eines angiogenen Stimulus
(Abbildung 3 B). Die extrazellulare Matrix und Periendotheliale Zellen stabilisieren

dabei das Gefal3system (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
intrazellular das Protein von Willebrandfaktor (vWF). Das Fehlen oder Defekte von
VWEF flhren zu Blutungsstérungen (Tschopp et al. 1974; Hoyer 1981; Ni et al. 2000).

A Angiogenese

Bildung des neuen
Blutgefaltes

Blutgefal GefalRsprossung

B Differenzierung| Proliferation | Migration

angiogener
Stimulus

Enzymatische
Aufldsung der
Basalmembran

Abbildung 3: Schema der Angiogenese. Abbildung verandert 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
Gefallen 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 Vorlauferzellen
(endothelial progenitor cells; EPC) beteiligt, die im Blut zirkulieren (Joussen et al.
2003).

Die im Blut zirkulierenden EPC kdnnen zu adulten Endothelzellen differenzieren. Die
adulten Endothelzellen sind wiederum in der Lage Blutgefal3e auszubilden (Asahara
et al. 1997; Lin et al. 2000). Die Vorlauferzellen lassen sich unterteilen in friihe und

spate EPC (Hur et al. 2004). Die frithen EPC werden auch als myeloide angiogene
10



Einleitung

Zellen (MAC) bezeichnet und identifiziert. Diese konnen nicht zu adulten
Endothelzellen differenzieren (Medina et al. 2011). Oft ist bei den frihen EPC auch
von circulating angiogenic cell (CAC), proangiogene hamatopoetische Stammzellen
(PAC) oder colony forming unit-Hill cells (CFU-Hill) die Rede (Medina et al. 2017). Die
spaten EPC werden auch als endothelial colony forming cells (ECFC) bezeichnet.
ECFC sind im Gegensatz zu den anderen Untertypen proliferationsfahig und in der
Lage Gefal3strukturen de novo auszubilden (Critser and Yoder 2010; Tasev et al.
2016). Frihe und spate EPC pragen teilweise unterschiedliche Oberflachenmarkern
aus, wodurch sich diese mittels Fluoreszenzfarbung der jeweiligen Marker
charakterisieren lassen. Die frihen EPC pragen auf ihrer Zelloberflache CD14 und
CD133 aus, wahrend ECFC dies nicht tun (Peichev et al. 2000; Medina et al. 2017).
CD31 wird von allen Untertypen der EPC ausgepragt und dient als allgemeiner
Endothelzellmarker (Medina et al. 2017).

Bei der Herstellung von Gewebe-Aquivalenten mittels Tissue Engineering ist es
wichtig, eine schnelle BlutgefaBanbindung an das Gefal3system des
Empfangerorganismus zu gewéhrleisten, um die Versorgung des Gewebes nach einer

Transplantation mit Sauerstoff und Nahrstoffen 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-Aquivalenten 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 fir den Ersatz von
beschadigten 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
kinstlichen Gewebe, ist fir verschiedenste Gewebearten und Anwendungen

interessant.
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Dafir werden autologe Zellen aus Patientinnen- und Patienten-Proben, wie zum
Beispiel kleinen Gewebebiopsaten oder Blut, isoliert. Die isolierten, sogenannten
Primarzellen, koénnen je nach Zelltyp und Isolationsmethode differenziert und
expandiert werden. Um Gewebe-Aquivalente herzustellen, werden die jeweiligen
Zellen auf beziehungsweise in 3D-Scaffolds gegeben, um dort als 3D-Konstrukt
Gewebe-Aquivalente ausbilden zu kénnen (Asadian et al. 2020). Bei Scaffolds handelt
es sich um Tragermaterialien, die sich je nach Anwendung und Art der Zellen
unterscheiden. So kdnnen diese eines synthetischen oder naturlichen Ursprungs sein
und aus verschiedenen Materialien bestehen, wie zum Beispiel aus Kollagen, Fibrin
oder Gelatine. Sie konnen 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 Tragermaterialien 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 kénnen je nach Anwendung behandelt und beeinflusst werden. So
besteht die Mdglichkeit den Zellen Wachstumsfaktoren oder andere Reize zuzufliigen,
um die Differenzierung und Entwicklung des Gewebe-Aquivalents zu beeinflussen.
Auch konnen weitere Zelltypen dem Konstrukt zu verschiedenen Zeitpunkten
hinzugefuigt werden. Die in vitro-generierten Gewebe-Aquivalente kdnnen nach einer
variablen Kultivierungszeit in Tiermodellen auf ihre Funktionalitdt untersucht und
langfristig in den Empfangerorganismus zur klinischen Anwendung implantiert werden
(Asadian et al. 2020) (Abbildung 4).
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Implantation Zellisolation

Patient*in

Zellexpansion

Gewebeausbildung

3D-Scaffold

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

Die Verwendung von autologen Zellen aus Patientinnen- und Patienten-Gewebe
ermdglicht zum einen die Herstellung von sicheren Transplantaten, die ein geringes
Risiko der AbstoBung oder Fremdkdrperreaktion aufweisen, da nur Kklinisch
zugelassene Tragermaterialien und koérpereigene Zellen fur die Implantation in die
Patientinnen und Patienten verwendet werden kdnnen. Zum anderen kdnnen die
Transplantate individuell nach der jeweiligen Anwendung sowie in ihrer Form und

Grol3e angepasst werden (Fodor 2003).

Der Ubergang von den in vitro-Arbeiten und Untersuchungen im Labor hin zur
klinischen Anwendung ist jedoch ein komplizierter und zeitaufwéndiger Prozess.
Wahrend dieses Prozesses muss erreicht werden, dass die Gewebe-Aquivalente eine
physiologische Wirksamkeit und Funktionalitat aufweisen und diese auch nach der
Transplantation beibehalten wird. Des Weiteren muss die Sicherheit der
Empfanger*innen streng gewahrleistet werden. Ein limitierender Faktor bei der
Herstellung und Anwendung von in vitro-generierten Gewebe-Aquivalenten ist die
unzureichende Vaskularisierung der Gewebe. Dies kann bei der in vivo-Anwendung

13
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zu einem Absterben der Gewebe aufgrund von mangelnder Sauerstoff- und

Nahrstoffversorgung fiihren (Amirsadeghi et al. 2020).

Bisher wurde eine Reihe von Schleimhaut-Aquivalenten 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 Tragermaterials.
(Almansoori et al. 2020). Nur wenige Studien befassten sich mit einer
Pravaskularisierung, der Ausbildung von Gefal3strukturen innerhalb der Schleimhaut-
Aquivalente wahrend des Herstellungsprozesses, mittels Endothelzellen (Masson-
Meyers et al. 2022). Bei diesen Ansatzen kann es zu einer fehlenden oder verzdgerten
Gefallversorgung nach der Transplantation in vivo kommen. Eine Pravaskularisierung

kann dieses Problem umgehen und ist somit von grof3er Notwendigkeit.

1.5 Die Pravaskularisierung von in vitro-Geweben

Um die Anbindung und die Uberlebenschancen von Gewebe-Aquivalenten in der
in vivo-Anwendung zu unterstltzen, ist es von bedeutendem Vorteil, wenn die Gewebe
wéhrend ihrer Herstellung pravaskularisiert werden (Laschke and Menger 2016). Die
Pravaskularisierung ermoglicht eine schnellere Anastomose an das Gefal3system der
Empfangerorganismen und verringert das Nekrose-Risiko nach der Transplantation
(Tremblay et al. 2005; Unger et al. 2010). Die Diffusionsgrenze fir die Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung in Geweben liegt bei etwa 200 um (Torres Filho et al. 1994). Da
die zu erzeugenden Mundschleimhaut-Aquivalente etwa 500 um dick sind, kann die
Versorgung des Epithels in den ersten Tagen in vivo nicht ohne vorgeformte Gefalde
in Form der Pravaskularisierung sichergestellt werden. Die Pravaskularisierung wird
mittels Endothelzellen gestaltet. Diese sind Schlisselkomponenten im Tissue
Engineering, da sie fur die Vaskulogenese und die Angiogenese zustandig sind (Heller
et al. 2016; Sturtzel 2017; Amirsadeghi et al. 2020).

Es gibt verschiedene Strategien innerhalb des Tissue Engineerings
Pravaskularisierung zu erzeugen (Shafiee et al. 2021). Verschiedene
Endothelzelltypen kdnnen 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 Vorlauferzellen aus dem Blut fur die
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Pravaskularisierung an (Heller et al. 2016; Benning et al. 2018; Guo et al. 2018). Bei
HDMEC handelt es sich um mikrovaskulare Endothelzellen, welche sich als
Modellzellen zur Gefal3bildung im Tissue Engineering aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Ausbildung von Gefal3strukturen in vitro und ihrer einfachen Handhabung etabliert
haben (Walser et al. 2013; Heller et al. 2016). Ebenso HUVEC, die grof3lumige Gefalie
ausbilden, haben sich aufgrund ihrer einfachen Handhabung und Isolation mit groRRer
Zellausbeute im Tissue Engineering als Modellzellen etabliert (Kocherova et al. 2019).
Bei den aus dem vendsen Vollblut isolierbaren EPC eignet sich nur die Untergruppe
der endothelial colony forming cells (ECFC) als endotheliale Quelle fur die
Pravaskularisierung, da diese im Gegensatz zu den anderen Untertypen
proliferationsfahig und in der Lage sind Gefal3strukturen de novo auszubilden (Critser
and Yoder 2010; Tasev et al. 2016). Es ist auch moglich aus mesenchymalen
Stammzellen Endothelzellen fir die Pravaskularisierung zu differenzieren (Xu et al.
2019).

Fur die Ausbildung einer erfolgreichen Pravaskularisierung ist es wichtig wahrend der
Herstellung der Gewebe-Aquivalente Kulturbedingungen zu schaffen, die fir den
Prozess der Pravaskularisierung optimal sind. Mittels des Zellkulturmediums kénnen
und mussen Konditionen geschaffen werden, die diesen Prozess positiv beeinflussen.
Hierfur konnen Zellkulturmedien beispielsweise VEGF und bFGF zugesetzt werden.
Diese Wachstumsfaktoren stimulieren die Endothelzellen zur Ausbildung von Gefalen
(Drake et al. 2000; Mizia-Malarz et al. 2008; Heller et al. 2020).

Die Pravaskularisierung von 2D-Kulturen, gestaltete sich bereits erfolgreich. Dabei
bildeten Endothelzellen in einem Zellmonolayer gefaRartige Strukturen aus.
Hindernisse bestehen noch in der Herstellung von komplexeren 3D-Konstrukten (Liew
and Zhang 2017). Endothelzellen konnen dabei auf beziehungsweise in
Tragermaterialien ausgesat und kultiviert werden. Sie organisieren sich selbst in einer
geeigneten Umgebung mit den notwendigen Wachstumsfaktoren und bilden
Gefal3strukturen aus. Dies gelang allerdings nur in oberflachlichen Bereichen oder
sehr kleinen Konstrukten (Heller et al. 2016). Eine beliebte Methode ist es,
Tragermaterialien mit Kanalen zu versehen, welche mit Endothelzellen besiedelt
werden konnen, die dann wiederum diese Hohlrdume auskleiden (Zhang et al. 2015).
Vor allem im Bereich des 3D-Biodrucks ist dies eine viel genutzte Methode. Im 3D-

Biodruck ergibt sich aul3erdem die Moglichkeit die Endothelzellen direkt im
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Tragermaterial, der Biotinte, zu drucken oder die GefalRausbildung 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 Gefal3strukturen ausbilden
konnen. Auch auf festen Tragermaterialien wird die Stimulation der Endothelzellen mit
angiogenen Faktoren eingesetzt (Lopes et al. 2021). Um die Ausbildung von
Gefal3strukturen aus Endothelzellen zu unterstitzen konnen je nach
Anwendungsgebiet und Tragermaterial Zellsphéroide genutzt werden, um einen
naheren Zell-Zellkontakt herzustellen und den Endothelzellen eine dreidimensionale
Umgebung zu schaffen (Walser et al. 2013). Eine weitere vielversprechende Methode
zur Pravaskularisierung konnte mithilfe des sogenannten cell sheet engineerings
erzielt werden. Diese Methode ermdglicht das Ernten von intakten Zellschichten aus
temperaturabhéngigen Kulturschalen. Fur die Pravaskularisierung wurden
Zellschichten aus Endothelzellen mit Zellschichten aus Fibroblasten zu dreischichtigen
Konstrukten gestapelt. In den Konstrukten bildeten sich Gefal3strukturen aus
(Asakawa et al. 2010). In einem Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass die
Préavaskularisierung von in vitro-Geweben nach der Transplantation eine schnelleren
GefaRausbildung innerhalb der Gewebe-Aquivalente unterstiitzt und die GefalRe der
Pravaskularisierung Anbindung an das murine Gefal3system fanden und somit

funktional waren (Jakubowska et al. 2020).

Die meisten Forschungsarbeiten zur Pravaskularisierung befassen sich mit Mono-
Kulturmodellen aus Endothelzellen auf einem Tragermaterial oder mit Bi-
Kulturmodellen aus Endothelzellen zusammen mit einem weiteren Zelltyp. So werden
zum Beispiel fur einen Knochenersatz Endothelzellen und mesenchymale
Stammzellen zusammen kultiviert (Klotz et al. 2018). Nur wenige Arbeitsgruppen
befassen sich mit mehr als zwei Zelltypen oder der Pravaskularisierung speziell von
Mundschleimhaut-Aquivalenten (Masson-Meyers et al. 2022). Bei dem in dieser Arbeit
hergestellten Mundschleimhaut-Aquivalent handelt es sich um ein komplexeres
Aquivalent aus einer Tri-Kultur mit drei Zelltypen inklusive Endothelzellen zur

Pravaskularisierung 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 ausschlieBlich azellulare, kommerziell erhaltliche
Ersatzmaterialien im Einsatz (Becker et al. 2009; Beier et al. 2021; Pabst et al. 2022).

Zu Beginn der Herstellung von zellularisierten Epithelgewebe-Aquivalenten im Tissue
Engineering wurden bislang hauptsachlich 2D-Kulturen, also Zellmonolayer,
hergestellt, welche hilfreiche Informationen fur die Forschung dieses Bereiches des
Tissue Engineerings liefern konnten, jedoch nur begrenzt physiologische Fahigkeiten
ausbildeten. Die Herstellung von 3D-Konstrukten in der Herstellung von in vitro-
generierten Haut- und Schleimhautgeweben ist unerlasslich 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 grof3e Rolle spielt. Die Ko-
Kultivierung mit Fibroblasten oder mesenchymalen Stammzellen schafft ein
geeignetes Umfeld fur die Proliferation und Differenzierung der Epithelzellen und kann
somit diese Prozesse unterstitzen (Vrana et al. 2008; Liu et al. 2011). Fur die
Funktionalitat der Epithelgewebe ist es notwendig, dass wahrend der in vitro-
Herstellung eine Basalmembran ausgebildet wird (Hajicharalambous et al. 2009). Die
Ausbildung der Basalmembran kann durch die Selbstorganisation der Epithelzellen
gebildet oder zusatzlich durch eine Beschichtung des Tragermaterials zum Beispiel
mit Laminin unterstitzt werden (Neal et al. 2009; Vrana et al. 2013).

Eine Strategie Hautgewebe herzustellen ist die Scaffold basierte Kultivierung. Hierfur
werden oftmals Keratinozyten und Fibroblasten auf einem Tragermaterial kultiviert, bei
dem es sich zum Beispiel um Kollagenmatrices oder Matrigel handeln kann (Basso et
al. 2018). Ein Grofteil von Hautgeweben im Tissue Engineering wird unter der
Verwendung von Bi-Kulturen mit Keratinozyten und mesenchymalen Stammzellen
hergestellt (Sierra-Sanchez et al. 2021). Es wurden bereits pravaskularisierte
Hautkonstrukte hergestellt, die aus Keratinozyten, Fibroblasten und HUVEC
bestanden. Fir 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-Losung 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 pravaskularisierten Hautkonstrukte eine friihere Anbindung an das murine
GefaRsystem und eine hohere Uberlebensrate als nicht-pravaskularisierte
Hautkonstrukte (Miyazaki et al. 2019).

Fur 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 Priméarzellen oder immortalisierte Zellen
verwendet. Als Tragermaterialien kénnen unter Anderem azellulare, kommerziell
erhdltliche Scaffolds verwendet werden. Des Weiteren werden verschiedene
natirliche Kollagen- und Fibrin-basierte Scaffolds oder auch synthetisch hergestellte
Tragermaterialien 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 &hnelt (Moharamzadeh et al. 2008; Said et al. 2019).
Mundschleimhaut-Aquivalente, die zusatzlich pravaskularisiert sind, werden, wie

bereits erwahnt, kaum beforscht.

Bereits bei der in vitro-Herstellung von Mundschleimhaut-Aquivalenten aus autologen
Zellen unterstutzende Konditionen fur die Ausbildung und Differenzierung des Epithels
und der Basalmembran zu schaffen, konnte die Funktionalitdit und die
Uberlebenschancen nach einer Transplantation in vivo erhéhen. Eine Mdglichkeit, die
Ausbildung und somit die Funktionalitat eines mehrschichtigen Epithels wahrend der
Herstellung eines Mundschleimhaut-Aquivalents anzuregen, ist die Anwendung von
extrakorporaler StoRBwellentherapie (ESWT). In der klinischen Anwendung ist die
ESWT eine etablierte Behandlungsmethode, die bei verschiedenen orthopadischen
und Weichgewebeerkrankungen eingesetzt wird, um Heilungsprozesse zu
unterstiitzen. Uber 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

kénnte somit die Ausbildung und Differenzierung des mehrschichtigen Epithels der
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Mundschleimhaut-Aquivalente wahrend des Herstellungsprozesses verbessern. Bei
StoRBwellen handelt es sich um mechanische, nichtlineare Druckwellen, die sich in
einem flissigen Medium ausbreiten (Auersperg and Trieb 2020). Die StoRwellen
werden in der Regel durch Aufsetzen eines Metallapplikators auf das betroffene
Gewebe appliziert (Auersperg and Trieb 2020). Die Anregung der
Geweberegeneration konnte darin begrindet sein, dass die mechanische Belastung
der Zellen zu einer erhéhten Zellproliferation und erhdhten Proteinsynthese, zum
Beispiel von Kollagen I fuhrt (Khan and Scott 2009; Vetrano et al. 2011). Die genauen
Mechanismen hinter der ESWT sind unbekannt.

1.7 Das in vitro-pravaskularisierte Mundschleimhaut-Aquivalent

Der klinische Bedarf einer in vitro-generierten Mundschleimhaut mittels Tissue
Engineering als Alternative zu autologer Mundschleimhaut zur Transplantation ist
gegeben und seit langerem bekannt (Moharamzadeh et al. 2012). Meine
Arbeitsgruppe hat in Vorarbeiten bereits einige Erkenntnisse zur Herstellung des
Mundschleimhaut-Aquivalents erarbeitet, auf welche in dieser Arbeit aufgebaut wird.
In diesem Abschnitt werden die wichtigsten Ergebnisse aus den Vorarbeiten zu

unserem Mundschleimhaut-Aquivalent aus meiner Arbeitsgruppe beschrieben.

Das Mundschleimhaut-Aquivalent kann aus einer Tri-Zellkultur auf einer
Kollagenmatrix (Bio-Gide®) unter Verwendung von priméren Fibroblasten und
Epithelzellen aus der Mundschleimhaut in Kombination mit primaren mikrovaskuléren
Endothelzellen aus juveniler Vorhaut erzeugt werden (Heller et al. 2016). Die
Kollagenmatrix besteht aus porzinem Kollagen Typ | und Il und besitzt eine bilayer
Struktur. Dabei besteht die Matrix aus einer glatten, zellokklusiven Seite und einer
pordsen Seite (Schwarz et al. 2006). Die glatte Seite eignet sich zur Auflagerung von
Zellen. Die pordse Seite erlaubt die Migration von Zellen in das Innere der
Kollagenmatrix und das Einwachsen von Gefal3strukturen. Durch die bilayer
Kollagenstruktur kann die Ausbildung einer Bindegewebsschicht mit integrierten
Endothelzellen beziehungsweise Gefal3strukturen 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 ermdglicht den Epithelzellen eine Kultivierung an der Luftgrenze des

Zellmediums. Die Bio-Gide®-Kollagenmatrix weist eine Dicke von ca. 500 um auf und
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ist bereits fur den klinischen Einsatz zur Deckung von Knochendefekten in der
Oralchirurgie anwendbar (Tal et al. 2008). Verschiedene andere Kollagen-basierte
Scaffolds fir die Herstellung unseres Mundschleimhaut-Aquivalents wurden im
Vergleich zu der Bio-Gide® getestet. Daflur 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 fur die
Ausbildung von GefaRstrukturen im pravaskularisierten Mundschleimhaut-Aquivalent
(Schwab et al. 2021). Die anatomische Struktur und die Funktion des
Mundschleimhaut-Aquivalents soll mdglichst konform mit der von nativer, autologer
Mundschleimhaut sein.

In weiteren Vorarbeiten wurde herausgearbeitet, dass fur die Herstellung des
Mundschleimhaut-Aquivalents die Fibroblasten als erster Zelltyp an Kulturtag 1 auf die
Kollagenmatrix aufgebracht werden sollten. Die Fibroblasten sezernieren eine Reihe
von Wachstumsfaktoren, die vor allem fir die Pravaskularisierung forderlich sind
(Bauer 2018). AuRerdem dienen die Fibroblasten der Ausbildung der extrazellularen
Matrix und bilden damit das notwendige Bindegewebe aus (Sorrell et al. 2007).
AuRerdem 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-
Aquivalents 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 tber 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
Uberstieg 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 Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-Aquivalents in vitro konnte durch
mikrovaskulare Endothelzellen aus juveniler Vorhaut erzielt werden. Bi-Kulturen mit
Fibroblasten und HDMEC auf der Kollagenmatrix wurden im Mausmodell getestet.
Eine Anastomose mit dem Blutgefal3system der Maus wurde nach 5 Tagen ermdglicht
(Heller et al. 2016). Die Pravaskularisierung war jedoch nur in oberflachlichen
Bereichen des Mundschleimhaut-Aquivalents auf der gegeniberliegenden Seite des
Epithels und nicht in tieferen Bereichen der Kollagenmatrix lokalisiert (Bauer 2018).
Dies konnte bei der in vivo-Anwendung des Mundschleimhaut-Aquivalents, bestehend
aus der Tri-Kultur mit Epithelzellen dazu fuhren, dass die Epithelschicht Gber die
erzeugten Gefalie nicht ausreichend mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden
kann. Daher muss eine Strategie entwickelt werden, um das Problem einer fehlenden
tiefgehenden GefalRausbildung zu Uberwinden. Ein ,Reinziehen“ der Endothelzellen in
die Kollagenmatrix mittels Kapillarkrafte oder die Zentrifugation der Endothelzellen in
die Matrix, waren in Vorarbeiten bereits nicht erfolgreich. Die direkte Applikation von
angiogenen Wachstumsfaktoren, wahrend der Besiedlung der Endothelzellen auf die
Kollagenmatrix, zeigte ebenfalls nicht das gewlnschte Ergebnis einer erfolgreichen
tiefgehenden Préavaskularisation. Die Injektion der Endothelzellen in die
Kollagenmatrix kénnte eine erfolgstrachtige Strategie sein. Hierbei wird allerdings die
Matrix beschadigt und die Auswirkung der mechanischen Prozedur auf das Epithel und

die Basalmembran sind noch nicht geklart (Bauer 2018).

Um die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents auf die klinische Anwendung
mit autologen Zellen, individuell fir 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 Vorlauferzellen (endothelial colony forming cells,
ECFC), welche minimalinvasiv aus dem peripheren Blut isoliert werden kdnnen, zu
etablieren. Hinsichtlich der parakrinen Zellkommunikation von Bi-Kulturen mit
Fibroblasten und ECFC im Vergleich zu Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC liel3
sich durch Vorarbeiten bereits erkennen, dass sich beide Endothelzelltypen auf der
Kollagenmatrix im Hinblick auf die Zytokin-Sekretion sehr dhnlich verhielten (Bader
2021). Auch die ECFC waren in einer Bi-Kultur mit Fibroblasten auf der Kollagenmatrix

in der Lage eine oberflachliche Pravaskularisierung 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 Verfugbarkeit von nativer, autologer
Mundschleimhaut jedoch begrenzt ist und die Entnahme groéf3erer Gewebeproben zu
Problemen fiir die Patientinnen und Patienten fihren kann, ist der Bedarf eines in vitro-
generierten Mundschleimhaut-Aquivalents aus Patientinnen- und Patienten-eigenen
Zellen als alternatives Transplantat mittels Tissue Engineering grof3. Eine
bestmdgliche Ahnlichkeit mit nativem Gewebe ist fiir eine sichere und erfolgreiche

in vivo-Anwendung unerlasslich.

Ziel dieser Arbeit war es ein funktionales Mundschleimhaut-Aquivalent mit einer Tri-
Kultur aus Patientinnen- und Patienten-eigenen Zellen auf einer Kollagenmatrix
herzustellen und dessen morphologische Ausbildung und interzellulare, parakrine
Kommunikation wéhrend der Kultivierungszeit genauer zu analysieren. Auf3erdem
sollte die Stimulation einer effizienten, tiefgehenden Pravaskularisierung sowie die
Stimulation der Epithelausbildung erzielt werden, um das Einheilen und Uberleben des
Mundschleimhaut-Aquivalents nach einer Transplantation in vivo gewahrleisten zu
konnen. Damit die Herstellung des Gewebe-Aquivalents in einer Kklinischen
Anwendung individuell an die Patientinnen und Patienten angepasst werden kann und
einer personalisierten Geweberekonstruktion dient, sollte die Verwendung von
endothelialen kolonieformenden Vorlauferzellen (ECFC) aus Vollblut mit der im
Mundschleimhaut-Aquivalent etablierten Anwendung von humanen dermalen
mikrovaskularen 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-Aquivalents sollte die GefaRausbildung durch Endothelzellen im
Mundschleimhaut-Aquivalent zur Pravaskularisierung und die Ausbildung und
Differenzierung eines funktionalen, mehrschichtigen Epithels betrachtet werden. Zur
Analyse der interzellularen Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-
Aquivalents sollte die Sekretion verschiedener Zytokine tber die Kultivierungszeit
hinweg untersucht werden. Um eine Prévaskularisierung bis in tiefe Bereiche des
Mundschleimhaut-Aquivalents zu erreichen, sollten die Endothelzellen mittels
chemotaktischer Reize dazu angeregt werden in die Kollagenmatrix hinein zu

migrieren. Hierfur 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 Pravaskularisierung zu etablieren bei der
eine kontrollierbare und langerfristige Freisetzung von eingekapselten angiogenen
Wachstumsfaktoren erzeugt werden kann. Die Injektion von Endothelzellen in das
Mundschleimhaut-Aquivalent hinein stellte eine weitere Optimierungsmethode der
Pravaskularisierung dar. Zur Stimulation der Ausbildung des Epithels sollte das
Mundschleimhaut-Aquivalent in vitro mit extrakorporalen StolRwellen behandelt und die
Auswirkung auf die Entwicklung und Differenzierung des Epithels und die
Basalmembran, auf die metabolische Aktivitat der in vitro-Kultur sowie auf die
GefalRausbildung 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 flr autologe
Schleimhautgewebe in der rekonstruktiven Chirurgie der klinischen Anwendung

naherbringen.

Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents

Analyse der morphologischen I : % |
Ausbildung und leferen2|erung \ZX Stimulation der @

Uber die Kultivierungszeit Eplthelausblldung -
“1, \
\ &

Untersuchung der v
interzellularen parakrinen Anregung der
Kommunikation tiber die Pravaskularisierung
Zeit

e Fibroblasten =« Epithelzellen e Endothelzellen @ Nanopartikel

Abbildung 5: Skizzierte Ubersicht 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-Qualitat

Carl Roth, Karlsruhe

alamarBlue™ Cell Viability Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Ampuwa Sterilwasser

Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der
Hohe

bFGF

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH, Berlin

Borsaure, 299,5 %, Ph. Eur., USP, BP

Carl Roth, Karlsruhe

Bovine Serum Albumin

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

CaCl2 2H20

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Choleratoxin

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

CnT-Prime Epithelial Proliferation
Medium

CELLNTEC, Bern, Schweiz

Collagen Type | solution, bovine

Viscofan BioEngineering, Weinheim

Collagen I, human

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

Corning® Matrigel®

Corning, Corning, New York, USA

Dako REAL™ Antibody Diluent

Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornien, USA

Dako REAL™ EnVision™ 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 Il (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

EGM™-2 Endothelial SingleQuots™ 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 % vergallt mit IPA, MEK und
Bitrex reinst

AppliChem GmbH, Darmstadt

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

AppliChem GmbH, Darmstadt

Fotales Kalberserum

Gibco/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Gelatine from bovine skin

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Hamalaunldsung sauer nach Mayer

Carl Roth, Karlsruhe

Hamatologie 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/KK100zI)

Max-Plack-Institut fir Polymerforschung
Mainz, Mainz

HES-Nanopartikel mit VEGF 121

Max-Plack-Institut fir Polymerforschung

(KK170/KK170a/KK182) Mainz, Mainz

Hico-Mic Mikroskopier-Einschlussmittel | Hico, KdIn

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

Salzsaure

Merck, Darmstadt

SDS - Lésung 20 % reinst

AppliChem GmbH, Darmstadt

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

Max-Plack-Institut fir Polymerforschung
Mainz, Mainz

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

Max-Plack-Institut fir 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® 299,9 %, p.a.

Carl Roth, Karlsruhe

Triton™ 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

a-Amylase aus Schweinepankreas
#A4268

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

2.1.2 Lésungen und Puffer

Tabelle 2: Verwendete Losungen und Puffer samt ihrer jeweiligen Zusammensetzung

L6ésung und Puffer

Zusammensetzung

0,2 M HCL

1 M HCL in Aqua dest.

70 % Ethanol

99,8 % Ethanol-Verdinnung mit
vollentsalztem Wasser

1 % Agarose-Gel

1 % Agarose in 1x TBE

BSA-Losung

0,1 % oder 1 % BSA in DPBS

Dispase Il-Lésung

24 U/ml in DPBS

Gelatine-L6sung

2 mg/ml Gelatine in DPBS

Kollagen I-Lésung

50 pug/ml Kollagen | in DPBS

Kollagenase II-Losung

1 g Kollagenase Il in Kollagenase I
Puffer

Kollagenase II-Puffer

3,9 g NaCl

0,5 g KCI

2,4 g HEPES (1M)

0,7 g CaClz 2H20

pH 7,2 einstellen und auf 1 | mit
vollentsalztem Wasser auffiillen

Phosphatgepufferte Salzlésung

0,2 g KClI

0,2 g KH2PO4 wasserfrei

8 g NaCl

0,9 g NazHPO4 wasserfrei

pH 7,4 einstellen und auf 1 | mit
vollentsalztem Wasser auffiillen

Solubilisierungspuffer

0,01 N HCl'in 10 % SDS

TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer

11 g Tris

6 g Borsaure

1 g EDTA-Naz

in 1 | vollentsalztem Wasser

TRIS-Puffer

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

2.1.3 Zusatze der Zellkulturmedien

Tabelle 3: Verwendete Zusatze der Zellkulturmedien und ihre jeweilige Zusammensetzung

Medienzusatz Zusammensetzung
Adenin 1,215 g Adenin in 50 ml 0,2 M HCI
bFGF 25 pg/ml bFGF in TRIS-Puffer

mit DPBS auf 1,25 pg/ml verdiinnen

Choleratoxin

0,5 mg Choleratoxin in 595 ul H20
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EGF

200 pg EGF in 20 ml H20

Hydrocortison

1 mg Hydrocortison in 200 pl 99,8 %
Ethanol und 2,3 ml H20

Insulin (10,8 mg/ml)

gebrauchsfertig erworben

Natrium-Heparin

50 mg/ml in H20

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 pg/ml Adenin

+ 7,4 pg/ml Choleratoxin

+ 9 ng/ml EGF

+ 36 ng/ml Hydrocortison

+ 5,412 pyg/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 pg/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 | #
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 Antikorper

Tabelle 7: Verwendete Antikorper samt Informationen zur Spezies und Anwendung, sowie
Herstellerangaben. Die Antikérper fanden ihre Anwendung in einer Immunfluoreszenz-Farbung (IF)

oder einer Immunhistochemischen Farbung (IHC).

Antikdrper Spezies Anwendung
Alexa Fluor® 594 anti-human CD14 Antibody, | Mouse IF (1:800)
# 325630, Clone HCD14, Biolegend, San monoclonal

Diego, Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 647 anti-human CD31 Antibody, | Mouse IF (1:4000)
# 303111, Clone WM59, Biolegend, San monoclonal

Diego, Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1, k Isotype Ctrl | Mouse IF (1:800)
(FC) Antibody, # 400130, Clone monoclonal

MOPC-21, Biolegend, San Diego, Kalifornien,

USA

Anti-Collagen IV antibody, Clone COL-94, Mouse IHC (1:250)
#ab6311, Abcam, Cambridge, UK monoclonal
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Anti-Occludin antibody, #ab1689986, Abcam, | Rabbit polyclonal | IHC (1:300)
Cambridge, UK

CD31, Endothelial Cell (Concentrate), Mouse IF, IHC (1:50)
#M0823, Clone JC70A, Dako, Santa Clara, monoclonal

Kalifornien, USA

Cytokeratin 19 (Concentrate), Clone Mouse IHC (1:100)
RCK108, #M0888, Dako, Santa Clara, monoclonal

Kalifornien, USA

F(ab")2-Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross- Goat polyclonal IF (1:200)
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™

488, # A-11007, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA

Human CD133 Alexa Fluor® 488-conjugated | Mouse IF (1:8000)
Antibody, # FAB11331G, Clone 170411, monoclonal

R&DSystems, Minneapolis, Minnesota, USA

Involucrin Monoclonal Antibody, Clone SY5, # | Mouse IHC (1:200)
MA5-11803, Thermo Fisher Scientific, monoclonal

Waltham, Massachusetts, USA

Monoclonal Anti-Laminin antibody produced Mouse IHC (1:1000)
in mouse, Clone LAM-89, #L8271, Sigma- monoclonal

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Monoclonal Anti-Tenascin antibody produced | Mouse IHC (1:5000)
in mouse, # T2551, Clone BC-24, Sigma- monoclonal

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Mouse IgG2a Isotype Control, FITC, # PA5- Mouse IF (1:8000)
33239, ThermoFisher Scientific, Waltham, monoclonal

Massachusetts, USA

Recombinant Anti-Cytokeratin 13 antibody, Rabbit IHC (1:500)
Clone EPR3671, # ab92551, Abcam, monoclonal

Cambridge, UK

Von Willebrand Factor (Concentrate) Mouse IHC (1:1000)
#MO0616, Clone F8/86, Dako, Santa Clara, monoclonal

Kalifornien, USA

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Verbrauchsmaterial

Hersteller

1.000 pl graduiert TipOne®
Pipettenspitze

StarLab, Hamburg

200 pl UltraPoint® graduiert TipOne®
Pipettenspitze

StarLab, Hamburg

BD Microlance™ 3 Sonderkantilen
(30G 1/2)

BD, Heidelberg

Befruchtete Leghorn Huhnereier

LSL Rhein-Main GmbH, Dieburg

Biopsy Punch (6 mm)

Stiefel Laboratorium, Durham, North
Carolina, USA
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CELLSTAR® Cell Culture Flasks (25
cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,
Osterreich

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

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,
Osterreich

CELLSTAR® Cellreactor Rohrchen/
Zellkulturrohrchen
(15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,
Osterreich

Corning® CellBIND® Multiwellplatte,
size 6 wells

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Deckglaschen 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, Osterreich

EASYSTRAINER 100 pM

Greiner Bio-One, Kremsminster,
Osterreich

Einmalskalpelle (No. 23)

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.,
OSAKA, Japan

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

Carl Roth, Karlsruhe

Filter fur AP48, A3BP48, AA12 und
AA10

Neuro Probe Inc, Gaithersburg,
Maryland, USA

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

Sarstedt, NUmbrecht

Geistlich Bio-Gide®

Geistlich Pharma AG, Wolhusen,
Schweiz

Greiner CELLSTAR® dish (100 mm x
20 mm)

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,
Osterreich

Kryoréhrchen Cryogenic Tubes Nunc™

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

LeucoSEP™ R@hrchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Leukosilk®

BSN medical GmbH, Hamburg

LUNA™ Cell Counting Slides

Logos Biosystems, Gyeonggi-do,
Sudkorea

Objekttrager

DAKO, Santa Clara, Kalifornien, USA

Objekttrager Menzel-Glaser 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, 0.1-20yl

Sarstedt, NUmbrecht

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

Sarstedt, Nimbrecht

Safety-Multifly® 21G 200 mm lang

Sarstedt, Nimbrecht

schilke wipes safe&easy

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt

Sempercare® nitrile Einmalhandschuhe

Semperit, Wien, Osterreich

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

Greiner Bio-One, Kremsm{unster,
Osterreich

S-Monovette® 9ml K3E

Sarstedt, NUmbrecht
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Sterican® Gr. 2, G21x1 1/2™ /@ 0,80 | B. Braun Melsungen

X 40 mm

TC-Inserts, 24 Well, PET 0.4 um, TP Sarstedt, Niumbrecht
Tissue-Tek Il Filterblock fur Vogel, Giel3en
Einbettkassetten

Tissue-Tek® Mesh Biopsiekassetten Science Services, Minchen

2.1.9 Gebrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verwendete Gebrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Gebrauchsmaterial Hersteller

Boyden-Kammer 48-Well Micro Neuro Probe Inc, Gaithersburg,

Chemotaxis Chamber Maryland, USA

Chirurgische Instrumente Aesculap, Braun, Tuttlingen

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

Fettstift Agilent Technologies, Santa Clara,
Kalifornien, USA

Kichenschaber WMF, Geislingen an der Steige

Objekttragergestell fur Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Immunhistochemie Massachusetts, USA

Pinzetten Labotec, Wiesbaden

Pistill Carl Roth, Karlsruhe

Replacement Gaskets Neuro Probe Inc, Gaithersburg,
Maryland, USA

Rotilabo®-micro-Magnetrihrstabchen (8 | Carl Roth, Karlsruhe

mm)

2.1.10 Geréate

Tabelle 10: Verwendete Geréate mit Herstellerangaben

Gerat 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, Préfektur Tokio, Japan
Digitales Mikroskop VHX-1000D Keyence, Osaka, Japan

Duomax 1030 Heidolph Instruments, Schwabach
Eismaschine Ziegra, Isernhagen

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

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

Feuchtkammer Selbsthergestellt
Flussigkeits-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 Ultraschallbader 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

Kryobehélter

Air Liquide, Paris, Frankreich

Kihlschrank (4 °C)

Bosch, Gerlingen

Labor-Feinwaage

Sartorius, Géttingen

Luna™ Automated Cell Counter

Logos Biosystems, Gyeonggi-do,
Sudkorea

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

Thermoschittler 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-Schuttler 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 Primarzellen & Isolationsgewebe

Tabelle 12: Verwendete Primarzellen mit den jeweiligen Isolationsgeweben

Primarzellen

Isolationsgewebe

Endotheliale kolonieformende
Vorlauferzellen (endothelial colony
forming cells; ECFC)

Humanes Vollblut

Epithelzellen

Humane Mundschleimhaut

Fibroblasten

Humane Mundschleimhaut

Humane dermale mikrovaskulare
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 geoffnet. Unsterile

Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien wurden autoklaviert und mittels UV-Licht

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

ihrem Gebrauch in einem Wasserbad auf 37 °C erwarmt und vor der Uberfiihrung unter

die Sicherheitswerkbank mit 70 % Ethanol-getrdnkten Tuchern von aul3en 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-
Ldsung (2 mg/ml) auf das jeweilige Verbrauchsmaterial gegeben, so dass die gesamte
Flache, welche mit Endothelzellen besiedelt werden sollte, bedeckt war. Das
verwendete Volumen der Gelatine-L6sung variierte je nach bendtigtem
Verbrauchsmaterial (Tabelle 13). Das mit Gelatine bedeckte Material wurde Uber
Nacht in einen COz2-Inkubator bei 38 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit gestellt.
Danach wurde die Uberschissige Gelatine abgenommen und die beschichtete
Oberflache mit DPBS gespdlt. Bis zur Verwendung wurde die beschichtete Oberflache
des Verbrauchmaterials mit DBPS bedeckt und das Material im COz-Inkubator

gelagert.

Tabelle 13: Unterschiedliche Verbrauchsmaterialien, die vor ihrer Besiedlung mit Endothelzellen
mit verschiedenen Volumen einer Gelatine-Lésung (2 mg/ml) beschichtet wurden.

Verbrauchsmaterial Volumen der Gelatine-Losung zur Beschichtung
25 cm? Zellkulturflasche 5 mi

75 cm? Zellkulturflasche 10 ml

175 cm? Zellkulturflasche 15 ml

96-Well-Platte 100 pl

2.2.3 Priméarzell-lsolation

Die Priméarzellen wurden anonym ohne die Aufzeichnung patientenbezogener Daten
und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki isoliert und verwendet. Dies
wurde von der ortlichen Ethikkommission (Landesarztekammer 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 Uberschussmaterial bei Operationen in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
anfiel. Die Mundschleimhaut-Probe wurde zunachst zwei Mal fur 15-20 sec in 70 %
Ethanol desinfiziert und daraufhin einmal in Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

(DPBS) gespult. Danach wurde das Gewebe in DPBS in eine Petrischale Gberfuhrt.
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Mithilfe eines Skalpells und einer Pinzette wurde das Epithel vom Bindegewebe der
Mundschleimhaut getrennt und beide Anteile in etwa 1 mm?kleine Stiicke geschnitten.
Die einzelnen Gewebestiicke wurde in die Wells einer Corning® CellBIND® 6-Well-
Platte mit der Schnittflache nach unten Uberfihrt. Dabei wurden jeweils sechs
Epithelstiicke oder Bindegewebssttcke in ein Well gelegt. Die Gewebestlicke wurden
fur 10 min an die Platte antrocknen gelassen. Danach wurden vorsichtig 1,5 ml
FADcomplete-Medium je Well zu den Gewebestiicken gegeben. Die Platten wurden in
einem COgz-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 Gewebestlcken auswuchsen. Ab diesem Tag wurde das FADcomplete-Medium

auf das jeweilige zelltypspezifische Zellkulturmedium umgestellit.

Fur die Isolation der Epithelzellen wurde das FADcomplete-Medium auf Epithelzell-
Medium umgestellt. Bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 90 %, wurde das
Gewebestick vorsichtig aus dem Well entfernt. Das Zellkulturmedium wurde
abgenommen und die Zellen im Well mit DPBS gespilt. Danach wurden sie mit
0,5 ml/Well Trypsin-EDTA (0,25 %) gelost. Die abgelosten Zellen wurden in 1 ml
Trypsin-Inhibitor und 1 ml Epithelzell-Medium in ein Zellkulturréhrchen aufgenommen
und bei 300 x g, Raumtemperatur (RT) und fir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in 5 ml Epithelzell-Medium resuspendiert und in eine 25 cm? Zellkulturflasche Uberfiihrt.
Die Flaschen wurden in einen CO2-Inkubator tberfiihrt und dort bei 37 °C, 5 % COz
und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Ein Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle

zwei bis drei Tage.

Fur die Isolation der Fibroblasten wurde das FADcompete-Medium auf Fibroblasten-
Medium umgestellt. Sobald eine Zellkonfluenz von etwa 90 % in einem Well erreicht
war, wurde das Gewebestlick vorsichtig aus dem Well entfernt. Das Zellkulturmedium
wurde abgenommen und die Zellen im Well mit DPBS gespuilt. Danach wurden sie mit
0,5 ml/Well Trypsin-EDTA (0,25 %) geldst. Die abgelosten Zellen wurden in 2 ml
Fibroblasten-Medium in ein Zellkulturréhrchen aufgenommen und bei 300 x g fir 5 min
bei RT zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert
und in eine 75 cm? Zellkulturflasche tberfiihrt. Die Zellkulturflaschen wurden in einen
CO2-Inkubator uberfiihrt 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 fur 15-20 Sekunden desinfiziert und danach einmal mit DPBS
gespult. Danach wurde das Gewebe in DPBS in eine Petrischale tUberfuhrt. Mithilfe der
Pinzette und einer kleinen Schere wurde das Bindegewebe abgetrennt. Danach wurde
das Gewebe mithilfe eines Skalpells in etwa 6 mm?2 kleine Stticke geschnitten. Die
Stiicke wurden in ein Zellkulturréhrchen tberfuhrt, welches 10 ml Dispase |l-Lésung
(2,4 U/ml in DPBS) beinhaltete. Dies inkubierte fir mindestens 16 h und maximal 24 h
bei 4 °C auf einem Schdttler. Die Dispase loste dabei die dulRerste Epithelschicht des
Gewebes ab. Danach wurden die Gewebestlicke in eine Petrischale tberfihrt und
dreimal mit DPBS gespult, um die Enzymlésung zu entfernen. Danach wurden die
Gewebestlcke in der Petrischale mit DPBS bedeckt. Mithilfe eines Skalpells wurde die
Epithelschicht vorsichtig abgekratzt. Die Stiicke wurden in eine Kollagenase Il-Lésung
(2 mg/ml) Gberfuhrt. Dies inkubierte bei im CO2z-Inkubator bei 37 °C fir 1 h. Danach
wurde die Enzymreaktion mit 20 ml FCS abgestoppt. Die Gewebestiicke wurden samt
der FCS/Kollagenase II-L6sung in eine Petrischale tberfuhrt und fir 10 min mit einem
Pistill zerstolRen. Die FCS/Kollagenase II-L6sung wurde mit DPBS auf 50 ml aufgefullt
und durch ein Zellsieb (100 um Porengréf3e) gegeben. Die filtrierte Losung wurde bei
300 x g und RT fur 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 cm?
Zellkulturflasche tberfuhrt. Die Zellkulturflasche wurde in den COz-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 groBeren Cluster an Endothelzellen unter dem
Mikroskop zu erkennen waren und die Fibroblasten die Kultur noch nicht tiberwachsen
hatten, wurde eine Trennung der beiden Zelltypen mithilfe von CD31-Antikdrper-
gekoppelten magnetischen Dynabeads™ durchgefuhrt. Hierfir wurde das Medium aus
der Zellkulturflasche entfernt und die Flasche mit 10 ml DPBS gespdult. 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 fir 3 min in den CO2-Inkubator gestellt, bis sich die Zellen gelost
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hatten. Zum Abstoppen der Enzymreaktion wurden 8 ml HDMEC-Medium
hinzugegeben. Die gesamte Flussigkeit wurde in ein Zellkulturréhrchen Ubertragen
und bei 300 x g und RT fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 10 ml einer 0,1 % Bovines Serumalbumin (BSA)-Losung in DPBS
resuspendiert. Zu dieser Lésung wurden 10 ul der magnetischen CD31-Dynabeads™
hinzu pipettiert. Dies inkubierte fir 15 min bei 4 °C auf dem Schiittler, so dass die
Antikorper-gekoppelten Magnetbeads spezifisch an CD31 auf der Oberflache von
Endothelzellen binden konnten. Danach wurde die gesamte Ldsung fur 3 min in ein
Magnetrack gestellt. Die magnetischen Beads, an denen die Endothelzellen gebunden
waren, sammelten sich in dem Zellkulturrohrchen an der Wand, die zum Magnetrack
gerichtet war. Vorsichtig wurde die Flussigkeit vollstandig abgenommen und
verworfen. Danach wurde das Zellkulturréhrchen mit den Beads wieder aus dem
Magnetrack genommen und 10 ml DPBS hinzu pipettiert. Das Zellkulturrohrchen
wurde zurtick in das Magnetrack gestellt und der vorherige Schritt wurde weitere zwei
Mal fur 3 min wiederholt. Danach wurde 5 ml HDMEC-Medium zu den mit Beads-
gebundenen Endothelzellen pipettiert und diese in eine Gelatine-beschichtete 25 cm?
Zellkulturflasche uberfihrt. 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 cm? Kulturflasche tiberfiihrt werden.

2.2.3.3 Isolation von endothelialen Vorlauferzellen aus dem Vollblut

Zur Isolation von endothelialen Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells, EPC) aus
dem peripheren Blut wurden zunachst zwei 6-Well-Platten mit 1,5 ml Kollagen I-
Losung (50 pug/ml) pro Well bei 37 °C Uber Nacht beschichtet.

Durch eine periphere Venenpunktion wurden freiwilligen Spender*innen ca. 35 ml Blut
in EDTA-R6hrchen abgenommen. Das Blut einer Person wurde in ein
Zellkulturréhrchen tberfihrt und vereint. In ein LeucosSEP™-Ro6hrchen wurden 15 ml
Biocoll Separating Solution vorgelegt. Dieses wurde daraufhin kurz zentrifugiert, damit
sich die Losung unter dem Filter innerhalb des Réhrchens 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 fir 30 min.
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Die Biocoll Separating Solution besitzt eine hhere Dichte als mononukleére 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 vollstandig abgenommen und in ein
Zellkulturrohrchen Uberfuhrt, ohne andere Phasen mit aufzunehmen. Diese wurde
daraufhin mit DPBS 1:1 verdinnt. Die Zellen wurden durch eine Zentrifugation bei 535
X g mit Bremse fuir 10 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen. Dieser
Schritt wurde so oft wiederholt, bis der Uberstand klar war. Das Zellpellet wurde in 48
ml ECFC-Medium resuspendiert. Von den vorbereiteten Kollagen I-beschichteten 6-
Well-Platten wurde die Uberschissige Beschichtungslosung abgesaugt. Jeweils 4 ml
der resuspendierten Zellen wurden in ein Well pipettiert. Die Platten wurden in einen
CO2-Inkubator uberfiihrt und dort bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit

inkubiert.

Innerhalb der ersten sieben Tage fand taglich 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 Vorlauferzellen
(endothelial colony forming cells, ECFC) sichtbar waren, wurden die Zellen auf
HDMEC-Medium umgestellt. Sobald die Zellen mindestens die Halfte eines Wells
bedeckten, wurden sie mit 2 ml DPBS gewaschen und mit 0,5 ml Versene abgelost.
Danach wurden die Zellen eines Wells in eine Gelatine-beschichtete 25 cm?2
Zellkulturflasche umgesiedelt und bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit

inkubiert.

2.2.4 Zellkultur

2.2.4.1 Kultivierung der Primarzellen

Die Primarzellen wurden in 25 cm2, 75 cm?und 175 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
Fur 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 gespult und neues Medium in die

Zellkulturflaschen gegeben.

Ab einer Konfluenz der Zellen von etwa 90 % wurden die Zellen abgel6st und
passagiert. Zum Abldsen der adharenten Zellen aus den Zellkulturflaschen wurde das
Medium restlos aus den Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen einmalig mit 10 ml
DPBS gespult. Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen wurden mit Trypsin-EDTA
(0,25 %) und ECFC mit Versene aus den Zellkulturflaschen gel6st. Je nach Grol3e der
Zellkulturflasche wurden 0,5 ml, 1 ml oder 2 ml Trypsin-EDTA (0,25 %) auf die Zellen
gegeben. Um die Zellen zu lésen, wurden die Flaschen fir 3 min mit dem Enzym im
CO2-Inkubator bei 37 °C inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde Uberpriift, ob sich alle
Zellen gel6st hatten. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe der doppelten Menge
des jeweiligen serumhaltigen Zellkulturmediums abgestoppt. Fir 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 Zellkulturréhrchen tberfihrt und bei 300 x g, RT fur 5 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in dem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert
und je nach Zelldichte und bevorstehenden Versuchen gesplittet. Die nicht bendétigte
Zellsuspension wurde je nach Zellpassage verworfen oder eingefroren.

Zum Zahlen der Zellen wurden die abgelosten Zellen grindlich durch Auf- und
Abpipettieren in ihrem jeweiligen Zellkulturmedium resuspendiert und 10 pl der
Zellsuspension in einen LUNA™ Cell Counting Slide pipettiert. Das Slide wurde in den

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

HDMEC, ECFC und Epithelzellen wurden bis einschliellich Passage 5 und
Fibroblasten bis einschlieBlich Passage 12 verwendet, sofern sie keine
morphologischen Aufféalligkeiten aufwiesen.

2.2.4.2 Kryokonservierung und Re-Kultivierung der Primarzellen

Fur die Kryokonservierung von Primarzellen wurde die Zellsuspension, welche
eingefroren werden sollten, bei 300 x g, bei RT fur 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 Kryoréhrchen

Uberfuhrt. Bei vollstandiger Konfluenz der Zellen in einer 75 cm? Zellkulturflasche
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konnten zwei Kryoréhrchen befullt werden. Diese wurden in einen CoolCell®-Behalter
gesteckt, dessen innerer Metallring RT besitzen musste. Dies sorgte daftir, dass die
Zellen pro Minute etwa 1 °C herunterkihlten. Die Box wurde zunachst bei -80 °C
gelagert. Nach 24 h konnten die Roéhrchen in die mit Flussigstickstoff gefullten
Kryobehélter Gberfuhrt werden.

Fur die Re-Kultivierung wurden die kryokonservierten Zellen aus dem Flussigstickstoff
entnommen und in einem Wasserbad bei 37 °C fir maximal 2 min aufgetaut. Die
aufgetaute Zellsuspension wurden mit 2 ml des jeweiligen Zellkultur-Mediums in ein
Zellkulturrohrchen tberfihrt. Dies wurde bei 300 x g und RT fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde danach abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in 15 ml
des jeweiligen Zellkultur-Mediums resuspendiert und in eine 75 cm? Zellkulturflasche
Uberfuhrt. Diese wurden in einen CO2-Inkubator tberfiihrt 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
Stlicke mit einem Durchmesser von 6 mm ausgestanzt. Die Kollagenmatrix besitzt eine
pordse 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 1 4 12 12
Zellaussaat
Kulturmedium HDMEC- FADcomplete- HDMEC- HDMEC-
Medium Medium Medium Medium
Zellen/Kollagenmatrix 5,6 x 10* 1,12 x 10° 1,12x10° | 1,12 x10°

Die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents 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 fir 20 min mit
serumfreiem HDMEC-Medium hydriert. Ebenfalls an Kulturtag 1 wurden 24 h nach der
Medienumstellung die Fibroblasten in 200 ul HDMEC-Medium auf die pordse Seite der
Matrix, die sich in einer 96-Well-Platte befand, ausgesat. An Kulturtag 2, nach weiteren
24 h, wurde die Kollagenmatrix mit der porésen Seite nach oben gerichtet, in ein neues
Well der 96-Well-Platte tberfuhrt und mit 200 pl 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 tberfuhrt. Dort wurden die Epithelzellen in
200 pl FADcomplete-Medium auf die Kollagenmatrix ausgeséat. Nach 4 h wurde die
Kollagenmatrix mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben gerichtet in ein
Transwell-System tberfuhrt. In das Well wurden 250 ul HDMEC-Medium gegeben und
auf die Kollagenmatrix in dem Insert wurden 50 pl FADcomplete-Medium getraufelt. An
Kulturtag 12 wurde die Kollagenmatrix mit der porésen Seite nach oben gerichtet
erneut auf eine 96-Well-Platte Uberfuhrt. Dort wurden Endothelzellen in 200 pl
HDMEC-Medium auf der pordsen Seite der Matrix ausgesat. Nach 4 h wurde die
Kollagenmatrix mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben gerichtet zurtick in das
Transwell-System tberfthrt. In das Well wurden 250 ul HDMEC-Medium gegeben und
auf die Kollagenmatrix in dem Insert wurden 50 pl FADcomplete-Medium getraufelt, so
dass die Epithelzellen an der Luftgrenze waren (Abbildung 6). Dies kultivierte die
komplette Kulturzeit im COz-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO:2 und einer Luftfeuchtigkeit
von 95 %. Alle zwei bis drei Tage, ab Kulturtag 1 gerechnet, fand ein Medienwechsel

statt.
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Kulturtag 1 Kulturtag 4 Kulturtag 12

| > bis Kulturende

e e e )
Fibroblasten  Endothelzellen  Epithelzellen HDMEC- FAD omplete-
Medium Medium

Abbildung 6: Schematische Abbildung der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents (Tri-
Kultur). Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen wurden an verschiedenen Kulturtagen auf der
Kollagenmatrix ausgesat. Die Kultivierung wurde mithilfe eines Transwell-Systems mit zwei
verschiedenen Zellkulturmedien durchgefuhrt.

Wurden Mono- oder Bi-Kulturen auf der Kollagenmatrix hergestellt, wurden die
beschriebenen Kulturtage wie bei der Tri-Kultur eingehalten und die nicht benotigten

Zelltypen weggelassen.

Am Kulturende wurde die Kollagenmatrix mit 1 ml DPBS gewaschen und in 4 %
ROTI®Histofix bei 4 °C fur 1 h fixiert. Danach wurde die Kollagenmatrix bis zu einer
Farbung in DPBS bei 4 °C gelagert.

2.2.6 Generierung und Analyse von Zellkulturiiberstanden

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. Fur die Entnahme der Uberstande wurden beide Kulturmedien
24 h vor der jeweiligen Uberstandsentnahme aus dem Well und im Insert von der
Kollagenmatrix entfernt. Beide Bereiche des Transwell-Systems wurden mit DPBS
gespult. Danach wurde serumfreies HDMEC-Medium in das Well und serumfreies
FADcomplete-Medium auf die Kollagenmatrix in das Insert gegeben. Die Uberstande aus
dem Well und dem Insert wurden nach 24 h restlos enthommen und vereint. Diese
wurden bei -20 °C bis zum Zeitpunkt der Analyse eingefroren. Die Uberstande 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 Anséatze 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. Zusatzlich wurde ein Human Cytokine ELISA Plate
Array | durchgefiihrt, 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-
la), 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)-, TNFa und VEGF untersucht.

Die Durchfihrung erfolgte nach den Herstellerprotokollen der ELISA-Kits, mit dem
Unterschied, dass die Uberstands-Proben 1:1 verdiinnt wurden und die Inkubation der
Proben auf den ELISA-Platten anstatt 2 h bei RT tUber Nacht bei RT erfolgte. Die

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

2.2.7 Zellviabilitatsassays

2.2.7.1 MTT-Assay

Mithilfe des MTT-Assays liel3 sich die Zellviabilitat 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 durchgefihrt, die
bei der Verwendung von Endothelzellen vorher mit 2 mg/ml Gelatine Uber Nacht
beschichtet werden musste. Am nachsten Tag wurde die Uberschiissige Gelatine vor
der Besiedlung mit Endothelzellen aus den Wells entfernt. Fir die Verwendung von

Fibroblasten und Epithelzellen wurden die Wells nicht beschichtet.

Je Well wurden 3 x 102 Zellen in 100 pl ihres jeweiligen Zellkulturmediums ausgesat.

Die besiedelten Platten wurden fur 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 Starke oder
Hydroxyethylstarke (HES)-Nanopartikeln in SDS-Lsung oder a-Amylase als jeweilige
Behandlung der Zellen. Nach verschiedenen Inkubationszeitpunkten wurden 10 pl
0,5 % MTT in DPBS pro Well hinzugegeben. Dies inkubierte fir 4 h bei 37 °C im CO2-
Inkubator. Danach wurden je 100 pl von frisch angesetztem Solubilisierungspuffer in
die Wells gegeben. Dies inkubierte erneut fiir 4 h im COz-Inkubator. Danach erfolgte
die Messung der Extinktion der Proben mithilfe des GloMax®-Multi+ Detection
Systems bei 570 nm (Referenzwellenlange: 750 nm).

2.2.7.2 AlamarBlue ™-Assay

Mithilfe des alamarBlue™-Assays lieR sich ebenfalls die Zellviabilitat bestimmen.
Hierfir wurde das Zellkulturmedium von den jeweiligen Proben in einer 96-Well-Platte
entfernt und 200 pl einer 10 % alamarBlue™-L6sung in Zellkulturmedium auf die
Proben gegeben. Dies inkubierte 4 h im COz-Inkubator. Danach wurden 100 pl der
alamarBlue™-Ldsung entnommen und auf eine neue 96-Well-Platte Uberfiihrt. Von
diesen Proben wurde nun die Fluoreszenz bei 590 nm gemessen. Die Zellproben,
deren Zellviabilitat gemessen wurde, konnten mit DPBS gespdilt, in ihrem jeweiligen
Zellkulturmedium weiterkultiviert (im Gegensatz zu den Zellen im MTT-Assay) und zu

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

2.2.8 Migrationsassay in der Boyden-Kammer

Die Migrationsfahigkeit der Endothelzellen wurde mittels Migrationsassay in der
Boyden-Kammer untersucht. Hierfir wurden die Zellen zunachst fir 24 h auf
serumfreies HDMEC-Medium umgestellt. Fir die Migrationsversuche mit
Endothelzellen musste die bendtigte Membran fur die Boyden-Kammer mit Matrigel®
beschichtet werden. Daflr wurde das Matrigel® 1:10 mit DPBS verdinnt und auf die
Membran aufgetragen. Dies inkubierte bei 4 °C Uber Nacht auf einem Schuttler. Bei
der verwendeten Membran handelte es sich um eine Polycarbonat-Membran mit einer

Porengrol3e von 8 pm.

Am Tag des Migrationsassays wurden die Endothelzellen aus ihrer Zellkulturflasche

gelést und in serumfreiem HDMEC-Medium resuspendiert. In den unteren Teil der
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Boyden-Kammer wurden je Well 29 pl einer Lockstoff-Losung pipettiert. In dieser
Arbeit handelte es sich dabei um VEGF-121 oder aufgebrochenen Starke- oder HES-
Nanopartikeln in verschiedenen Konzentrationen. Die Lockstofflosungen wurde jeweils
mit serumfreien HDMEC-Medium angesetzt. Serumfreies HDMEC-Medium ohne
Lockstoff diente als Negativkontrolle. Die beschichtete Membran wurde fur 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 pl
Zellsuspension (3 x 10* Endothelzellen) pro Well pipettiert. Alle Anséatze wurden in
einem Vierfach-Ansatz aufgetragen. Die Boyden-Kammer wurde fir 16 h in den CO2-
Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit tberfuhrt.

Danach wurde der obere Teil der Kammer auf einem Papiertuch ausgeleert, die
Schrauben geldst und der obere Teil samt Dichtungsring entfernt. Die Zellen, die nicht
migriert waren, wurden mit dem Puffer nach Weise abgewaschen. Die migrierten
Zellen wurden fur 1 min in -20 °C kaltem 99,8 % Ethanol fixiert und trocknen gelassen.
Danach folgte die Zellfarbung mittels Rapid Staining Farbekit der Firma Merck. Die
Membran wurde drei Mal durch Hemacolor Solution 2 und sechs Mal durch Hemacolor
Solution 3 gezogen. Die uberschiissige Farbe wurde mit dem Puffer nach Weise
entfernt. Danach wurde die Membran erneut trocknen gelassen und auf einem
Objekttrager mit Immersionsoél 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 ausgezahlt. Die gezahlten migrierten Zellen innerhalb der 10 Raster,
welche eine Flache von insgesamt 5,5 mm? abdeckten, wurden gemittelt.

2.2.9 Chemotaxis-Versuch mit Kollagenmatrix im Transwell-System

Fur 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 Uberfuhrt. Vor der
Zellbesiedlung wurden die Kollagenmatrices ftr 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 10* Zellen/Kollagenmatrix in 200 pl
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HDMEC-Medium auf die porose Seite ausgesat. Die HDMEC wurden in einer
Konzentration von 1,12 x 10° Zellen/Kollagenmatrix in HDMEC-Medium an Kulturtag

2 auf die pordse Seite der Kollagenmatrix ausgesat.

In einem Versuchsansatz wurden 24 h vor der Kollagenmatrix-Besiedlung mit HDMEC
5,6 x 10* Fibroblasten in 200 pl Medium pro Well des Transwell-Systems ausgesat,
um Uber die von Fibroblasten sezernierten Wachstumsfaktoren einen chemotaktischen
Gradienten zu erzeugen. 24 h spater wurden die HDMEC in 50 pul HDMEC-Medium

auf die Kollagenmatrix ausgesat (Abbildung 7).

o e . -
Fibroblasten = Endothelzellen von Fibroblasten HDMEC-
sezernierte Medium
Wachstumsfaktoren

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 ausgesat.

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 pl
HDMEC-Medium in das Well pipettiert. Als Kontrolle fur beide Versuchsansatze
dienten Ansatze mit Mono- sowie Bi-Kulturen auf der Kollagenmatrix im Transwell-
System ohne Fibroblasten oder VEGF-121 im Well (Abbildung 8).
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Fibroblasten  Endothelzellen VEGF-121 HDMEC-
Medium

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 fur 1 h fixiert. Danach wurde die Kollagenmatrix bis zu einer
Farbung 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 uber die Zeit VEGF-121 an das daruber liegende
Zellkulturmedium abgibt und dadurch einen langerfristigen chemotaktischen

Gradienten erzeugen kann.

In einem Vorversuch hierfir wurde ermittelt, welche Menge an VEGF-121 aus dem
auspolymerisierten Kollagen I-Gel in das dartber liegende Medium ausdiffundiert.
Dafur wurde Kollagen I-Gel (3 mg/ml Kollagen I) angesetzt und mit 1 pg/ml VEGF-121
versetzt (Tabelle 15). Das Gel wurde auf Eis angesetzt und das Kollagen | 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 nachtraglich in 1 pl-Schritten hinzu pipettiert werden, bis
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sich wieder eine durchgangige Pink-Farbung des Gels (neutraler pH-Bereich)
einstellte. Jeweils 100 pl Gel wurden in das Well einer 96-Well-Platte pipettiert und
20 min im CO2z-Inkubator auspolymerisieren gelassen. In jedem Well befanden sich
somit 100 ng VEGF-121. Das Gel wurde nach dem Auspolymerisieren mit 150 pl
DPBS bedeckt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde dieser Uberstand 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 1ug/ml VEGF-121 versetzt.

Chemikalie Volumen (ul) far 1 ml Gel
M199 10x 91,10
NaHCOs3 7,5 % 43,42
NaOH 1IN 32,19
Aqua dest. 231,49
Kollagen | 601,79
+ VEGF-121 1 g

Fur den Chemotaxis-Versuch wurde das Kollagen I-Gel angesetzt und mit 1 pg/ml
VEGF-121 versetzt. Danach wurden 100 pul des flissigen Gels in das Well einer 96-
Well-Platte pipettiert und 20 min im COz-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 pl HDMEC-Medium besiedelt und fir 24 h inkubieren gelassen (Abbildung 9).
Nach diesen 24 h wurden die Matrices mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C fur 1 h fixiert.
Danach wurde die Kollagenmatrix bis zur weiteren Analyse in DPBS bei 4 °C gelagert.
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Fibroblasten  Endothelzellen VEGF-121 HDMEC- Kollagen I-
Medium  Gel

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 pg/ml VEGF-121 versetzt wurde.

2.2.11 Analyse der Freisetzungskinetik der Nanopartikel

Verschiedene Menge an Starke- und HES-Nanopartikeln mit Sulforhodamin-101 (SR-
101) oder VEGF-121 wurden in serumfreiem HDMEC-Medium resuspendiert. Jeweils
250 pl wurden als Triplet-Ansatz in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert. Mittels
a-Amylase kann Starke verdaut werde. Verschiedene Konzentrationen an a-Amylase
verdunnt in serumfreiem HDMEC-Medium wurde zu den Ansatzen pipettiert. Dies
inkubierte fur verschiedene Inkubationszeiten bis hin zu einer Woche im CO2-
Inkubator.Nach der Inkubationszeit wurde das gesamte Volumen pro Well in ein neues

Reagiergefal3 Gberflhrt und bei 1467 x g, und RT fir 30 min zentrifugiert.

Vorsichtig wurden 200 pl der Uberstande von den Starke- und HES-Nanopartikeln mit
SR-101 abpipettiert. Dies wurde auf eine frische 96-Well-Platte Uberfuhrt und mittels
des GloMax®-Multi+ Detection Systems gemessen. Die Fluoreszenz der Uberstiande

wurde bei einer Wellenlange von 580 nm und 640 nm Referenzwellenlange gemessen.

Auch von den Uberstanden der Starke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121 wurden
200 pl abpipettiert. Diese wurden in Reagiergefal3e dberfuhrt und bei -20 °C
eingefroren. Sobald alle zu analysierenden Uberstande gesammelt waren, wurden
diese mittels VEGF-ELISA nach dem Herstellerprotokoll analysiert und ausgewertet.

Die Proben wurden dabei nicht verdiinnt.

In einem alternativen Ansatz wurden die Starke- sowie HES-Nanopartikel wahrend der

gesamten Inkubationszeit mit a-Amylase bei 37 °C bei 300 x g auf einem Heizschuttler
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mit oder auch ohne Ruhrstdbchen geschiittelt. In einem weiteren Ansatz wurden die
Starke- und HES-Nanopartikel vor der Analyse der Freisetzung ihres Inhaltes fur

10 min mit Ultraschall behandelt.

2.2.12 Zellinjektion in die Kollagenmatrix

Die Kollagenmatrix wurde wie bereits beschrieben fur die Tri-Kultivierung mit
Fibroblasten und Epithelzellen besiedelt. Die HDMEC wurden mittels Trypsin-EDTA
(0,25 %) aus der Zellkulturflasche abgel6st und 8 x 10° in 400 pul HDMEC-Medium
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde mittels Kantle (30G 1/2) an mehreren
Stellen in die Kollagenmatrix in einer 96-Well-Platte liegend injiziert. Die Kanule wurde
dabei auf einen Omnifix®-F Luer Solo gesteckt. Nach 4 h wurde die besiedelte
Kollagenmatrix zurlck in das Transwell-System Uberfihrt und mit den jeweiligen

Zellkulturmedien versorgt.

2.2.13 ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent

Bei den besiedelten Kollagenmatrices fand an Kulturtag 15, 19 oder 26 eine
extrakorporale StoRwellentherapie (ESWT)-Anwendung statt. Daftir wurde ein 1 %
Agarose-Gel in das Well einer 6-Well-Platte gegossen. Daraus wurde eine Flache mit
der GrofRe der Kollagenmatrix ausgestanzt. Die besiedelte Matrix wurde in den
ausgestanzten Bereich gelegt und mit einem Gel-Pfropf bedeckt, so dass sie durch die
StoRwellen nicht weggedrtickt werden konnte. Der Kopf des StoRwellengeréats wurde
direkt auf das Agarose-Gel gehalten. Die Kollagenmatrix wurde tiber das Gel mit einem
Luftdruck von 3,0 bar, einer Frequenz von 5 Hz, einer Energieflussdichte von
0,12 mJ/mm? und 500 Impulsen beschossen (Abbildung 10). Danach wurde die Matrix
zurlick in das Transwell-System Uberfuhrt und bis zum Kulturende an Kulturtag 33
weiterkultiviert. Danach wurden die Matrices mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C fur 1 h

fixiert. Dann wurde die Kollagenmatrix bis zu einer Farbung 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 StoRBwellentherapie (ESWT)-Anwendung statt. Nach der Behandlung wurden die
Matrices bis zum Kultivierungsende zurtick in das Transwell-System Uberfuhrt (Teile dieser Abbildung
wurden von Frau Dr. med. Diana Heimes aus der Klinik und Poliklinik fir Mund-Kiefer- und
Gesichtschirurgie der Universitatsmedizin Mainz angefertigt und zur Verfligung gestellt).

2.2.14 CD31-Fluoreszenzfarbung des Mundschleimhaut-Aquivalents

Die fixierten Matrices wurden zunachst dreimal mit DPBS fur jeweils 10 min bei RT
und 300 rpm auf dem Thermoschuttler gewaschen. Danach wurden die Matrices fur
20 min in 0,2 % Triton-X in DPBS bei RT inkubiert, wobei die Zellen permeabilisiert
wurden. Anschliel3end wurden die Matrices erneut dreimal fir 10 min bei 300 rpm auf
dem Thermoschuttler mit DPBS gewaschen und es folgte die Inkubation mit dem
Primarantikdrper. Hierbei wurde der Antikérper anti-CD31 1:50 in einer 1 % BSA-
DPBS-L6sung verdinnt und jeweils 200 ul auf die Matrices pipettiert. Dies inkubierte
fur 1 h bei RT auf dem Schuittler und danach bei 4 °C dber Nacht auf dem
Thermoschattler bei 300 rpm. Am nachsten Tag wurden die Matrices erneut dreimal
fur 10 min mit DPBS gewaschen. Der Sekundarantikorper Alexa Fluor 488 wurde
1:200 in einer 1 % BSA-DPBS-LAsung verdinnt und jeweils 200 pl auf die Matrices
pipettiert. Dies inkubierte fir 2 h bei RT auf dem Schdittler. Die Matrices wurden
wiederholt dreimal7 x mit DPBS gewaschen und bis zur Fluoreszenzmikroskopie
dunkel in DPBS kihl gelagert. Als Fluoreszenzmikroskop wurde das TCS SP8
verwendet. Die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Software Fiji

bearbeitet.

51



Material & Methoden

2.2.15 Charakterisierung der isolierten Zellen aus dem Vollblut

Die isolierten Priméarzellen aus dem peripheren Blut wurden auf einer 6-Well-Platte
ausgesét. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zellisolation wurden die Zellen mit
ROTI®Histofix bei 4 °C fur 1 h fixiert. Danach wurden die Zellen mit 1,5 ml DPBS
gewaschen. Die Charakterisierung der Zellen erfolgte Uber eine Antikoérper-Farbung.
Fur die Antikérper-Farbung wurden verschiedene Fluoreszenz-gekoppelte
Primarantikdrper mit DPBS verdinnt (aufgelistete Konzentrationen in Tabelle 7) und
zusammen fur eine Dreifachfarbung auf die Zellen gegeben. Hierbei handelte es sich
um Antikorper, die an das Zelloberflachenprotein CD14, CD31 und CD133 banden.
Um unspezifische Antikorperbindungen zu erfassen, wurden weitere Wells mit den
Zellen mit den jeweiligen Isotypkontroll-Antikdrpern behandelt. In jedes Well wurde
1 ml der Antikdrper-Losung oder der Losung der Isotypkontroll-Antikdrper gegeben.
Dies inkubierte fir 30 min im COz-Inkubator. Danach wurden die Antikorper-Losungen
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 Hihnereier wurden nach ihrer Ankunft im Labor vorsichtig mit
einer hochverdunnten Ethanol-L6sung gereinigt und in Querlage in den Brutautomaten
gelegt. Dieser wurde auf 38,5 °C beheizt und hatte eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 %.
Vor der Bestickung 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 Kanulle abgezogen. Danach wurde die
Einstichstelle mit Leukosilk verschlossen. Auf die obenliegende Seite des Eis wurden
zwei Streifen des Leukosilks tUbereinander geklebt und in diesem Bereich ein etwa
2-3 cm grol3es ovales Fenster aus der Eischale geschnitten. Das Fenster wurde mit
Parafilm verschlossen. Am 4. Inkubationstag wurde die CAM mit besiedelten
Kollagenmatrices besttickt. Daftir wurde die Kollagenmatrix innerhalb der CAM an den
Randbereich auf der entgegengesetzten Seite der Luftkammer des Eis gelegt. Dabei
lag die Matrix mit der porésen Seite auf der CAM auf und die glatte, zellokklusive Seite

zeigte nach oben und hatte Luftkontakt. Die Mundschleimhaut-Aquivalente blieben bis
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zum 9. bis 14. Embryonaltag auf der CAM, je nach Uberlebenszeit des Embryos. Fir
das Abpréaparieren 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 Uberfuhrt, in eine Einbettkassette
Uberfihrt, 1 h mit 4 % ROTI®Histofix bei 4 °C fixiert und daraufhin in DPBS uberfuhrt.
Es folgte das Einbetten der Proben in Paraffin, sowie das Schneiden und Farben der

Proben wie unter Punkt 2.2.17 beschrieben.

2.2.17 Immunhistochemische Farbung des Mundschleimhaut-

Aquivalents

Die mit ROTI®Histofix fixierten Kollagenmatrices wurden fir die immunhisto-
chemischen Farbungen eingebettet und geschnitten. Zum Einbetten der Proben in
Paraffin wurden diese in Einbettkassetten gelegt und in den Tissue-Tek VIP
Einbettautomaten Uberfuhrt. Dort durchlaufen sie eine aufsteigende Alkoholreihe mit
abschlieBender Xylol-Inkubation (Tabelle 16). Danach wurden die Proben an der

Tissue-Tek Thermal-, Dispensing- und Kryo-Konsole in Paraffinblockchen eingebettet.

Tabelle 16: Aufsteigende Alkoholreihe zur Einbettung der fixierten Kollagenmatrices in Paraffin.

Zyklus Substanz Temperatur | Dauer

1x Ethanol 50 % 40 °C 1 Stunde
1x Ethanol 70 % 40 °C 1 Stunde
1x Ethanol 80 % 40 °C 1 Stunde
1x 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 porésen und glatten, okklusiven Seite am
Schlitten-Mikrotom in 4 um diinne Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden in Aqua
dest. Uberfihrt und auf Objekttragern platziert. Danach kamen die Objekttrager in ein
50 °C warmes Wasserbad und wurden daraufhin bei 60 °C fir 1-2 Stunden erhitzt. Die
Schnitte wurden anschlieRend zunachst 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.

Losung Dauer
Xylol 3 x 10 min
100 % Ethanol 2 X 2 min
96 % Ethanol 2 X 2min
70 % Ethanol 1x2min
Aqua dest. 1x1min

Im Anschluss folgte die Hitzedemaskierung. Daflr wurden die Schnitte mit 1X high
buffer (pH 9) in vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) in eine Kivette Uberfuhrt. Die mit
Schnitten befillte Kiivette wurde fur 10 min in einen vorgeheizten Dampfgarer gestellt.
Die Kivette wurde aus dem Dampfgarer entnommen, fir 20 min abkihlen gelassen
und anschlielRend zweimal mit VE-Wasser gespult. Es folgte die Blockierung der
endogenen Peroxidase. Daflr wurden die Proben auf den Objekttragern mit einem
Fettstift eingekreist und in eine Feuchtkammer gelegt. Eine 3 % H202-Losung in VE-
Wasser wurde frisch angesetzt und auf die Schnitte innerhalb des mit Fettstift
eingekreisten Bereichs gegeben. Dies inkubierte fir 10 min bei RT. Danach wurden
die Schnitte erneut zweimal mit Aqua dest. und einmal mit DPBS gewaschen und
unspezifische Antikérperbindungen blockiert, indem eine 1 % BSA-LOsung in DPBS
auf die Schnitte gegeben wurde. Dies inkubierte in der Feuchtkammer bei RT fir 1 h.

Danach wurden die Schnitte wiederholt zweimal mit VE-Wasser gesplilt.

Es folgte die Inkubation mit dem jeweiligen Primérantikorper (CD31, vVWF, Tenascin,
Kollagen 1V, Laminin, Occludin, Zytokeratin 19, Zytokeratin 13, Involucrin). Der
Antikdrper wurde mit der Envision Antibody Solution verdinnt (jeweilige
Verdinnungen in Tabelle 7 aufgelistet) und auf die Schnitte aufgetragen. Dies
inkubierte in der Feuchtkammer bei 4 °C tber Nacht. Die Schnitte wurden dreimal fur
2 min mit DPBS gewaschen. Daraufhin fand die Inkubation mit der
Sekundarantikorperlésung (Dako Real Envision; gebrauchsfertig) statt. Dies inkubierte
in der Feuchtkammer bei RT fur 30 min. Danach wurden die Schnitte erneut dreimal
fur 2 min mit DBPS gewaschen und es folgte die DAB-Farbung. Die Schnitte wurden
fur maximal 3 min mit der DAB-L6sung (DAB 1:50 im DAB-Puffer) inkubiert, bis sich
die Farbung zeigte. Anschlie3end wurden die Schnitte dreimal mit Aqua. dest. fir 2 min
gewaschen. Dann folgte die Zellkernfarbung mit Mayers Hamalaun fur ca. 10 min.
Danach wurden die Schnitte zum Spilen 10 min unter flieRendes Leitungswasser

gehalten und einmal mit VE-Wasser gespilt. Dann folgte eine Dehydrierung durch eine
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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 gefarbten
Kollagenmatrices.

Losung Dauer
70 % Ethanol 2 X 2min
96 % Ethanol 1x2min
100 % Ethanol 2 X 2 min
Xylol 3 X5 min

2.2.18 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde in Microsoft Excel 2016 ausgefuhrt. Alle Versuche
wurden mindestens drei Mal unabhéngig voneinander durchgefuhrt. Bei Analysen der
Sulforhodamin-101- und VEGF-121-Freisetzung wurden jeweils Triplet-Ansatze
durchgefiihrt. 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 Primarzell-Isolation aus Patientinnen- und Patientenmaterial

Fur die Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente wurden drei verschiedene
Zelltypen verwendet. Diese wurden als Primarzellen 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 Vorhauten, welche
bei Zirkumzisionen gewonnen wurden. Dabei wurden die sogenannten humanen,
dermalen, mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC) isoliert. Zum anderen wurden
endotheliale kolonieformende Vorlauferzellen (endothelial colony forming cells, ECFC)
aus Vollblutspenden isoliert.

3.1.1 Fibroblasten-Isolation aus der Mundschleimhaut
Die Fibroblasten fingen drei Tage nach der Préparation 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 fUr Versuche verwendet werden.
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Abblldung 11: Darstellung der isolierten Fibroblasten aus humaner Mundschlelmhaut A) D|e
Fibroblasten wuchsen nach drei Tagen aus der Bindegewebsschicht der Mundschleimhaut (rot
gestrichelt) aus. B) Nach dem Auswachsen der Zellen wurden diese von FADcompiete-Medium auf

Fibroblasten-Medium umgestellt. C) Nach 14 Tagen war eine konfluente Fibroblasten-Kultur erreicht.
Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 200 pum.
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3.1.2 Epithelzell-lIsolation aus der Mundschleimhaut
Die Epithelzellen fingen ebenfalls drei Tagen nach der Praparation des Patientinnen-

und Patientenmaterials an aus der Epithelschicht der Mundschleimhautgewebe
auszuwachsen (Abbildung 12 A). Nach der Umstellung von FADcomplete-Medium auf
Epithelzell-Medium lésten sich die Zellen zunachst aus ihrem Zellverband (Abbildung
12 B). Nach wenigen Tagen schlossen sie sich zu einem neuen Zellverband
zusammen und nahmen die fur Epithelzellen charakteristische Kopfsteinpflaster-
Morphologie an (Abbildung 12 C). Fur die Anwendung der Epithelzellen zur
Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente erfolgte erneut die Umstellung auf
FADcomplete-Medium. Dabei &nderten die Zellen ihre Morphologie. Sie sal3en 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 fir Versuche verwendet werden.

O AR s Y e
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 FADcompete-Medium auf CnT-Prime-
Medium (Epithelzell-Medium) umgestellt. C) Innerhalb der Kultivierung der Epithelzellen mit Epithelzell-
Medium zeigte diese eine charakteristische Kopfsteinpflaster-Morphologie. D) Fir die Anwendung der
Epithelzellen zur Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente erfolgte die Umstellung auf FADcomplete-
Medium. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer L&dnge von 200 pm.
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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, mikrovaskularen Endothelzellen (HDMEC)

konnte eine Kontamination mit Fibroblasten nicht vermieden werden. Diese liel3en sich
morphologisch eindeutig voneinander unterscheiden (Abbildung 13 A). Durch die
CD31-Magnetbead-Isolation sieben Tage nach der Préaparation 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 fir Versuche verwendet werden.

Abbildung 13: Darstellung der isolierten humanen, dermalen, mikrovaskularen Endothelzellen
(HDMEC) aus juveniler Vorhaut. A) Bei der Zellisolation ergab sich eine Mischkultur aus HDMEC
(schwarze Pfeilspitze) und Fibroblasten (weil3e Pfeilspitze). B) Um die Endothelzellen aus der Zellkultur
heraus zu selektionieren, wurde eine CD31-Magnetbead-Isolation durchgefuhrt. Die CD31-
Magnetbeads (graue Pfeilspitze) banden an der Oberflache der Endothelzellen. C) Nach der CD31-
Magnetbead-Isoaltion wuchs eine reine Endothelzellkultur heran. Die Magnetbeads I6sten sich mit der
Zeit wieder von den Zellen ab. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 200 pm.

3.1.3.2 ECFC-Isolation aus Vollblut
Die Isolation der endothelialen kolonieformenden Vorlauferzellen (ECFC) dauerte von

der Praparation 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 taglichen Waschschritten mit DPBS und der anschlieRenden
Zugabe von frischem ECFC-Medium Iosten sich Zellen ab. Sieben Tage nach der
Isolation war die Anzahl der adharenten Zellen deutlich verringert und ein Grof3teil der
adhérenten Zellen besald eine spindelférmige 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 lIsolation der Endothelzellen aus
Vollblutspenden war somit ebenfalls erfolgreich. Die Zellen konnten ca. 28 Tage nach

ihrer Isolation fur Versuche verwendet werden.

~ a4\

Abbildung 14: Darstellung der isolierten endothelialen, kolonieformenden Vorlauferzellen
(ECFC) aus Vollblut. A) Drei Tage nach der Isolation waren viele unbestimmte Zellen vorhanden. B)
Sieben Tage nach der Isolation war die Anzahl der adharenten 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
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 200 pum.

3.1.3.2.1 Charakterisierung der ECFC
Fir die Charakterisierung der ECFC wurden die Zellen aus dem Vollblut jeweils 3, 7,

10, 14, 21 sowie 28 Tagen nach ihrer lIsolation mit Antikérpern markiert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei wurden endotheliale Zellen mittels CD31-
Antikorper 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 Oberflachenprotein, welches vor allem von Monozyten aber auch von ECFC
exprimiert wird. Es wurde erwartet, dass die isolierten ECFC in der friiheren 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 friheren 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 Oberflache der isolierten
Zellen konnte nicht durch eine Positivkontrolle verifiziert werden, da keine zur

Verfiigung stand.

Tag 3 Tag 7 Tag 10 Tag 14 Tag 21 Tag 28

Abbildung 15: Charakterisierung der endothelialen, kolonieformenden Vorlauferzellen (ECFC)
aus dem Vollblut mittels Fluoreszenzfarbung von CD31-, CD14- sowie CD133-Antikdrpern
(Dreifachfarbung) zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Isolation. Hierfur dienten CD31-
Antikdrper als Endothelzellmarker. Die isolierten Zellen sollten zu frithen Zeitpunkten nach der Isolation
CD14-positiv sein und die adulten Endothelzellen CD14-negativ; gleiches galt fir CD133. Dargestellt
sind repréasentative Bilder von drei Durchgéngen.

3.2 Analyse des Mundschleimhaut-Aquivalents in vitro

3.2.1 Hydrierung der Kollagenmatrix

Fur die Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente wurden Kollagenmatrices als
Scaffolds verwendet. Es wurde untersucht, ob die Hydrierung der trockenen
Kollagenmatrices mit Zellkulturmedium vor dem Aussaen des ersten Zelltyps einen
Vorteil fur die Zellviabilitdt hat. Als erster Zelltyp wurden fur die Herstellung der
Mundschleimhaut-Aquivalente Fibroblasten in HDMEC-Medium ausgeséat. Die
Hydrierung der Kollagenmatrix mit HDMEC-Medium vor dem Aussden der

Fibroblasten fuhrte 4 h nach dem Ausséden zu einer signifikanten Steigerung der
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Zellviabilitat um 67 % im Vergleich zu den Zellen der unhydrierten Kontrolle. 24 h nach
dem Ausséen war die Zellviabilitat der hydrierten Proben um 36 % erhdht im Vergleich
zur unhydrierten Kontrolle (Abbildung 16). Die Hydrierung fuhrte zum Aufquellen der
Kollagenmatrices vor dem Aussden der Zellen. Dies schien fur die Zellviabilitat der
Fibroblasten innerhalb der Mundschleimhaut-Aquivalent-Herstellung von grolRem
Vorteil zu sein. Fir die folgenden Versuche wurden alle Kollagenmatrices vor dem
Ausséaen der Zellen mit HDMEC-Medium hydriert.
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Abbildung 16: Zellviabilitat der Fibroblasten auf hydierten und unhydrierten Kollagenmatrices
4 h und 24 h nach dem Aussé&en. Die Kollagenmatrices wurden vor dem Aussaen 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
Versuchsdurchgangen. 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-Aquivalents
Die Kollagenmatrix, welche als Scaffold fur die Herstellung der Mundschleimhaut-

Aquivalente verwendet wurde, hatte eine bilayer Struktur (Abbildung 17 A). Auf die
glatte, zellokklusive Seite der Kollagenmatrix wurden die Epithelzellen ausgesat
(Abbildung 17 B). Auf die porose Seite der Matrix wurden die Fibroblasten, sowie die
Endothelzellen ausgesét (Abbildung 17 C).
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Abbildung 17: Darstellung der bilayer Struktur der Zell-besiedelten Kollagenmatrix. A) Das
Mundschleimhaut-Aquivalent, welche aus einer Tri-Kultur auf der Kollagenmatrix besteht, wurde
geschnitten und mit Hamalaun gefarbt. Die glatte, zellokklusive Seite ist nach oben und die porése Seite
nach unten orientiert dargestellt. B) Gezeigt ist ein vergroRerter Ausschnitt der glatten, zellokklusiven
Seite aus A. C) Gezeigt ist ein vergrof3erter Ausschnitt der porésen Seite aus A. Der Mal3stabsbalken
entspricht einer Lange von 500 pm.

3.2.2.1 Ausbildung von GefaRstrukturen im Mundschleimhaut-Aquivalent
Fur die Ausbildung von GefaRstrukturen im Mundschleimhaut-Aquivalent wurden an

Kulturtag 12 Endothelzellen auf die Kollagenmatrix ausgesét. 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
Gefal3strukturen aus. Die Gefal3strukturen formten sich bis zum Kulturende an Tag 33
weiter aus. Die GefaRstrukturen im Mundschleimhaut-Aquivalent waren an Kulturtag
26 oberflachlich auf der pordsen Seite der Kollagenmatrix lokalisiert. An Kulturtag 33
waren die Gefal3strukturen 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
GefaRstrukturen im Mundschleimhaut-Aquivalent an Kulturtag 26 und 33. Hierfiir wurde ein CD31-
Antikorper als Marker fir 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 GefalRausbildung 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-Aquivalent (Tri-Kultur
zusammen mit Fibroblasten und Epithelzellen) wurde mittels immunhistochemischer CD31-Farbung
detektiert. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite
nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde vier Mal
durchgefuihrt. Die MaRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Die Gefal3strukturen zeigten an Kulturtag 26 sowie an Kulturtag 33 eine vWF-

Auspragung (Abbildung 19).
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Kulturtag 26 _ - Kulturtag 33
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Abbildung 19: Immunhistochemischen Farbungen von vVWF des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 26 und 33. vVWF wurde als Marker fir Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde finf Mal durchgefihrt. Die
MafRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.2.2.2 Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent
Ein indirekter Nachweis der Fibroblasten und ihrer Funktionalitat zur Ausbildung der

extrazellularen Matrix im  Mundschleimhaut-Aquivalent wurde durch eine
immunhistochemische Tenascin-Farbung an Kulturtag 12, 26 und 33 dargestellt. An
Kulturtag 12 war die Tenascin-Farbung in oberflachlichen Bereiches des
Mundschleimhaut-Aquivalents nachweisbar. An Kulturtag 26 bishin zu Kulturtag 33
nahm die Tenascin-Verteilung im Mundschleimhaut-Aquivalent deutlich zu und war bis

in die Tiefe des gesamten Mundschleimhaut-Aquivalents nachweisbar (Abbildung 20).

Kulturtag 12 Kulturtag 26 Kulturtag 33

! ¥4

Ten@cin

Abbildung 20: Immunhistochemische Farbung von Tenascin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 12, 26 und 33. Tenascin diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellularen Matrix
und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind
mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt.

Dieser Versuch wurde funf Mal durchgefuihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Léange von
500 pm.
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3.2.2.3 Epithelausbildung des Mundschleimhaut-Aquivalents
Die  Epithelausbildung des  Mundschleimhaut-Aquivalents  wurde  durch

immunhistochemische Involucrin-, Zytokeratin 13- sowie Zytokeratin 19- Farbungen
beurteilt. Involucrin wurde als Marker fir vollstandig ausdifferenzierte Epithelzellen
verwendet. An Kulturtag 12 war eine kréftige, oberflachliche Involucrin-Farbung auf der
zellokklusiven Seite des Mundschleimhaut-Aquivalents vorhanden. An Kulturtag 26
war die Involucrin-Farbung zwar schwécher in ihrer Intensitat, 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).

Kulturtag 12 Kulturtag 26 Kulturtag 33

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung von Involucrin des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Involucrin wurde als Marker fur ausdifferenzierte Epithelzellen
(Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven
Seite nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde finf Mal
durchgefiuhrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Zytokeratin 13 wurde als Marker fir intermediar differenzierte Epithelzellen verwendet.
Zytokeratin 13 war an Kulturtag 12 kraftig auf der Oberflache des Mundschleimhaut-
Aquivalents 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-Aquivalent verteilt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung von Zytokeratin 13 des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Zytokeratin 13 wurde als Marker fiir intermediar differenzierte
Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde funf Mal durchgefiihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Zytokeratin 19 wurde als Marker fur undifferenzierte, basale Epithelzellen verwendet.
Es war an Kulturtag 12 nur schwach auf der Oberflache des Mundschleimhaut-
Aquivalents ausgepragt. An Kulturtag 26 war Zytokeratin 19 deutlich ausgepragter und
in einer breiteren Schicht nachweisbar. An Kulturtag 33 war Zytokeratin 19 in Clustern

in einem breiten Bereich im Mundschleimhaut-Aquivalent verteilt (Abbildung 23).

Kulturtag 12 Kulturtag 26 Kulturtag 33

.

Zytokeratin19_.

Abbildung 23: Immunhistochemische Farbung von Zytokeratin 19 des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Zytokeratin 19 wurde als Marker fur undifferenzierte, basale
Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite hach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde funf Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Die Expression von Occludin als Bestandteil von Tight junctions wurde als Marker fur
die Funktionalitat der Epithelzellen verwendet. An Kulturtag 12 war Occludin nur
schwach, an Kulturtag 26 und Kulturtag 33 stark in einer breiten Schicht auf der

Oberflache des Mundschleimhaut-Aquivalents ausgepragt (Abbildung 24).
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Kulturtag 12 Kulturtag 26 ’ Kulturtag 33

Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung von Occludin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 12, 26 und 33. Occludin (Pfeile) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse
der Funktionalitat der Epithelzellschichten verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente
sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert
dargestellt. Dieser Versuch wurde fiinf Mal durchgefiihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Léange
von 500 pym.

3.2.2.4 Basalmembranausbildung im Mundschleimhaut-Aquivalent
Die Ausbildung der Basalmembran im Mundschleimhaut-Aquivalent wurde mittels

immunhistochemischer Farbung von Laminin und Kollagen IV untersucht. An Kulturtag
12 war eine oberflachliche Laminin-Schicht ausgepragt. An Kulturtag 26 war die
Laminin-Schicht etwas schwécher ausgepragt, jedoch in einem breiteren Bereich
verteilt als an Kulturtag 12. An Kulturtag 33 war Laminin in einem breiten Bereich im

Mundschleimhaut-Aquivalent vorhanden (Abbildung 25).

Kulturtag 12 Kulturtag 26 Kulturtag 33

Abbildung 25: Immunhistochemische Farbung von Laminin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 12, 26 und 33. Laminin (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafir
verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite
nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde funf Mal
durchgefiihrt. Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Der Basalmembran-Bestandteil Kollagen IV konnte im Mundschleimhaut-Aquivalent
an Kulturtag 12, 26, sowie 33 nicht nachgewiesen werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Immunhistochemische Farbung von Kollagen IV des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 12, 26 und 33. Kollagen IV wurde als Bestandteil der Basalmembran als
Marker dafiir verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde funf Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

3.2.3 Parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-
Aquivalents
Die parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents 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 Aussaen der Endothelzellen an diesem
Kulturtag innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents. 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
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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
3,0ng/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
zusatzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix,
die Tri-Kultur beinhaltete zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande 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 Durchgangen,
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 Uberstand
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 Uberstand eine bFGF-Konzentration
von 1,3 ng/ml erreichte und sank danach wieder bis zum Kulturende an Tag 33 ab,
sodass der Uberstand 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 Uberstand eine bFGF-Konzentration von
0,7 ng/ml hatte (Abbildung 28 B).
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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
zusatzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix,
die Tri-Kultur beinhaltete zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande 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 Durchgéngen,
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 unverandert. 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 unveréndert. 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
zusatzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix,
die Tri-Kultur beinhaltete zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande 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 Durchgangen, 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 unverandert. 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 unverandert. 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
zusatzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix,
die Tri-Kultur beinhaltete zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande 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 Durchgangen,
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
zusatzlich Epithelzellen. B) Die Bi-Kultur bestand aus Fibroblasten und ECFC auf der Kollagenmatrix,
die Tri-Kultur beinhaltete zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande 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
Durchgéangen, 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 zusatzlich durchgefiihrt. Auch hier gab die Analyse
die Sekretion der jeweils letzten 24 h wieder. Es zeigte sich, dass ein Grof3teil 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).
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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
zusatzlich Epithelzellen. Die Uberstande wurden an Kulturtag 33 entnommen und geben die Sekretion
der jeweils letzten 24 h wieder. Diese wurden mittels Human Cytokine ELISA Plate Array | analysiert.
Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte aus zwei Durchgdngen, 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.

79



Ergebnisse

3.3 Optimierung der Pravaskularisation mittels chemotaktischer Verfahren
Die Pravaskularisierung der Mundschleimhaut-Aquivalente durch mikrovaskulare
Endothelzellen wurde erfolgreich und reproduzierbar in den oberflachlichen Bereich
der pordsen Seite der Kollagenmatrix erzeugt. Fur die Versorgung des Epithels der
Mundschleimhaut-Aquivalente bei in vivo-Anwendungen ware eine tiefgehende
Pravaskularisierung von Vorteil. Um die Endothelzellen und somit die Ausbildung von
Gefal3strukturen 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 fur Endothelzellen
Fur die verschiedenen chemotaktischen Verfahren wurde zunachst 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 erhéht. Am stéarksten migrierten HDMEC bei einer
VEGF-121-Konzentration von 25 ng/ml. Damit war die Migration im Vergleich zur
Kontrolle um das Doppelte (195 %) erhoht (Abbildung 33 A). Die Migration von ECFC
in Richtung VEGF-121 war bei einer Konzentration von 100 ng/ml VEGF-121 auf
120 % erhoht (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 Durchgéngen 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 Durchgéngen 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.

Fur die verschiedenen chemotaktischen Verfahren zur Anregung der
Endothelzellmigration wurde VEGF-121 in einer Konzentration von 25 ng/ml, sowie
100 ng/ml VEGF-121 verwendet.

3.3.2 Migration von HDMEC durch Chemokin-Sekretion von Fibroblasten
Es wurde versucht die Migration von HDMEC auf der Kollagenmatrix mittels

Chemokin-Sekretion durch Fibroblasten anzuregen. Hierfir wurden Mono-Kulturen
von HDMEC, sowie Bi-Kulturen aus HDMEC und Fibroblasten auf Kollagenmatrices in
einem Transwell-System ausgesat. Unterhalb des Transwells wurden Fibroblasten zur
Chemokin-Sekretion ausgesét. Die Chemokin-Sekretion der Fibroblasten unterhalb

der besiedelten Matrix im Transwell-System fuhrte weder bei der Mono-Kultur mit
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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).
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Abbildung 34: HDMEC-Lokalisation auf der Kollagenmatrix nach chemotaktischem Reiz
unterhalb der Matrix vermittelt iber 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 anschlieend eine immunhistochemische CD31-Farbung (Pfeile)
der besiedelten Kollagenmatrices. Die abgebildeten Matrices sind mit der porésen Seite nach oben und
der glatten, zellokklusiven Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal
durchgefuhrt. Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.3.3. Migration von HDMEC durch definierte VEGF-121-Konzentration
Es wurde versucht die Migration von HDMEC auf der Kollagenmatrix durch definierte

VEGF-121-Konzentrationen zu vermitteln. Hierfir wurden Mono-Kulturen von
HDMEC, sowie Bi-Kulturen aus HDMEC und Fibroblasten auf Kollagenmatrices in
einem Transwell-System ausgesat. Unterhalb des Inserts wurde VEGF-121 in einer
Konzentration von 25 ng/ml oder 100 ng/ml in HDMEC-Medium gegeben. HDMEC-
Medium ohne VEGF-121 diente als Negativkontrolle. Weder der Einsatz von 25 ng/ml
VEGF-121 noch der von 100 ng/ml VEGF-121 unterhalb der besiedelten Matrix im
Transwell-System fiihrte bei der Mono-Kultur mit HDMEC oder bei der Bi-Kultur mit
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HDMEC und Fibroblasten zur Migration der Endothelzellen in tiefere Bereiche der

Kollagenmatrix im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 35).
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Abbildung 35: HDMEC-Lokalisation auf der Kollagenmatrix nach chemotaktischem Reiz
unterhalb der Matrix vermittelt Gber 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 anschlief3end eine immunhistochemische CD31-Farbung
(Pfeile) der Kollagenmatrices. Die abgebildeten Matrices sind mit der porésen Seite nach oben und der
glatten, zellokklusiven Matrixseite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal
durchgefiuhrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

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. Hierfir wurde ein
Kollagen I-Gel mit 1 pg/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 tber die Zeit anregt.

Um die VEGF-121-Freisetzung des Kollagen I-Gels nachzuweisen, wurde das Gel als
Vorversuch mit DPBS als Uberstand 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 Gber die Zeit das VEGF-121 abgab. Nach 3 h war VEGF
zu einer Konzentration von 368 ng/ml in das daruber liegende DPBS abgegeben
worden. Mit leichten Schwankungen stieg die VEGF-121-Abgabe des Gels zu einer
VEGF-Konzentration von 414 ng/ml in dem darUberliegenden DPBS nach 7 d an
(Abbildung 36). Somit konnte eine erfolgreiche Abgabe von VEGF-121 fir den Versuch

des chemotaktischen Verfahrens mithilfe des Kollagen I-Gels gezeigt werden.
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700 ~

600 -
500 +

400 -

VEGF-121
(ng/ml)

300 -

200 -

100 -

1min 5min 10min 1h 3h 6h 12h 24h 48h 3d 4d &5d 6d 7d
Zeitpunkt der Uberstandsentnahme

Abbildung 36: VEGF-121-Freisetzung aus Kollagen I-Gel in darlUber liegendes DPBS innerhalb
von 7 Tagen. Das Kollagen I-Gel wurde mit 1 pg/ml VEGF-121 versetzt und nach dem
Auspolymerisieren mit DPBS bedeckt. Nach verschiedenen Zeitpunkten von 1 min bis hin zu 7 d, wurde
der Uberstand entnommen und mittels ELISA auf VEGF-121 analysiert. Gezeigt sind die gemittelten
Werte aus zwei Durchfiihrungen mit Triplet-Anséatzen, sowie die Standardabweichungen.

Fur 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 Uber 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 pg/ml VEGF-121 versetztes Kollagen
I-Gel gelegt. Nach 24 h erfolgte die Fixierung und anschlie@end eine immunhistochemische CD31-
Farbung (Pfeile) der Kollagenmatrices. Die abgebildeten besiedelten Matrices sind mit der porésen
Seite nach oben und der glatten, zellokklusiven Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde drei Mal durchgefiihrt. Die MaR3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.3.5 VEGF-121-beladenen Nanopartikel als chemotaktische Quelle
Ein weiterer Ansatz, um die Migration von Endothelzellen in tiefere Bereiche des

Mundschleimhaut-Aquivalents anzuregen, war es, einen konstanten chemotaktischen

Gradienten von VEGF-121 mittels Nanopartikeln herzustellen. Hierfir wurden zum

einen Nanopartikel aus Starke und zum anderen aus Hydroxyethylstarke (HES) mit

eingekapseltem VEGF-121 hergestellt. Die Nanopartikel sollten nach erfolgreichen

Vorversuchen kovalent und nicht-kovalent an die glatte, Seite des Mundschleimhaut-

Aquivalents gebunden werden. Der Abbau der Nanopartikel erfolgt durch die Zugabe

von a-Amylase und soll eine kontrollierte Freisetzung ermdglichen.

Da die
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Abbaugeschwindigkeit von Starke mit a-Amylase hauptsachlich  durch
Hydroxyethylierung bestimmt wird, sollte die langfristige Freisetzung durch
Verwendung von Starken mit einem variablen Hydroxyethylierungsgrad kontrolliert
werden. In der Theorie sollten die Starke-Nanopartikel friher auf als die HES-
Nanopartikel brechen. Dadurch sollte die Freisetzung eines langerfristigen, konstanten
VEGF-121-Gradienten erzeugt werden, der die Endothelzellen zur Migration in

Richtung der Epithelschicht des Mundschleimhaut-Aquivalents anregt.

3.3.5.1 Freisetzungskinetik der Nanopartikel
Die Freisetzungskinetik der Starke- sowie HES-Nanopartikel wurde mittels

Sulforhodamin-101 (SR-101)-Freisetzung nach a-Amylase-Behandlung ermittelt.
Hierfir wurden die Nanopartikel bis hin zu 7 Tage mit 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U
a-Amylase behandelt. Daraufhin wurde die Fluoreszenzintensitéat des freiwerdenden
Fluoreszenzfarbstoffes SR-101 gemessen.

Die Behandlung der Starke-Nanopartikel mit 1,157 U a-Amylase fuhrte zu einer
geringen Freisetzung von SR-101 dber 7 Tage hinweg. Eine deutlich hdhere
Freisetzung von SR-101 wurde durch 11,57 U und 115,7 U a-Amylase erreicht. Die
maximale Freisetzung war mit 11,57 U a-Amylase nach 12 h erreicht. Bei der
Behandlung mit 115,7 U a-Amylase, war die maximale Freisetzung bereits nach 3 h
erreicht (Abbildung 38).
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Freisetzungskinetik der Starke-Nanopartikel
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Abbildung 38: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus
Starke-Nanopartikeln  nach verschiedenen Mal3einheiten (Units; U) a-Amylase nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die Starke-Nanopartikel (6,7 x 10°) mit eingekapseltem SR-101
wurden Uber 7 Tage hinweg mit 0 U, 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase behandelt. Danach
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die
gemittelten Werte aus drei Durchgangen, sowie die Standardabweichungen.

Die Behandlung der HES-Nanopartikel mit 1,157 U a-Amylase fuhrte ebenfalls zu einer
geringen Freisetzung von SR-101 uber 7 Tage hinweg. Eine deutlich hohere
Freisetzung von SR-101 wurde durch 11,57 U und 115,7 U a-Amylase erreicht. Die
maximale Freisetzung war mit 11,57 U a-Amylase nach 24 h erreicht. Bei der
Behandlung mit 115,7 U a-Amylase, war die maximale Freisetzung bereits nach 3 h
erreicht (Abbildung 39).
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Freisetzungskinetik der HES-Nanopartikel
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Abbildung 39: Die mittlere Fluoreszenzintensitéat von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus
HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maleinheiten (Units; U) «a-Amylase nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten. Die HES-Nanopartikel (6,7 x 10°) mit eingekapseltem SR-101
wurden Uber 7 Tage hinweg mit 0 U, 1,157 U, 11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase behandelt. Danach
wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die
gemittelten Werte aus drei Durchgéngen, sowie die Standardabweichungen.

In einem weiteren Versuch wurden die Nanopartikel mittels a-Amylase unter
dauerhaftem Schutteln Uber 7 Tage hinweg behandelt und aufgebrochen. Die Starke-
sowie HES-Nanopartikel mit eingekapseltem SR-101 wurden unter Schutteln mit 0 U,
11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase behandelt.

Die maximale Freisetzung von SR-101 war bei der Behandlung der Stéarke-
Nanopartikel mit 11,57 U a-Amylase nach 3 d erreicht. Bei der Behandlung mit 115,7 U
a-Amylase, war die maximale Freisetzung von SRS-101 aus den Starke-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 a-Amylase nach 3 d
erreicht. Bei der Behandlung mit 115,7 U a-Amylase, war die maximale Freisetzung
von SRS-101 aus den Starke-Nanopartikeln nach 3 h erreicht (Abbildung 40 B).
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Freisetzungskinetik der Starke- Freisetzungskinetik der HES-
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Abbildung 40: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus
Stérke- sowie HES-Nanopartikeln nach verschiedenen MaBeinheiten (Units; U) a-Amylase unter
Schitteln nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. A) Die Starke-Nanopartikel (6,7 x 10°) mit
eingekapseltem SR-101 wurden Uber 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase unter
Schiitteln behandelt. B) Die HES-Nanopartikel (6,7 x 10°) mit eingekapseltem SR-101 wurden Uber
7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase unter Schitteln behandelt. Danach wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitat des freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die gemittelten
Werte aus vier Durchgangen, sowie die Standardabweichungen.

In einem weiteren Versuch wurden die Nanopartikel mittels a-Amylase unter
dauerhaftem Schitteln mit Ruhrstdbchen Uber 7 Tage hinweg behandelt und
aufgebrochen. Die Starke- sowie HES-Nanopartikel mit eingekapseltem SR-101
wurden unter Schitteln mit Ruhrstabchen mittels 11,57 U oder 115,7 U a-Amylase
aufgebrochen. Die Behandlung der Starke- sowie der HES-Nanopartikel mit 11,57 U
oder 115,7 U a-Amylase unter Schitteln mit Ruhrstabchen fuhrte bei der Behandlung
mit 0 U a-Amylase zu der gleichen SR-101-Freisetzung wie bei den Behandlungen mit
11,57 U oder 115,7 U a-Amylase (Abbildung 41 A und B). Dies wies darauf hin, dass
das Schuitteln mit Ruhrstabchen unabhéngig von der enzymatischen Behandlung, zu

einem kompletten Aufbruch der Nanopartikel fuhrte.

89



Ergebnisse

A Freisetzungskinetik der Starke- B Freisetzungskinetik der HES-
Nanopartikel unter Schitteln mit c Nanopartikel unter Schitteln mit
S Ruhrstéabchen 2 Ruhrstabchen
Z 800 - & 800 1
Hev] =
g (%]
2 700 - T < 700 -
O = O
= o c4a
= 7600 - S o
N S o 600 -
oW N
o E 25
§9500- 5'5500_
o2 ERS
T 400 : % 400 ~
S i k5
2 300 A I £ 300 -
E 1 s
=
200 200
1 min 3h 3d 7d 1 min 3h 3d 7d
Inkubationszeit Inkubationszeit

0 U a-Amylase —&— 115U a-Amylase —@&—1157U a-Amylase

Abbildung 41: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem Sulforhodamin-101 (SR-101) aus
Stérke- sowie HES-Nanopartikeln nach verschiedenen MaBeinheiten (Units; U) a-Amylase unter
Schitteln mit RoOhrstdbchen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. A) Die Stéarke-
Nanopartikel (6,7 x 10°) mit eingekapseltem SR-101 wurden tber 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder
115,7 U a-Amylase unter Schutteln mit Rihrstabchen behandelt. B) Die HES-Nanopartikel (6,7 x 109)
mit eingekapseltem SR-101 wurden Uber 7 Tage hinweg mit 0 U, 11,57 U, oder 115,7 U a-Amylase
unter Schitteln mit Rihrstdbchen behandelt. Danach wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat des
freigewordenen SR-101 gemessen. Dargestellt sind die gemittelten Werte aus vier Durchgéngen, sowie
die Standardabweichungen.

3.3.5.2 Zellviabilitat unter Nanopartikel-Behandlung
Es war noch unbekannt, ob die Starke- oder die HES-Nanopartikel einen negativen

Einfluss auf die Zellviabilitat der fir die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents
verwendeten Zelltypen haben. Um dies zu untersuchen, wurden HDMEC,
Fibroblasten, sowie Epithelzellen fur bis zu 7 Tage mit unterschiedlichen Mengen der
zwei verschiedenen nicht aufgebrochenen Nanopartikel-Typen behandelt und die
Zellviabilitdt nach verschiedenen Behandlungsdauern gemessen. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle.

Die Zellviabilitat von unbehandelten HDMEC stieg tber 7 Tage hinweg an. Auch die
Zellviabilitdit der behandelten HDMEC mit den verschiedenen Stérke-
Nanopartikelmengen mit dem Inhalt einer VEGF-121-Konzentration von 0,5 ng/ml,
2,5 ng/ml oder 5 ng/ml stieg Uber 7 Tage hinweg an. Dieser Anstieg war jedoch
geringer als bei der unbehandelten Kontrolle. Die Zellviabilitat der Kontrolle war nach

7 Tagen auf 435 % angestiegen. Die Viabilitatt der HDMEC, die mit Starke-
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Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt
wurden, stieg auf 328 %, die die mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge fir die
Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 337 %, und die die
mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121
behandelt wurden, stieg auf 265 % an (Abbildung 42 A). Die Zellviabilitat der mit HES-
Nanopartikeln behandelten HDMEC verhielt sich ahnlich. Die Zellviabilitéat der Kontrolle
war nach 7 Tagen auf 441 % angestiegen. Die Viabilitat der HDMEC, die mit HES-
Nanopartikeln in einer Menge flr die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt
wurden, stieg auf 352 %, die die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge fiir die
Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 310 %, und die die
mit HES-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121
behandelt wurden, stieg auf 283 % an (Abbildung 42 B).
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Abbildung 42: Zellviabilitat von HDMEC bei Starke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung nach
verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) HDMEC wurden mit Starke-
Nanopartikelmengen fur die spétere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder
5 ng/ml VEGF-121 Uber 7 Tage hinweg behandelt. B) HDMEC wurden mit HES-Nanopartikeln fir die
spatere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 Uber 7 Tage
hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die Zellviabilitat
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 durchgefihrt.
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Die Zellviabilitat von unbehandelten Fibroblasten stieg Uber 7 Tage hinweg an. Auch
die Zellviabilitaét der behandelten Fibroblasten mit den verschiedenen Stéarke-
Nanopartikelmengen mit dem Inhalt einer VEGF-121-Konzentration von 0,5 ng/ml,
2,5 ng/ml oder 5 ng/ml stieg Uber 7 Tage hinweg an. Dieser Anstieg war jedoch
ebenfalls geringer als bei der unbehandelten Kontrolle. Die Zellviabilitdt der Kontrolle
war nach 7 Tagen auf 312 % angestiegen. Die Viabilitat der Fibroblasten, die mit
Starke-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121
behandelt wurden, stieg auf 279 %, die, die mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge
fur die Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 270 %, und
die, die mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge fur die Freisetzung von 5 ng/ml
VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 230 % an (Abbildung 43 A). Die Zellviabilitat
der mit HES-Nanopartikeln behandelten Fibroblasten verhielt sich &ahnlich. Die
Zellviabilitat der Kontrolle war nach 7 Tagen auf 301 % angestiegen. Die Viabilitat der
Fibroblasten, die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von
0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 283 %, die die mit HES-
Nanopartikeln in einer Menge fur die Freisetzung von 2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt
wurden, stieg auf 258 %, und die, die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge fir die
Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 256 % an
(Abbildung 43 B).
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Abbildung 43: Zellviabilitat von Fibroblasten bei Starke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung
nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) Fibroblasten wurden mit
Starke-Nanopartikelmengen fur die spéatere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121
oder 5 ng/ml VEGF-121 Uber 7 Tage hinweg behandelt. B) Fibroblasten wurden mit HES-Nanopartikeln
fur die spatere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 Uiber
7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die
Zellviabilitat 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 durchgefihrt.

Die Zellviabilitdt von unbehandelten Epithelzellen stieg tber 7 Tage hinweg an. Die
Zellviabilitat der Kontrolle war nach 7 Tag auf 186 % angestiegen. Die Viabilitat der
Epithelzellen, die mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von
0,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, stieg auf 139 % an. Die Viabilitat der
Epithelzellen, die mit Starke-Nanopartikeln in einer Menge flr die Freisetzung von
2,5 ng/ml VEGF-121 behandelt wurden, sank auf 88 % ab, und die die mit Starke-
Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121 behandelt
wurden stieg wiederum auf 110 % an (Abbildung 44 A). Die Zellviabilitat der mit HES-
Nanopartikeln behandelten Epithelzellen verhielt sich ahnlich. Die Zellviabilitdt der
Kontrolle war nach 7 Tagen auf 186 % angestiegen. Die Viabilitat der Epithelzellen,
die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge fir die Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121

behandelt wurden, stieg auf 158 %, die die mit HES-Nanopartikeln in einer Menge flr
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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 fir die Freisetzung von 5 ng/ml VEGF-121
behandelt wurden, stieg auf 132 % an (Abbildung 44 B).
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Abbildung 44: Zellviabilitat von Epithelzellen bei Starke-sowie HES-Nanopartikel-Behandlung
nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. A) Epithelzellen wurden mit
Starke-Nanopartikelmengen fur die spéatere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121
oder 5 ng/ml VEGF-121 Uber 7 Tage hinweg behandelt. B) Epithelzellen wurden mit HES-Nanopartikeln
fur die spatere Freisetzung von 0,5 ng/ml VEGF-121, 2,5 ng/ml VEGF-121 oder 5 ng/ml VEGF-121 tGber
7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die
Zellviabilitat 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 durchgefihrt.

Die Starke- sowie die HES-Nanopartikel hatten keinen signifikanten negativen Einfluss
auf die Zellviabilitat der fur die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents
verwendeten Zelltypen. Die verschiedenen ausgetesteten Nanopartikelmengen waren
somit, fir die Anwendung bei der Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente

geeignet.
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3.3.5.3 Zellviabilitat unter a-Amylase-Behandlung
Auch der Einfluss der a-Amylase auf die Zellviabilitdt der fiur die Herstellung des

Mundschleimhaut-Aquivalents verwendeten Zelltypen war noch unbekannt. Um dies
zu untersuchen, wurden HDMEC, Fibroblasten, sowie Epithelzellen fir bis zu 7 Tage
mit unterschiedlichen Units (U) an a-Amylase behandelt und die Zellviabilitat nach
verschiedenen Behandlungsdauern gemessen. Unbehandelte Zellen dienten als

Kontrolle.

Die Zellviabilitdt von unbehandelten HDMEC stieg tber 7 Tage hinweg auf 360 % an.
Die Viabilitat der HDMEC, die mit 11,5 U a-Amylase behandelt wurden, stieg ebenfalls
Uber die 7 Tage auf 377 % an. Die Behandlung der Zellen mit 115,7 U a-Amylase
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat auf 36 % nach 7 Tagen im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Bereits nach 6 h und nach 24 h fuhrte die
Behandlung mit 115,7 U a-Amylase zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Zellviabilitit von HDMEC bei a-Amylase-Behandlung nach verschiedenen
Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. HDMEC wurden mit 11,5 oder 115,7 U a-Amylase Uber
7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die
Zellviabilitat 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 durchgefthrt.
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Die Zellviabilitat von unbehandelten Fibroblasten stieg tber 7 Tage hinweg auf 199 %
an. Die Viabilitat der Fibroblasten, die mit 11,5 U a-Amylase behandelt wurden, stieg
ebenfalls Uber die 7 Tage auf 169 % an. Die Behandlung der Zellen mit 115,7 U
a-Amylase fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt auf 67 % nach
7 Tagen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Bereits nach 6 h, 24 h und nach
48 h fuhrte die Behandlung mit 115,7 U a-Amylase zu einer signifikanten Reduktion
der Zellviabilitat im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Zellviabilitit von Fibroblasten bei a-Amylase-Behandlung nach verschiedenen
Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. Fibroblasten wurden mit 11,5 oder 115,7 U a-Amylase
Uber 7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die
Zellviabilitdt 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 durchgefihrt.

Die Zellviabilitat von unbehandelten Epithelzellen war nach 7 Tagen im Vergleich zu
der Kontrolle nach 1 h auf 164 % erhoht. Die Viabilitat der Epithelzellen, die mit 11,5 U
a-Amylase behandelt wurden, sank nach 7 d auf 74 % ab. Die Behandlung der Zellen
mit 115,7 U a-Amylase fihrte zu einer Reduktion der Zellviabilitat auf 44 % nach
7 Tagen im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle nach 1 h. Die Behandlung mit
115,7 U a-Amylase fuhrte nach 6 h zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Zellviabilitat von Epithelzellen bei a-Amylase-Behandlung nach verschiedenen
Behandlungsdauern innerhalb von 7 Tagen. Epithelzellen wurden mit 11,5 oder 115,7 U a-Amylase
Uber 7 Tage hinweg behandelt. Nach verschiedenen Behandlungsdauern wurde mittels MTT-Assay die
Zellviabilitdt 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 durchgefihrt.

Die a-Amylase hatte mit 11,5 U keinen signifikanten, negativen Einfluss auf die
Zellviabilitat der fur die Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents verwendeten
Zelltypen. Die Verwendung von 115,7 U a-Amylase hatte einen starken negativen
Einfluss auf die Zellviabilitdt der verschiedenen Zelltypen. Somit war die Anwendung
von 11,5 U a-Amylase innerhalb der Herstellung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit
gebundenen Nanopartikeln geeignet, jedoch nicht die Anwendung von 115,7 U

a-Amylase.
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3.3.5.4 VEGF-121-Freisetzung aus Nanopartikeln
Mittels verschiedenster Verfahren wurde versucht VEGF-121 aus den Starke- sowie

den HES-Nanopatrtikeln, welche VEGF-121 eingekapselt hatten freizusetzen. Dabei
wurden die Verfahren zum Aufbruch dieser Nanopartikel nach den erfolgreichen
Methoden fir das Aufbrechen der Starke- und HES-Nanopartikel mit eingekapseltem

SR-101 angewendet.

Die Starke- sowie HES-Nanopartikelmit eingekapseltem VEGF-121 wurden mit 11,5 U
a-Amylase, 115,7 U a-Amylase, bis hin zu 1000 U a-Amylase behandelt. Aul3erdem
wurde versucht eine VEGF-121-Freisetzung aus den Nanopartikeln mit mechanischer
Gewalt mittels Rudhrstabchen, mit Ultraschallst63en oder einer Kombination aus
mechanischer Gewalt, Ultraschallstof3en sowie a-Amylase zu erreichen. Mittels
samtlicher angewendeter Verfahren konnte keine Freisetzung von VEGF-121 aus den

Starke- sowie den HES-Nanopartikeln erzielt werden.

Auch die Migration von HDMEC in Richtung aufgebrochener Nanopartikel mit VEGF-
121 war erfolglos. Die mit a-Amylase aufgebrochenen Starke- 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 Starke- und
HES-Nanopartikel mit VEGF-121. Die Migration von HDMEC in Richtung der aufgebrochenen Starke-
sowie HES-Nanopartikel mit 25 ng/ml VEGF-121 wurde mittels Boyden-Kammer-Migrationsassay
analysiert. Die Nanopartikel wurden zum einen mittels 115,7 U a-Amylase, zum anderen mittels
mechanischer Gewalt durch Rihrstabchen 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 Starke- und HES-Nanopartikel mit eingekapseltem
VEGF-121 waren nicht fir die gewinschte Modifikation des Mundschleimhaut-
Aquivalents und die Optimierung der Pravaskularisierung geeignet.

3.4 Optimierung der Pravaskularisation mittels mechanischer Verfahren
3.4.1 Injizieren der Endothelzellen in das Mundschleimhaut-Aquivalent
Um die Pravaskularisierung tber 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 Gefal3strukturen ausbilden.

Die injizierten HDMEC hatten an Kulturtag 33 Gefal3strukturen in der Kollagenmatrix
ausgebildet. Die Endothelzellen lieRen sich jedoch nur sehr unprézise in die

Kollagenmatrix injizieren, so dass eine tiefe Lokalisation nicht gewdahrleistet werden
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konnte. CD31- sowie VWF-positive Zellen waren zum Grof3teil eher in oberflachlichen
Bereichen des Mundschleimhaut-Aquivalents lokalisiert. Die Fibroblasten bzw. die
Ausbildung der extrazellularen Matrix wurden durch die Injektionsstiche in die

Kollagenmatrix nicht beeintrachtigt (Abbildung 49).

Tenascin

Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische und immunhistochemische Darstellung der
GefaRstrukturen, sowie Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent an Kulturtag 33 bei dem
HDMEC an Kulturtag 12 injiziert wurden. Hierfir wurden CD31 und VWF als Marker fir Endothelzellen
(Pfeile) herangezogen. diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellularen Matrix und dem
indirekten Nachweis von Fibroblasten. Mundschleimhaut-Aquivalente, bei denen HDMEC an Kulturtag
12 injiziert wurden, wurde an Kulturtag 33 mit Antikdrpern markiert und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie, sowie Immunhistochemie untersucht. Die abgebildeten Mundschleimhaut-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgefiihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pm.

Die Ausbildung des mehrschichtigen Epithels ist von der Injektion der Endothelzellen
nicht beeintrachtigt. Die Muster der Involucrin-, Zytokeratin 13-, sowie Zytokeratin 19-
Farbung sind vergleichbar mit den Farbungen der Mundschleimhaut-Aquivalente ohne
Manipulation durch Injektion (Abbildung 50; Vergleich Abbildung 21, 22 und 23).
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Abbildung 50: Immunhlstochemlsche Farbung von Involucrln Zytokeratln 13 und Zytokeratln
19 des Mundschleimhaut-Aquivalents an Kulturtag 33 bei dem HDMEC an Kulturtag 12 injiziert
wurden. Involucrin wurde als Marker fur ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Zytokeratin
13 wurde als Marker fur intermediar differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Zytokeratin 19 wurde
als Marker fur undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgefiihrt. Die
Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Die Auspragung von Occludin, sowie von Laminin und Kollagen 1V als Basalmembran-
Marker und Nachweis der Funktionalitat des Epithels war durch die Injektion der
Endothelzellen negativ beeinflusst. Die Occludin-Féarbung war nur an vereinzelten
Stellen innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents vorhanden. Eine Laminin- sowie

Kollagen IV-Farbung war nicht nachweisbar (Abbildung 51; Vergleich Abbildung 24,
25 und 26).
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Abbildung 51: Immunhistochemische Farbung von Occludln Laminin, Kollagen v des
Mundschleimhaut-Aquivalents an Kulturtag 33 bei dem HDMEC an Kulturtag 12 injiziert wurden.
Occludin (Pfeil) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalitat der
Epithelzellschichten verwendet. Laminin wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafur
verwendet. Kollagen IV wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafur verwendet. Die
abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde sechs Mal durchgefihrt. Die
Mafstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Die Optimierung der Pravaskularisierung war durch die Injektion der Endothelzellen

nicht moéglich. Zum einen liel3en sich die Endothelzellen nicht prazise genug injizieren,
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um eine tiefe Lokalisation der Zellen und somit der Gefal3strukturen zu gewahrleisten.
Zum anderen wurde die Funktionalitat der Epithelzellen und die Ausbildung der
Basalmembran durch die Manipulation der Kollagenmatrix durch die Injektion negativ

beeintrachtigt.

3.5 Anregung der Gefal3- sowie Epithelausbildung der Mundschleimhaut-
Aquivalente mittels ESWT-Anwendung

Wahrend des Herstellungsprozesses wurden die Mundschleimhaut-Aquivalente mit
extrakorporalen StoRwellen behandelt. Danach wurde die Auswirkung auf die
Zellviabilitat, die Pravaskularisierung und die Ausbildung des Epithels sowie der

Basalmembran untersucht.

3.5.1 Zellviabilitat nach ESWT-Anwendung
Die Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die Zellviabilitdt der Mundschleimhaut-

Aquivalente wurde mittels alamarBlue™-Assay untersucht. Um die Wirkung der
ESWT-Anwendung auf die Epithelzellen in den Mundschleimhaut-Aquivalenten besser
beurteilen zu koénnen, wurde die Zellviabilitdét von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und
Endothelzellen mit der Zellviabilitat von Tri-Kulturen (Mundschleimhaut-Aquivalente)
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 durchgefuhrt und jeweils zwei Tage spater wurde die Zellviabilitat

gemessen. Unbehandelte besiedelte Kollagenmatrices dienten als Kontrolle.

Bei den zellbesiedelten Kollagenmatrices, bei denen an Kulturtag 15 die ESWT-
Anwendung stattfand, war die Zellviabilitat 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 Stol3wellen behandelt, war die Zellviabilitat der Bi-
Kultur nicht-signifikant auf 106 %, und die der Tri-Kultur nicht-signifikant auf 109 %
erhoht. Bei den Bi- und Tri-Kulturen, welche an Kulturtag 26 mit StoRwellen behandelt
wurden, stieg die Zellviabilitat 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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Zellviabilitat nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 auf 103 % im Vergleich zur
Kontrolle erhéht (Abbildung 52 B).

A Mundschleimhaut-Aquivalente B Mundschleimhaut-Aquivalente
mit HDMEC mit ECFC
180 - 180
[ ] Bi-Kultur -
= 160 1 160 -
S [ Tri-Kultur =
£ 140 1 S 140 A
<o 2
[} = P ~—~~
< £ 120 1 < 2120 -
25 I S 2
S 100 - 251001 pm
5t T L 23
cX 80 A 85 80 A
o £ £ S
S 60 - o £ 60 A
= <
N 40 - 2 40 -
N
20 A 20 A
0 0
Kontrolle 15 19 26 Kontrolle 19
Kulturtage der ESWT-Anwendung Kulturtag der
ESWT-
Anwendung

Abbildung 52: Zellviabilitdt von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und Fibroblasten oder Tri-
Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf Kollagenmatrices zwei Tage
nach der extrakorporalen StoRBwellentherapie (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 Stol3wellen 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 Zellviabilitat gemessen. Die Messungen wurden in doppelter Ausfihrung
durchgefuhrt und dreimal wiederholt. B) Es wurden Tri-Kulturen mit ECFC, Fibroblasten und
Epithelzellen hergestellt und mit StolRwellen an Kulturtag 19 behandelt. Unbehandelte Tri-Kulturen
dienten als Kontrolle. Zwei Tage nach der ESWT-Anwendung wurde mittels alamarBlue ™-Assay die
Zellviabilitatt gemessen. Die Messung wurde in einfacher Ausfuhrung durchgefuhrt und vier Mal
wiederholt. Dargestellt sind die prozentualen, gemittelten Werte, bezogen auf die jeweilige Kontrolle,
sowie die Standardabweichungen.

3.5.2 GefalR3ausbildung nach ESWT-Anwendung
Fur die Beurteilung der GefaRausbildung 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
StoRwellen behandelt. Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrolle. An Kulturtag 33
wurde die Kultivierung beendet und die GefaRausbildung mittels konfokaler

Fluoreszenzmikroskopie von CD31 beurteilt.
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Die Behandlung von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und HDMEC mit Sto3wellen an
Kulturtag 15 fihrte zu einer deutlichen Verschlechterung der Gefal3strukturen an
Kulturtag 33 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Auch die Behandlung an
Kulturtag 26 von Bi-Kulturen mit Stol3wellen fiihrte zu einer Verschlechterung der
Ausbildung von Gefal3strukturen. Die Behandlung der Bi-Kulturen mit Stof3wellen an
Kulturtag 19 fuhrte zu ahnlich ausgepragten Gefal3strukturen als bei der Kontrolle
(Abbildung 53 A). Die Behandlung von Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und
HDMEC (Mundschleimhaut-Aquivalent) mit StoBwellen an Kulturtag 15, 19 oder 26
fuhrte zu einer schlechteren Ausbildung von Gefal3strukturen als bei der Bi-Kultur.
Nach der Behandlung der Tri-Kulturen mit StoRwellen an Kulturtag 19 waren
zumindest noch Fragmente der Gefal3strukturen vorhanden (Abbildung 53 B). Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse wurden fir Versuche mit Tri-Kulturen mit ECFC und fur
die Anwendung der Mundschleimhaut-Aquivalente in ovo anschlieRend die Kulturen

auf den Kollagenmatrices an Kulturtag 19 mit StoRwellen behandelt

Kontrolle ESWT an Kulturtag 15

Fibroblasten
+ HDMEC

Fibroblasten
+ Epithelzellen
+ HDMEC

Abbildung 53: Ausbildung von Gefa3strukturen 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
Gefalstrukturen bei Bi-Kulturen mit HDMEC wund Fibroblasten erfolgte mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie nach CD31-Farbung an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde zwei Mal
durchgefuhrt. B) Der Nachweis der Ausbildung von GefaRstrukturen bei Tri-Kulturen mit HDMEC,
Fibroblasten und Epithelzellen erfolgte mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie nach CD31-Féarbung
an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde drei durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange

von 500 pm.
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In Tri-Kulturen mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die nicht mit Stol3wellen
behandelt wurden, bildeten sich Gefal3strukturen aus. Die Behandlung der Tri-Kulturen
mit StoRBwellen an Kulturtag 19 fihrte zu einer schlechteren Ausbildung der

Gefal3strukturen als bei der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 54).

Kontrolle ESWT an Kulturtag 19

+ Epithelzellen

Fibroblasten
+ ECFC

Abbildung 54: Ausbildung von GefaRstrukturen von ECFC in Tri-Kultur an Kulturtag 33 nach
ESWT-Anwendung an Kulturtag 19. Der Nachweis der Ausbildung von Gefal3strukturen bei Tri-
Kulturen mit ECFC, Fibroblasten und Epithelzellen erfolgte mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
nach CD31-Farbung an Kulturtag 33. Dieser Versuch wurde drei durchgefiihrt. Die Mal3stabsbalken

entsprechen einer Lange von 500 pum.

3.5.3. Endothelzelllokalisation nach ESWT-Anwendung
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit StoRwellen an Kulturtag 15, 19

oder 26 fuihrte zu keinem Unterschied in der Tiefe der Lokalisierung der HDMEC im
Vergleich zur Kontrolle. In allen Fallen waren die HDMEC oberflachlich auf der porésen

Seite der Kollagenmatrix angesiedelt (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Immunhistochemische Farbung von CD31 des Mundschleimhaut-Aquivalents an
Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. CD31 wurde als Marker flr
Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde drei Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Dies Dbestatigte sich mit der immunhistochemischen VvWF-Farbung der
Mundschleimhaut-Aquivalente nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder
26. Die Auspragung 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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Kontrolle

Abbildung 56: Immunhistochemische Farbung von vWF des Mundschleimhaut-Aquivalents an
Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. VWF wurde als Marker fir
Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite hach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde drei Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.5.4 Fibroblasten und die extrazellulare Matrix nach ESWT-Anwendung
Die Verteilung des, von Fibroblasten sezernierten Tenascin im Mundschleimhaut-

Aquivalent, war durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26 nicht
beeintrachtigt. Die Tenascin-Farbung deutete auf eine gleichméRige Verteilung der
extrazellularen Matrix hin (Abbildung 57).
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Tenascin
Kontrolle ESWT an Kulturtag 15

Abbildung 57: Immunhistochemische Farbung von Tenascin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Tenascin diente dem
Nachweis der Ausbildung der extrazellularen Matrix und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Die
abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
Mafstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.

3.5.5 Ausbildung des Epithels nach ESWT-Anwendung
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit StoRwellen hatte einen Einfluss

auf die Ausbildung und Differenzierung des mehrschichtigen Epithels. Die Behandlung
an Kulturtag 19 oder 26 fuhrte zu einer starkeren Auspragung von Involucrin als bei
der unbehandelten Kontrolle. Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keine

Verbesserung der Involucrin-Auspragung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 58).
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Involucrin
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Abbildung 58: Immunhistochemische Farbung von Involucrin des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Involucrin wurde
als Marker fur ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefuihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pm.

Die Behandlung mit StoRBwellen an Kulturtag 19 oder 26 fiihrte ebenfalls zu einer
starkeren Auspragung von Zytokeratin 13 als bei der unbehandelten Kontrolle. Die
Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keine Verbesserung der Zytokeratin 13-
Auspragung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 59).
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Zytokeratin 13
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Abbildung 59: Immunhistochemische Farbung von Zytokeratin 13 des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Zytokeratin 13
wurde als Marker fur intermediar differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefihrt. Die
MafRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Auch die Auspragung von Zytokeratin 19 war deutlich starker nach der Stol3wellen-
Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente an Kulturtag 19 oder 26. Die
Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keinen Einfluss auf die Auspragung 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-Aquivalenten (Vergleich Abbildung 60, 59 und 58).
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Abbildung 60: Immunhistochemische Farbung von Zytokeratin 19 des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Zytokeratin 19
wurde als Marker fur undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefthrt. Die
MafRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Die Auspragung von Occludin war durch die StoRwellen-Behandlung der
Mundschleimhaut-Aquivalente an Kulturtag 19 oder 26 ebenfalls positiv beeinflusst.
Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte keinen Einfluss auf die Auspragung von
Occludin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Immunhistochemische Farbung von Occludin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Occludin (Pfeile) wurde als
Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalitat der Epithelzellschichten verwendet. Die
abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.5.6 Ausbildung der Basalmembran nach ESWT-Anwendung
Die Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit StoRwellen hatte einen

positiven Einfluss auf die Ausbildung der Basalmembran. Die Behandlung an Kulturtag
19 oder 26 fuhrte zu einer starkeren Auspragung von Laminin als bei der
unbehandelten Kontrolle. Die Behandlung an Kulturtag 15 zeigte ebenfalls eine leichte

Verbesserung der Laminin-Auspragung im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 62).
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Abbildung 62: Immunhistochemische Farbung von Laminin des Mundschleimhaut-Aquivalents
an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Laminin (Pfeile) wurde als
Bestandteil der Basalmembran als Marker dafir verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die MaRstabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pm.

Die Auspragung von Kollagen IV wurde durch die Behandlung der Mundschleimhaut-
Aquivalente mit StoRwellen an Kulturtag 19 oder 26 angeregt. Die unbehandelte
Kontrolle zeigte keine Auspragung von Kollagen IV. Die Behandlung mit Stol3wellen
an Kulturtag 15 fuhrte zu keiner Auspragung von Kollagen 1V in den Mundschleimhaut-
Aquivalenten (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Immunhistochemische Farbung von Kollagen IV des Mundschleimhaut-
Aquivalents an Kulturtag 33 nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26. Kollagen IV
(Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafiir verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
Mafstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 um.

Die Anwendung der ESWT an Kulturtag 19 oder 26 innerhalb der Herstellung der
Mundschleimhaut-Aquivalente  filhrte zu einer starkeren Ausbildung und
Differenzierung des mehrschichtigen Epithels und der Basalmembran in vitro. Die
Ausbildung von GefaRstrukturen in vitro unter der Behandlung war nach ESWT-
Anwendung an Kulturtag 19 besser als an Kulturtag 26. Fir die Stimulation der
Mundschleimhaut-Aquivalente, welche im in ovo-Modell auf ihr Uberleben und ihre
Funktionalitat untersucht wurden, wurden diese mit Stol3wellen an Kulturtag 19
behandelt.
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3.6 Einwachsen des Mundschleimhaut-Aquivalents in vivo

Die Beurteilung der potenziellen Gewebeintegration in vivo wurde mittels
Chorioallantoismembran (CAM)-Assay in ovo durchgefuhrt. Dafur wurden
Mundschleimhaut-Aquivalente mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder mit
Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC hergestellt. Zusatzlich wurden Bi-Kulturen mit
Fibroblasten und Epithelzellen hergestellt als Kultur auf der Kollagenmatrix ohne
Pravaskularisierung. Die in vitro-kultivierten Mundschleimhaut-Aquivalente und Bi-
Kulturen wurden an Kulturtag 12 oder 33 auf die CAM in ovo Uberfuhrt. Die besiedelten
Kollagenmatrices, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfiihrt wurden, wurden entweder

an Kulturtag 19 mit StoB3wellen behandelt oder waren unbehandelt.

Es wurden nur Mundschleimhaut-Aquivalente und Bi-Kulturen nach der in ovo-
Kultivierung analysiert, die wahrend der Kultivierung an die CAM angewachsen waren.

Dies war etwa bei der Halfte der Proben der Fall.

3.6.1 Endothelzellen und Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent

In vivo

Fur die Untersuchung der Endothelzellen in den Mundschleimhaut-Aquivalenten auf
der CAM wurden die Endothelzellen an Kulturtag 12 auf den Kollagenmatrices
ausgesat. Die Mundschleimhaut-Aquivalente wurden entweder 4 h nach der
Endothelzell-Besiedelung an Kulturtag 12 oder an Kulturtag 33 auf die CAM Uberfuhrt.
Nach der Kultivierung auf der CAM, wurden die angewachsenen besiedelten

Kollagenmatrices entnommen und immunhistochemisch analysiert.

Bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC,
die an Kulturtag 12 auf die CAM Uberfuhrt wurden, waren die HDMEC nach der
Kultivierung auf der CAM deutlich CD31-positiv und vWF-negativ. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die an
Kulturtag 12 auf die CAM uberfiihrt wurden, waren die ECFC ebenfalls deutlich CD31-
positiv und auch leicht vVWF-positiv (Abbildung 64).

115



Ergebnisse

Fibroblasten
+ Epithelzellen

Fibroblasten
+ Epithelzellen

Abbildung 64: Immunhistochemische CD31 und vWF-Farbung des Mundschleimhaut-
Aquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. CD31
wurde als Marker fir Endothelzellen (Pfeile) verwendet. VWF wurde ebenfalls als Marker fir die
Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten,
zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite hach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch
wurde drei Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen
und HDMEC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren die HDMEC
ebenfalls CD31-positiv. Bei denen, die mit StoBwellen behandelt wurden, waren nur
noch vereinzelt HDMEC mittels CD31 nachweisbar (Abbildung 65). Bei den
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und
ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren die ECFC CD31-
positiv. Bei denen, die mit StoBwellen behandelt wurden, waren noch vereinzelt ECFC
mittels CD31 nachweisbar (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Immunhistochemische CD31-Farbung des mit StoRBwellen behandelten oder
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Ubersiedeln auf
die CAM an Kulturtag 33. Die Mundschleimhaut-Aquivalente, die an Kulturtag 33 auf die CAM tiberfiihrt
wurden, wurden entweder an Kulturtag 19 mit StoRwellen behandelt (ESWT-Anwendung) oder waren
unbehandelt. CD31 wurde als Marker fir Endothelzellen (Pfeile) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
MaRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen
und HDMEC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren die HDMEC
VWF-positiv. Bei denen, die mit StoRwellen behandelt wurden, war eine vVWF-Farbung
war nicht nachweisbar (Abbildung 66). Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-
Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC, die an Kulturtag 33 auf die
CAM (Uberfuhrt wurden, waren die ECFC vWF-negativ. Bei denen, die mit Sto3wellen

behandelt wurden, war ein VWF-Farbung ebenfalls nicht nachweisbar (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Immunhistochemische vWF-Farbung des mit StoRwellen behandelten oder
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalents mit HDMEC oder ECFC nach dem Ubersiedeln auf
die CAM an Kulturtag 33. Die Mundschleimhaut-Aquivalente, die an Kulturtag 33 auf die CAM tiberfiihrt
wurden, wurden entweder an Kulturtag 19 mit StolRwellen behandelt (ESWT-Anwendung) oder waren
unbehandelt. vVWF wurde als Marker fiir die Endothelzellen (Pfeil) verwendet. Die abgebildeten
Mundschleimhaut-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefihrt. Die
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Fur die Untersuchung der Ausbildung der extrazellularen Matrix (indirekter
Fibroblasten-Nachweis) in den Mundschleimhaut-Aquivalenten in ovo, wurden die
Mundschleimhaut-Aquivalente 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 uberfuhrt.

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM
tberfuhrt wurden, war die Tenascin-Verteilung in einem Grof3teil der Kollagenmatrix
nachweisbar. Die Tenascin-Verteilung in den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit
HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 12 auf die CAM uberfuhrt wurden, zeigte keinen
wesentlichen Unterschied zu der Tenascin-Verteilung in der Bi-Kultur (Abbildung 67).
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Abbildung 67: Immunhistochemische Tenascin-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Tenascin diente dem Nachweis
der Ausbildung der extrazellularen Matrix und dem indirekten Nachweis von Fibroblasten. Geféarbt
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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen
Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an
Kulturtag 33 auf die CAM uUberfihrt wurden, war die Tenascin-Verteilung in der
gesamten Kollagenmatrix nachweisbar. Bei denen, die mit Stol3wellen behandelt
wurden zeigte sich kein Unterschied in der Tenascin-Verteilung. Bei den
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und
HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfiuhrt wurden, zeigte sich
kein Unterschied bei der Tenascin-Verteilung im Vergleich zu der Bi-Kultur ohne
Endothelzellen. Auch die StoRwellen-Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente

hatte keinen sichtbaren Einfluss auf die Tenascin-Verteilung (Abbildung 68).
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Abbildung 68: Immunhistochemische Tenascin-Farbung von mit StolRwellen behandelten oder
unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM
an Kulturtag 33. Tenascin diente dem Nachweis der Ausbildung der extrazellularen Matrix und dem
indirekten Nachweis von Fibroblasten. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der
glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser
Versuch wurde drei Mal durchgefuhrt. Die MaR3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

3.6.2 Versorgung des Epithels des Mundschleimhaut-Aquivalents in vivo
Fur die Untersuchung der Ausbildung und des Erhalts des Epithels der

Mundschleimhaut-Aquivalente in ovo, wurden die Mundschleimhaut-Aquivalente 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
Uberfuhrt. Nach der Entnahme von der CAM wurde bei den besiedelten
Kollagenmatrices Involucrin (vollstandig differenzierte Epithelzellen), Zytokeratin 13
(intermediar  differenzierte  Epithelzellen), Zytokeratin 19 (undifferenzierte
Epithelzellen), sowie Occludin (Bestandteil von Tight junctions) immunhistochemisch

gefarbt.
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Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM
Uberfihrt wurden, waren nur vereinzelt Epithelzellen Involucrin-positiv. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC waren deutlich mehr Zellen Involucrin-positiv (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Immunhistochemische Involucrin-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Involucrin wurde als Marker
fur ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der
glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser
Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag
33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren einige Epithelzellen Involucrin-positiv. Bei
den Bi-Kulturen, die mit Stol3wellen behandelt wurden, zeigte sich eine deutlich
starkere Involucrin-Farbung der Epithelzellen. Bei den unbehandelten
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC, die an
Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren ebenfalls einige Epithelzellen

Involucrin-positiv. Bei den unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit ECFC
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lagen die Involucrin-positiven Epithelzellen in einer durchgehenden Schicht vor. Bei
den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC oder ECFC fiihrte die StoRwellen-
Behandlung zu keiner starkeren Involucrin-Ausbildung (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Immunhistochemische Involucrin-Farbung von mit StoRBwellen behandelten oder
unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM
an Kulturtag 33. Involucrin wurde als Marker fur ausdifferenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet.
Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefuhrt. Die
Mafstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM
Uberfihrt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 13-positiv. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC zeigten die Epithelzellen eine &hnliche Zytokeratin 13-Auspragung wie in der
Bi-Kultur (Abbildung 71).
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Abbildung 71: Immunhistochemische Zytokeratin 13-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Zytokeratin 13 wurde als
Marker fur intermediar differenzierte Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefarbt 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-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die MalRstabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pum.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an
Kulturtag 33 auf die CAM Uberfihrt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 13-
positiv. Die Stof3wellen-Behandlung der Bi-Kulturen fuhrte zu einer deutlich starkeren
Zytokeratin 13-Auspragung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der
Kollagenmatrix. Bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten,
Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM Uuberfluhrt
wurden, war die Zytokeratin 13-Ausprdgung starker als bei der Bi-Kultur. Die
StoRwellen-Behandlung fiihrte bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC
oder ECFC zu keiner starkeren Zytokeratin 13-Auspragung (Abbildung 72).
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Abbildung 72: Immunhistochemische Zytokeratin 13-Farbung von mit StoRBwellen behandelten
oder unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die
CAM an Kulturtag 33. Zytokeratin 13 wurde als Marker fir intermediar differenzierte Epithelzellen
(Pfeile) verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite
nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal
durchgefiihrt. Die MaRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM
Uberfuhrt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 19-positiv. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC konnte eine etwas starkere Zytokeratin 19-Auspragung der Epithelzellen als bei

der Bi-Kultur nachgewiesen werden (Abbildung 73).
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Abbildung 73: Immunhistochemische Zytokeratin 19-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Zytokeratin 19 wurde als
Marker fur undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile) verwendet. Gefarbt 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-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die MalRstabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pum.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an
Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, waren einige Epithelzellen Zytokeratin 19-
positiv. Die Stof3wellen-Behandlung der Bi-Kulturen flhrte zu einer deutlich starkeren
Zytokeratin 19-Auspragung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der
Kollagenmatrix. Bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten,
Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM Uberfihrt
wurden, war die Zytokeratin 19-Auspragung etwas starker als bei den Bi-Kulturen. Die
StoRwellen-Behandlung fiihrte bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC
oder ECFC zu keiner starkeren Zytokeratin 19-Auspragung (Abbildung 74).
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Abbildung 74: Immunhistochemische Zytokeratin 19-Farbung von mit StoRwellen behandelten
oder unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die
CAM an Kulturtag 33. Zytokeratin 19 wurde als Marker flr undifferenzierte, basale Epithelzellen (Pfeile)
verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite
nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal
durchgefiihrt. Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei der Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf die CAM
Uberfihrt wurde, waren einige Epithelzellen Occludin-positiv. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC konnte eine starkere Occludin-Auspragung 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-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Occludin (Pfeile) wurde als
Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der Funktionalitdt der Epithelzellschichten verwendet.
Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag
33 auf die CAM uberfuihrt wurden, waren einige Epithelzellen Occludin-positiv. Die
StoRwellen-Behandlung der Bi-Kulturen fuhrte zu einer starkeren Occludin-
Auspragung in einer durchgehenden und breiten Schicht auf der Kollagenmatrix. Bei
den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfiihrt wurden, war die Occludin-
Auspragung starker als bei den Bi-Kulturen. Die Stof3wellen-Behandlung fuhrte bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC oder ECFC zu keiner starkeren Occludin-
Auspragung im Vergleich mit den unbehandelten Kollagenmatrices (Abbildung 76).
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Abbildung 76: Immunhistochemische Occludin-Farbung von mit StoRBwellen behandelten oder
unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM
an Kulturtag 33. Occludin (Pfeile) wurde als Bestandteil von Tight junctions zur Analyse der
Funktionalitat der Epithelzellschichten verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind
mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt.
Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die Maf3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500
pm.

3.6.3 Versorgung der Basalmembran des Mundschleimhaut-Aquivalents
In VIivo

Fur die Untersuchung der Ausbildung der Basalmembran der Mundschleimhaut-
Aquivalente in ovo, wurden die Mundschleimhaut-Aquivalente 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
Uberfuhrt. Nach der Entnahme von der CAM wurde bei den besiedelten
Kollagenmatrices die Basalmembranbestandteile Laminin und Kollagen [V

immunhistochemisch gefarbt.
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Weder bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf
die CAM Uberfihrt wurden, noch bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit
Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die ebenfalls an Kulturtag 12 auf

die CAM uberfuhrt wurden, konnte Laminin nachgewiesen werden (Abbildung 77).

Kulturtag 12

Fibroblasten
+ Epithelzellen

Fibroblasten
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+ Epithelzellen

Abbildung 77: Immunhistochemische Laminin-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Laminin wurde als Bestandteil
der Basalmembran als Marker dafir verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der
glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser
Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag
33 auf die CAM uberfuhrt wurden, konnte kein Laminin nachgewiesen werden. Die
StoRwellen-Behandlung der Bi-Kulturen fiihrte zu einer deutlichen Laminin-
Auspragung in einer breiten Schicht auf der Kollagenmatrix. Bei den
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder
ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, konnte ebenfalls Laminin

nachgewiesen werden. Nach der StoRwellen-Behandlung der Mundschleimhaut-

129



Ergebnisse

Aquivalente mit HDMEC oder ECFC konnte jedoch kein Laminin nachgewiesen
werden (Abbildung 78).
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Abbildung 78: Immunhistochemische Laminin-Farbung von mit StoBwellen behandelten oder
unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM
an Kulturtag 33. Laminin (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker daftir verwendet.
Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und
der porésen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefiihrt. Die
MalRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pum.

Weder bei den Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an Kulturtag 12 auf
die CAM Uberfuhrt wurden, noch bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit
Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC oder ECFC, die ebenfalls an Kulturtag 12 auf
die CAM uberfuhrt wurden, konnte Kollagen IV nachgewiesen werden (Abbildung 79).
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Abbildung 79: Immunhistochemische Kollagen IV-Farbung von Bi- und Tri-Kulturen auf der
Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM an Kulturtag 12. Kollagen IV wurde als
Bestandteil der Basalmembran als Marker dafiir verwendet. Geféarbt 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-
Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite nach oben und der porésen Seite nach unten
orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal durchgefuihrt. Die Mal3stabsbalken entsprechen
einer Lange von 500 pum.

Bei den unbehandelten Bi-Kulturen mit Fibroblasten und Epithelzellen, die an
Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, konnte kein Kollagen IV nachgewiesen
werden. Die StoRwellen-Behandlung der Bi-Kulturen fihrte zu einer Kollagen IV-
Auspragung. Bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen
und HDMEC oder ECFC, die an Kulturtag 33 auf die CAM uberfuhrt wurden, konnte
eine starke Kollagen IV-Auspragung nachgewiesen werden. Nach der StoRR3wellen-
Behandlung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit HDMEC konnte kein Kollagen 1V
nachgewiesen werden. Bei den Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten,
Epithelzellen und ECFC konnte eine ahnliche Kollagen IV-Auspragung wie bei den
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten mit Fibroblasten, Epithelzellen und
ECFC nachgewiesen werden (Abbildung 80).
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Abbildung 80: Immunhistochemische Kollagen IV-Farbung von mit StoBwellen behandelten oder
unbehandelten Bi- und Tri-Kulturen auf der Kollagenmatrix nach dem Ubersiedeln auf die CAM
an Kulturtag 33. Kollagen IV (Pfeile) wurde als Bestandteil der Basalmembran als Marker dafir
verwendet. Gefarbt 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-Aquivalente sind mit der glatten, zellokklusiven Seite
nach oben und der pordsen Seite nach unten orientiert dargestellt. Dieser Versuch wurde drei Mal
durchgefiuihrt. Die MaRRstabsbalken entsprechen einer Lange von 500 pm.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der ECFC aus Vollblut

Die aus dem Vollblut isolierten Endothelzellen wurden zundchst n&her charakterisiert.
Im Blut zirkulieren endotheliale Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells; EPC), die
zu adulten Endothelzellen differenzieren konnen. Die Vorlauferzellen lassen sich
unterteilen in friihe und spéate EPC (Hur et al. 2004). Die spaten EPC werden auch als
endothelial colony forming cells (ECFC) bezeichnet. Diese sind im Gegensatz zu den
anderen Untertypen proliferationsfahig und in der Lage GefaRRstrukturen auszubilden
(Critser and Yoder 2010; Tasev et al. 2016). Somit eignen sich die ECFC als einzige
Gruppe unter den EPC als endotheliale Quelle fur die Pravaskularisierung bei der
Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents aus autologen Zellen.

Am ersten Tag nach der Zellisolation aus der Vollblutspende waren viele adharente
Zellen auf der Zellkulturplatte vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt wiesen bisher nur
wenige Zellen CD31 auf ihrer Oberflache auf. Mit der Zeit I6sten sich einige Zellen und
die Population an adharenten Zellen verringerte sich. Bei den adharenten Zellen stieg
jedoch der Anteil an CD31-positiven Zellen an. Da CD31 von allen endothelialen Zellen
auf der Zelloberflache ausgepragt wird (Lertkiatmongkol et al. 2016; Medina et al.
2017), konnte angenommen werden, dass es sich bei diesen isolierten Zellen um
endotheliale Vorlauferzellen handelte. Bis zu Tag 7 nach der Isolation besal der
Grol3teils der isolierten, adharenten Zellen eine spindelférmige Morphologie. In der
Literatur ist beschrieben, dass frihe und spate EPC eine unterschiedliche
Zellmorphologie aufweisen und, dass die frthe EPC dabei eine Spindel-artige
Morphologie und die spate EPC eine Kopfsteinpflaster-Morphologie besitzen. Die
frihen 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
Grol3teils der isolierten, adhérenten Zellen bis zu Tag 7 nach der Isolation deutete
darauf hin, dass es sich bei den vorhandenen Zellen hauptsachlich um frihe EPC
handelte. Etwa 10 Tage nach der Zellisolation bildeten sich die ersten Zellkolonien
aus, welche fur 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 lie3en, waren erkennbar. Die Zellen zeigten eine

Kopfsteinpflaster-Morphologie, was charakteristisch fur ECFC sowie adulte
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Endothelzellen ist (Hur et al. 2004). Die Anzahl der CD31-positiven Zellen nahm tber
die Zeit hinweg zu. Dies liel3 sich aufgrund der Proliferationsfahigkeit der gewiinschten
ECFC erklaren.

CD14 ist ein Marker fur Zellen mit monozytarem Ursprung, wie zum Beispiel
Monozyten und Makrophagen (Zamani et al. 2013). Frihe EPC koénnen der
monozytarer Abstammung zugeordnet werden und pragen 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 Oberflache nachwiesen, gleichzeitig
CD14-positiv. 28 Tage nach der Zellisolation war bei den CD31-positiven Zellen kein
CD14 mehr vorhanden. Dies entsprach der Erwartung, dass frihe EPC CD14
auspragen und ECFC wiederum nicht (Medina et al. 2017). Es bestarkte, dass es sich
bei den isolierten Zellen in den ersten Tagen um friihe EPC handelte, und zu spéateren
Zeitpunkten um spate EPC, also ECFC.

Aufgrund der Anhaltspunkte, wie die Zellmorphologie, die Proliferationsfahigkeit 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 GefaRbildung innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents wahrend

der in vitro-Herstellung

Die Ausbildung von GefaRstrukturen innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents ist
fur die Funktionalitat des Gewebes von grof3er Bedeutung. Die in vitro-Ausbildung von
GefaRstrukturen in Gewebe-Aquivalenten vor einer Transplantation in vivo wird als
Pravaskularisierung bezeichnet. Die Gefal3strukturen der Pravaskularisierung kénnen
einen funktionalen Anschluss an das Gefal3system des Empfangerorganismus finden
(Mishra et al. 2016). Somit ist die Pravaskularisierung wahrend der in vitro-Herstellung
fur die Nahrstoff- und Sauerstoff-Versorgung des Mundschleimhaut-Aquivalents und
dessen Funktionalitdt nach der Transplantation in den Empfangerorganismus von
maRgeblichem Vorteil. Das Mundschleimhaut-Aquivalent wurde aus einer Tri-Kultur
mit Fibroblasten, Epithelzellen sowie Endothelzellen auf einer Kollagenmatrix erzeugt.
Die Gefalistrukturen sollten von den Endothelzellen ausgebildet werden. Diese
wurden dem Mundschleimhaut-Aquivalent wahrend des Herstellungsprozesses an

Kulturtag 12 hinzugegeben.
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An Kulturtag 26 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents hatten
sich bereits Gefal3strukturen in den Kollagenmatrices mit Bi-Kulturen aus Fibroblasten
und HDMEC, sowie in den Kollagenmatrices mit Tri-Kulturen aus Fibroblasten,
HDMEC und Epithelzellen ausgebildet. Diese Gefal3strukturen waren oberflachlich auf
der porésen Seite der Kollagenmatrix, der gegeniberliegenden Seite des Epithels,
lokalisiert. Innerhalb einer zweidimensionalen Zellkultur, in einem Tube Formation
Assay auf Matrigel®, bilden Endothelzellen nach 4 h Zusammenschliisse, sogenannte
Tubes, die auf ihre Fahigkeit zur GefalR3bildung schlieRen lassen (Staton et al. 2004).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich die Gefal3strukturen auch in einem
komplexeren dreidimensionalen Konstrukt in der Kollagenmatrix im Rahmen einer Bi-
und Tri-Kultur mit humanen dermalen mikrovaskularen 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 Oberflache
festgesetzt und dort GefalR3strukturen ausgebildet. Im Bereich des Tissue Engineerings
werden Gefal3strukturen mit einem maximalen Durchmesser des Gefalldlumens von
100 pm als mikrovaskulare Strukturen bezeichnet (Tien 2019). Die im
Mundschleimhaut-Aquivalent von HDMEC ausgebildeten GefaRstrukturen besitzen
einen Lumen-Durchmesser von 10 bis 30 um (Heller et al. 2016). Somit hatten sich bis
Kulturtag 26 in einem oberflachlichen Bereich der porésen Seite der Kollagenmatrix

mikrovaskulare Gefal3strukturen ausgebildet.

An Kulturtag 33 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents waren
die Gefalstrukturen in den Kollagenmatrices mit Bi-Kulturen aus Fibroblasten und
HDMEC, sowie mit Tri-Kulturen aus Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen besser
ausgepragt als an Kulturtag 26. AuRerdem waren die Gefal3struktur-ausbildenden
Endothelzellen an Kulturtag 33 vermehrt vVWF-positiv. An Kulturtag 26 war bei deutlich
weniger Zellen vVWF nachweisbar. Das Glykoprotein VWF wird von Endothelzellen
gebildet und spielt eine wichtige Rolle bei der primaren Homoostase (Gogia and
Neelamegham 2015). Die Bildung und Freisetzung des VWF aus Endothelzellen kann
als Mal3 der Endothelzell-Funktionalitdt gewertet werden. Das Fehlen der Auspragung
von VWF weist daraufhin, dass die Endothelzellen noch nicht ihre volle Funktion
ausgepragt haben. Es kann somit angenommen werden, dass die Endothelzellen und
die ausgebildeten GefaRstrukturen im Mundschleimhaut-Aquivalent an Kulturtag 33
funktionaler sind als an Kulturtag 26. Die Gefal3strukturen konnten an Kulturtag 33 der

Mundschleimhaut-Aquivalent-Herstellung etwas tiefer in der Kollagenmatrix
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nachgewiesen werden als an Kulturtag 26. Sie waren jedoch weiterhin in einem sehr
oberflachlichen Bereich der porésen Seite der Kollagenmatrix lokalisiert. Somit bildete
sich das Gefal3strukturnetz zwischen dem 26. und 33. Kulturtag innerhalb der
Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents weiter aus und schien eine leichte
Affinitat zu besitzen in die Kollagenmatrix einzuwachsen. Eine tiefgehende
Pravaskularisierung blieb jedoch aus. In einem Maus-Modell konnte ein Einwachsen
von Blutgefal3en in die azellulare Kollagenmatrix (selbe Kollagenmatrix wie fur die
Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents verwendet) nach der Transplantation
gezeigt werden (Dau et al. 2020). Die Moglichkeit des Einwachsens von
Gefal3strukturen in die Kollagenmatrix, welches in vitro nicht stattgefunden hat konnte

somit in vivo gezeigt werden und sollte auch fur die Pravaskularisierung maglich sein.

Aufgrund des besser ausgebildeten Gefal3strukturnetzes an Kulturtag 33, dessen
Endothelzellen funktionaler waren, sowie tiefer im Mundschleimhaut-Aquivalent
lokalisiert waren im Vergleich zu den Gefal3strukturen an Kulturtag 26, eignete sich die
Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Aquivalents von 33 Tage besser als eine
Dauer von 26 Tagen. Da das Mundschleimhaut-Aquivalent eine Dicke von etwa
500 um aufweist und nach einer Transplantation in vivo die Diffusionsgrenze fur die
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung in Geweben bei etwa 200 um liegt (Torres Filho
et al. 1994), konnte sich ohne eine tiefgehende Pravaskularisierung nach der
Transplantation ein unterversorgter nekrotischer Kern im Gewebe-Aquivalent bilden,
der zum Absterben des Epithels und zur Absto3ung des Transplantats fuhren kann
(Tien 2019). Fur eine zukunftige in vivo-Anwendung ist es somit unerlasslich die
GefaRstrukturen tiefer in das Mundschleimhaut-Aquivalent, in Richtung der glatten,
zellokklusiven Seite einzubringen, um die Versorgung des Epithels in vivo und damit
das Uberleben und die Funktionalitit des Gewebe-Aquivalents nach einer

Transplantation zu gewahrleisten.

4.3 Verhalten der Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent wahrend

der in vitro-Herstellung

Die Fibroblasten dienen der Ausbildung der extrazellularen Matrix und sind ein
wichtiger zellularer Bestandteil des Bindegewebes (Alberts 2002). Dabei
synthetisieren sie das Glykoprotein Tenascin als Bestandteil der extrazellularen Matrix

(Taylor et al. 1989). Die Fibroblasten wurden an Kulturtag 1 der Mundschleimhaut-
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Aquivalent-Herstellung auf die Kollagenmatrix gegeben. Neben der Ausbildung des
Bindegewebes sezernieren sie verschiedene Wachstumsfaktoren und unterstitzen
damit bekanntermafen unter anderem die Pravaskularisierung und die
Epithelausbildung (Kellouche et al. 2007; Wong et al. 2007).

An Kulturtag 12 innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents konnte
die Funktionalitat der Fibroblasten zur Ausbildung der extrazellularen Matrix tber eine
Tenascin-Farbung in oberflachlicheren Bereiche der pordsen Seite der Kollagenmatrix
nachgewiesen werden. An Kulturtag 26 war Tenascin bereits verteilter im
Mundschleimhaut-Aquivalent zu finden und an Kulturtag 33 war Tenascin letztendlich
im gesamten Mundschleimhaut-Aquivalent nachweisbar. Dies lieR darauf schlieRen,
dass die Fibroblasten tber die gesamten 33 Kulturtag hinweg vital und funktional
waren. Es lasst sich vermuten, dass die oberflachliche Besiedelung der Kollagenmatrix
mit Fibroblasten ausreichend ist, um nach 33 Kulturtagen ein Bindegewebe
auszubilden, welches das gesamte Mundschleimhaut-Aquivalente durchzieht. Die
Sekretion von Zytokinen durch die Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent
scheint somit Uber 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 unterstitzen (Kellouche et al. 2007; Newman et al. 2011), kénnte
dies ein Grund dafur sein, dass die Endothelzellen an Kulturtag 33 wéahrend der
Mundschleimhaut-Aquivalent-Herstellung tiefer lokalisiert und die GefaRstrukturen
besser ausgebildet waren als an Kulturtag 26. AuRerdem besitzen die Fibroblasten
zusatzlich eine Migrationsneigung, die es ihnen erméglicht in 3D-Kollagenmatrices
hinein zu migrieren (Miron-Mendoza et al. 2008). Dies ermdglicht es ihnen sich
innerhalb der 33 Kulturtage in der Kollagenmatrix zu verteilen; anders als bei den
Endothelzellen. Die Funktionalitdt der Fibroblasten sowie die effektive Ausbildung
eines Bindegewebes st bedeutend fur die Funktionalitit von nativem
Mundschleimhaut-Gewebe (Brizuela and Winters 2022) und somit auch innerhalb der

Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents zur in vivo-Anwendung.
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4.4 Ausbildung des mehrschichtigen Epithels und der Basalmembran

des Mundschleimhaut-Aquivalents wahrend 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 Oberflachenmarker auf. In der
aulBersten Schicht befinden sich vollstandig differenzierte Epithelzellen, welche
Involucrin auf ihrer Oberflache exprimieren. Darunter befinden sich intermediar
differenzierte  Zytokeratin 13-exprimierende Epithelzellen. Darunter wiederum
befinden sich undifferenzierte, basale Epithelzellen, auf deren Zelloberflache sich
Zytokeratin 19 nachweisen lasst (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-Aquivalents 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-Aquivalents zunachst als diinne durchgéngige
Schicht auf der Oberflache der glatten, zellokklusiven Seite der Kollagenmatrix
nachgewiesen werden. An Kulturtag 26 bis hin zu Kulturtag 33 waren die Involucrin-
positiven Zellen, also die vollstandig 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 (intermediar
differenzierte und undifferenzierte Epithelzellen) waren an Kulturtag 12 zunachst auf
der Oberflache der zellokklusiven Seite der Kollagenmatrix als diinnen durchgangige
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 Funktionalitat des
mehrschichtigen Epithels konnte Uber 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 Auspragung von Tight junctions auf der
Oberflache des Mundschleimhaut-Aquivalents nachgewiesen werden. Somit wies die
durchgangige, dunne Schicht von Epithelzellen an Kulturtag 12 eine geringe
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Funktionalitat auf. Der Gehalt an Tight junctions nahm von Kulturtag 12 bis hin zu
Kulturtag 33 zu, was auf die Steigerung der Funktionalitat des Epithels tber die
Kultivierungszeit hindeutete. An Kulturtag 33 waren ausgepragte Bereiche mit Tight
junctions in einer breiten Schicht auf der glatten, zellokklusiven Seite des
Mundschleimhaut-Aquivalents 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-Aquivalents nicht nachgewiesen
werden. Erst an Kulturtag 33 lie sich Laminin innerhalb des Mundschleimhaut-
Aquivalents 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 zusatzliche Stimulation zu keinem Zeitpunkt
innerhalb der Kultivierungsdauer von 33 Tagen im Mundschleimhaut-Aquivalent
nachweisbar. Die Ausbildung der Basalmembran innerhalb der in vitro-Herstellung des
Mundschleimhaut-Aquivalents 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 kénnte somit die Expression von Kollagen IV

und damit die Ausbildung der Basalmembran im Mundschleimhaut-Aquivalent fordern.

Wie bei dem in vitro-Prozess der Pravaskularisierung war eine Kultivierungsdauer des
Mundschleimhaut-Aquivalents von 33 Tagen fiir 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 fur ein funktionales
Mundschleimhaut-Aquivalent fiir eine zukiinftige in vivo-Anwendung. Die Ausbildung
des mehrschichtigen Epithels und besonders die Ausbildung der Basalmembran sollte
wahrend der in vitro-Herstellung weiter optimiert und unterstitzt werden, um die

Funktionalitat des Mundschleimhaut-Aquivalents zu gewahrleisten.
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4.5 Parakrine Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-

Aquivalents

Um ein besseres Verstandnis fir die Interaktion zwischen den drei verschiedenen
Zelltypen innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents, sowie fiir die Prozesse der
Pravaskularisierung und der Epithelausbildung zu erhalten, wurde die Sekretion von
Zytokinen durch das Mundschleimhaut-Aquivalent 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-
Aquivalent zu betrachten.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Grof3teil 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-Aquivalent beeintrachtigten dabei die
Zytokin-Sekretion der anderen Zelltypen. Welche Mechanismen dem zu Grunde lagen
ist noch unklar. Um diese aufzudecken, missen weitere Analysen der parakrinen
Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents folgen. Das
Kultivierungssystem der Mundschleimhaut-Aquivalente als Tri-Kultur beinhaltete durch
die Zugabe der Epithelzellen zwei Drittel mehr Zellen als das Kultivierungssystem mit
Bi-Kulturen. Die hohere Gesamtzellzahl bei der Tri-Kultivierung bei gleichem
Zellkulturmedium-Volumen  fihrte  moglicherweise  durch  das  reduzierte
Né&hstoffangebot zu zellularen Stress, welcher zu einer erniedrigten Zytokin-Produktion
und -Sekretion gefiihrt haben kdnnte. Ein Hinweis fir ein hoheres Level an Zellstress
in der Tri-Kultur als in der Bi-Kultur ist die geringere Sekretion von eNOS wahrend der
Tri-Kultivierung, welche durch die Erh6hung von oxidativem Stress verursacht werden
kann (Luczak et al. 2020). Eine &hnliche Beobachtung wurde in einem Rattenmodell
gemacht, bei dem die Tiere psychologischem Stress ausgesetzt wurden. Dies bewirkte
zellularen Stress, der in einer verdnderten Zytokin-Produktion resultierte, bei der
Zytokine stressbeding geringer oder starker sezerniert wurden (Himmerich et al. 2013).
Allerdings bezog sich diese Beobachtung auf Ablaufe in der physiologischen

Umgebung in vivo und kann nicht auf das Tri-Kulturmodell Gbertragen werden. Im
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Tiermodell spielen Faktoren, wie Hormone und Immunzellen, wie Makrophagen und
Monozyten, eine wichtige Rolle bei der Ausldsung von Zellstress. Diese Faktoren sind
im Tri-Kulturmodell nicht vorhanden. Mdéglicherweise spielen im Mundschleimhaut-
Aquivalent bei Zellstress andere Faktoren eine wichtige Rolle, die tiber die parakrine
Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen vermittelt werden. Dabei kdnnte
einer der Zelltypen durch eine stressbedingt veranderte Sekretion von Zytokinen
Einfluss auf einen anderen Zelltyp nehmen. Die resultierenden Mechanismen kénnen
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-3, 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-Aquivalent wahrend der Kultivierung des
Mundschleimhaut-Aquivalents stattfand, schien die verminderte Sekretion von IL-4
und auch die geringere Sekretion weiterer Zytokine darauf keinen mal3geblichen
Einfluss zu besitzen. Eventuell kénnte eine Beeintrachtigung der Epithelzellen durch
die verminderten sezernierten Zytokine bestanden haben, die zu der unzulénglichen
Ausbildung der Basalmembran beitrug. Fir 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-Aquivalent zuverlassig
Gefal3strukturen ausbildeten, schien die deutlich geringere Sekretion von EGF keine
Beeintrachtigung der Pravaskularisierung darzustellen. Die Pravaskularisierung 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 Pravaskularisierung in einer Bi-Kultur mit Fibroblasten und Endothelzellen
ebenfalls nur auf oberflachliche Bereiche der Kollagenmatrix beschrankte (Schulze
2016; Bauer 2018). Auch wenn die verminderte Zytokin-Sekretion innerhalb des
Mundschleimhaut-Aquivalents  keinen ~ mafgeblichen Einfluss auf die
Pravaskularisierung sowie die Epithelausbildung besal3, sollte die parakrine
interzellulare 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 inre Sekretion im Verlauf der Mundschleimhaut-
Aquivalent-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 GefaRausbildung von Endothelzellen
spielt (Ferrara 2004). Vor der Zugabe der Endothelzellen sezernierten Fibroblasten auf
der Kollagenmatrix an Kulturtag 12 eine ahnliche Menge an VEGF wie die Bi-Kultur
mit Fibroblasten und Epithelzellen. Dies lasst vermuten, dass im Mundschleimhaut-
Aquivalent die Fibroblasten VEGF sezernierten und die Epithelzellen wiederum nicht.
In der Literatur bestéatigt sich, dass Fibroblasten VEGF sezernieren (Duffy et al. 2013).
Neben Fibroblasten sezernieren noch einige weitere Zelltypen VEGF (Ito et al. 2007).
Auch fur 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 fir die Epithelzellen im Mundschleimhaut-
Aquivalent 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 ahnliche 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-Aquivalent ebenfalls kein VEGF sezernierten. Somit
waren die Fibroblasten hauptverantwortlich fir die Sekretion von VEGF im
Mundschleimhaut-Aquivalent. Endothelzellen tragen VEGF-Rezeptoren auf ihrer
Zelloberflache, aber exprimieren unter physiologischen Bedingungen selbst kein
VEGF. Allerdings konnen Formulierung eines Zellkulturmediums fir 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 fir das Mundschleimhaut-Aquivalent 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-
Aquivalent die Sekretion von VEGF, welche vermutlich hauptsichlich von den
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Fibroblasten ausging, negativ beeinflusste. Die VEGF-Sekretion von Fibroblasten
kann durch die Inhibition von TGF-B negativ beeinflusst werden (Noma et al. 2008).
Die Analyse der Sekretion von TGF-[3 zeigte, wie bereits genannt, dass in der Tri-Kultur
weniger TGF-B sezerniert wurde als in der Bi-Kultur. Hier kdnnte ein mdglicher
Zusammenhang zur verringerten VEGF-Sekretion bestehen. Welche Mechanismen zu
der Herunterregulierung von VEGF bzw. TGF-B im Mundschleimhaut-Aquivalent
fuhrten ist noch unklar. Trotz der wichtigen Rolle von VEGF auf die Gefal3bildung,
wirkte sich die verminderte VEGF-Sekretion nicht auffallend auf die
Pravaskularisierung im Mundschleimhaut-Aquivalent 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-Aquivalents kénnte somit eventuell eine weitere
maogliche Beeintrachtigung der Ausbildung einer Basalmembran durch die

Epithelzellen im Mundschleimhaut-Aquivalent darstellen.

Die Bi-Kultur mit Fibroblasten und ECFC sezernierte an Kulturtag 15 ebenfalls mehr
VEGEF 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 fir eine Herunterregulierung der VEGF-Sekretion der
Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent. Diese Herunterregulierung fiel
allerdings schwéacher aus als mit HDMEC. Die ECFC waren im Mundschleimhaut-
Aquivalent ebenfalls in der Lage eine Pravaskularisierung auszubilden. Zwischen der
Verwendung von HDMEC und ECFC als Endothelzellen, besteht somit kein
wesentlicher Unterschied im Hinblick auf die VEGF-Sekretion innerhalb des

Mundschleimhaut-Aquivalents.

Der Wachstumsfaktor bFGF trAgt zur Migration, zur Differenzierung und zur
GefalRausbildung 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 Uber Brustepithelzellen bekannt, dass diese ebenfalls bFGF exprimieren
(Li and Shipley 1991). Zum einen ware moglich, dass die bFGF-Sekretion der
Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent durch die Kokultivierung mit den
Epithelzellen stimuliert wurde. Zum anderen wére es mdoglich, dass die Epithelzellen
den GroRteil der bFGF-Menge im Uberstand des Mundschleimhaut-Aquivalents
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-Aquivalent nicht wie andere
Zytokine herunterreguliert oder gehemmt, sondern durch die Kultivierung mit den
Epithelzellen gesteigert. Die Untersuchungen der Zytokin-Veranderungen 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 Uberstand der Tri-Kultur am letzten Kulturtag &hnlich niedrig war wie
die bFGF-Konzentration im Uberstand der Bi-Kultur. Somit wurde bei der Tri-Kultur mit
Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC zunachst 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-B beeinflusst werden kann (Jones et al. 1999).
Da TGF-B in der Tri-Kultur weniger sezerniert wurde als in der Bi-Kultur, konnte dies
in einem Zusammenhang mit der abfallenden bFGF-Konzentration im
Mundschleimhaut-Aquivalent Uber die Kultivierungsdauer stehen. Des Weiteren ist
bekannt, dass hohe Konzentrationen von bFGF flr eine Epithelzell-Differenzierung
und niedrige Konzentrationen von bFGF fur eine Epithelzell-Proliferation verantwortlich
sind (Wang et al. 2017). Ein weiterer Grund fiir die anfanglich héhere und dann stetig
abnehmende Sekretion von bFGF der Tri-Kultur kdnnte somit sein, dass die
Epithelzellen hauptverantwortlich fur die bFGF-Sekretion im Mundschleimhaut-
Aquivalent 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
ahnliches Level ab. Bei den Kulturen mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte sich somit
eine ahnliche bFGF-Sekretion innerhalb der Kultivierung des Mundschleimhaut-

Aquivalents.

IL-8 kann dazu beitragen die Neovaskulogenese zu stimulieren (Yoshida et al. 1997)
und somit auch einen Einfluss auf die Pravaskularisierung haben. Fibroblasten auf der
Kollagenmatrix sezernierten an Kulturtag 12 vor der Zugabe der Endothelzellen eine
ahnliche Menge an IL-8 wie die Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen. An
Kulturtag 15 sezernierte die Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC eine &hnliche
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 unverandert. Ein nahezu
identisches Sekretions-Muster fur IL-8 zeigte sich bei den Bi- und Tri-Kulturen mit
ECFC anstelle von HDMEC. Dies lasst annehmen, dass die Fibroblasten fur die IL-8-
Sekretion im Mundschleimhaut-Aquivalent verantwortlich waren und diese Sekretion
Uber 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-Aquivalents nicht der Fall zu sein oder zumindest keinen messbaren
Einfluss zu besitzen. Des Weiteren wurden die IL-8-Sekretion der Fibroblasten
innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents nicht durch die Tri-Kultivierung mit
Epithelzellen und Endothelzellen beeintrachtigt. Die Verwendung der ECFC im
Mundschleimhaut-Aquivalent 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), konnte
vermutet werden, dass entweder die Epithelzellen einen positiven Einfluss auf die
eNOS-Sekretion der Fibroblasten besal3en oder die Epithelzellen einen grofR3en Teil
des eNOS-Anteils im Mundschleimhaut-Aquivalent 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 daflr konnte 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
unverandert. 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-Aquivalent 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 fur die Zellen verfugbaren eNOS kann auf erhdohte Mengen von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und oxidativen Stress zurtickzufiihren sein. Dies kann zu
einer verminderten Verfugbarkeit von Stickstoffmonoxid fuhren, was wiederum die
genannte Endothelzellsprossung beeintrdchtigen kann (tuczak et al. 2020). In
geringeren Konzentrationen, sowie sie auch in einer gesunden physiologischen
Umgebung vorkommt, sind ROS wichtige Molekiile beispielsweise bei dem Schutz vor
Apoptose (Eckers et al. 2012). Die geringere Sekretion von eNOS wirkte sich im
Mundschleimhaut-Aquivalent mit einer Tri-Kultur aus Fibroblasten, Epithelzellen und
Endothelzellen nicht auf die Qualitait der Pravaskularisierung 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
unverandert. Am letzten Kulturtag 33 sezernierte die Bi-Kultur weiterhin mehr eNOS
als die Tri-Kultur. Insgesamt sezernierte das Mundschleimhaut-Aquivalent mit ECFC
mehr eNOS als das Mundschleimhaut-Aquivalent mit HDMEC. Eine héhere 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 bestatigt werden. Generell zeigten Mundschleimhaut-
Aquivalente mit ECFC die gleiche Tendenz der eNOS-Sekretion wie
Mundschleimhaut-Aquivalente 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 maligeblich fur die Angiopoietin-2-Sekretion im
Mundschleimhaut-Aquivalent 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 ware denkbar, dass organsiertere Endothelzellen
in Gefal3strukturen weniger Angiopoietin-2 exprimieren und sezernieren als vereinzelte
Endothelzellen, die am Anfang der GefaRausbildung stehen. Es ist belegt, dass die
Angiopoietin-2-Konzentration in einer gesunden physiologischen Umgebung geringer
ist als in einer entziindlichen oder tumorésen Umgebung (Akwii et al. 2019). Dies
bekraftigt die ldee, dass Angiopoietin-2 zu Beginn der GefalRausbildung starker
sezerniert wird und die Sekretion mit der Zunahme von ausgepragteren
GefaRstrukturen, wie es im Mundschleimhaut-Aquivalent ab Kulturtag 26 der Fall ist,
abnimmt. AuRerdem deuten die Ergebnisse daraufhin, dass auch bei der Angiopoietin-
2-Sekretion eine negative Interaktion zwischen den Epithelzellen und den

Endothelzellen im Mundschleimhaut-Aquivalent vorhanden war, die zu der
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Erniedrigung der Angopoietin-2-Sekretion fihrte. Dies wirkte sich jedoch nicht auf die

Qualitat der Pravaskularisierung im Mundschleimhaut-Aquivalent 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 &hnliche Menge
an Angiopoietin-2 sezernierte wie die Bi-Kultur. Insgesamt zeigten sich groRRere
Schwankungen in der Angiopoietin-2-Sekretion innerhalb verschiedener Bi- und Tri-
Kultur-Ansatze. 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-Aquivalents mit HDMEC und des Mundschleimhaut-Aquivalents mit
ECFC fuhrte jedoch zu keiner maf3geblichen Beeintrachtigung der Pravaskularisierung
bzw. der Anwendung der ECFC.

4.6 Optimierung der Pravaskularisierung mittels chemotaktischer Reize

Die GefaRausbildung innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents war zwar
erfolgreich, jedoch beschrankte sich diese bisher auf den oberflachlichen Bereich der
porosen, der Epithelschicht gegenlberliegenden Seite der Kollagenmatrix. Eine
tiefgehende Pravaskularisierung wurde angestrebt, um die spatere Versorgung des
Epithels nach der Transplantation des Mundschleimhaut-Aquivalents in vivo zu
gewahrleisten. Mittels chemotaktischer Reize wurde versucht die Endothelzellen zur
Migration in die Kollagenmatrix hinein anzuregen, um dort ebenfalls Gefal3strukturen

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 fur 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 Splei3en 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 fir HDMEC und ECFC bestatigt 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 Hohepunkt
ihrer Migrationsleistung hatten die Zellen bei einer Konzentration von 25 ng/ml VEGF-
121 als Lockstoff. Die ECFC zeigten eine schwachere Migrationsaffinitat 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 dafur kdnnte sein, dass die ECFC eine
geringere Migrationsaffinitat besitzen kénnten als HDMEC. Es ware moglich, dass die
im Blut zirkulierenden endothelialen Vorlauferzellen vor der Isolation noch eine hohe
Migrationsneigung besitzen, da sie durch angiogene Stimuli zu Gefaf3schaden
migrieren mussen und sie bei der GefaBheilung differenzieren und danach ihre
Migrationsneigung abnimmt. Bei den isolierten Zellen aus dem Blut handelt es sich um
bereits differenzierte EPC. HDMEC kdnnten eine héhere Migrationsneigung besitzen,
da sie als mikrovaskulare Endothelzellen im Gewebe Angiogenese betreiben
(Bourland et al. 2019).

Ein Ansatz, um einen chemotaktischen Reiz fur die Endothelzellen in die
Kollagenmatrix hinein zu erzeugen, war es, in einem Transwell-System unterhalb der
Kollagenmatrix, die mit der porésen Seite nach oben gerichtet war, Fibroblasten im
Well auszuséaen. 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 kdnnte durch die adh&renten, vitalen
Fibroblasten unterhalb der Kollagenmatrix im Transwell-System ein langanhaltender
Gradient an chemotaktischen Zytokinen fir 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 daftr koénnte sein, dass die Menge der
sezernierten chemotaktischen Faktoren zu gering war zur Anregung der Migration. Bei
der Analyse der parakrinen Kommunikation innerhalb des Mundschleimhaut-
Aquivalents 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 fur 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 um und die HDMEC sind in
etwa 30 um grof3. 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 fur
die Endothelzellen ein groReres Hindernis dargestellt zu haben, beidem eventuell
hauptséachlich der chemotaktische Reiz durch die etwa 500 um 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 fur die zellbesiedelte Kollagenmatrix verwendet. Fur
diesen Ansatz wurde zunéchst eine zeitlich konstante Abgabe von VEGF-121 aus dem
Kollagen I-Gel in dartber liegendes Medium erfolgreich nachgewiesen. Innerhalb der
ersten drei Stunden diffundierte VEGF zu einer Konzentration von 368 ng/ml in das
darlber liegende Medium. Da sich Endothelzellen, die sich in Suspension befinden,
zu einem Grof3teil innerhalb der ersten vier Stunden nach ihrer Aussaat an der
Kollagenmatrix festsetzen, stellte dies eine gute Voraussetzung fir den
darauffolgenden Migrationsversuch dar, bei dem die Endothelzellen auf einer
Kollagenmatrix ausgesat 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-Ansatzen. Die Struktur der Kollagenmatrix sollte
aufgrund der offen porigen Schichtseite aus Kollagenfasern kein Hindernis fur die

Migration der Endothelzellen darstellen. In einer Studie, bei der die Kollagenmatrix als
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azellulares Transplantat in Ratten transplantiert wurde, konnte zwei Woche spéter eine
homogene Vaskularisierung der kompletten Matrix gezeigt werden (Schwarz et al.
2006). Wohl eher ist die Affinitat der Endothelzellen auf dem Kollagen des Scaffolds
angeheftet zu bleiben hoher, als der chemotaktische Reiz des VEGF-121.
Endothelzellen adhé&rieren bevorzugt auf Kollagen-beschichteten Untergriinden, mit
der Folge einer geforderten Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen und einer erhéhten
fokalen Adhéasion (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
Uber einen chemotaktischen Gradienten im Transwell-System oder tber das Kollagen
I-Gel mdglich. Ein starkerer chemotaktischer Gradient, welcher zuséatzlich Gber die Zeit

kontrollierbar ist, kbnnte zu einer Optimierung der Endothelzellmigration fihren.

4.7 Optimierung der Pravaskularisierung mittels Nanopartikel

Ein moglichst langfristiger chemotaktischer Gradient kdnnte mithilfe von Nanopartikeln
erzeugt werden, die chemotaktische Faktoren eingekapselt tragen und kontrolliert
aufgebrochen werden kdnnen, sodass eine konstante Freisetzung dieser Faktoren
gewahrleistet werden kann. Ziel ware es die Nanopartikel wahrend der Herstellung des
Mundschleimhaut-Aquivalents an die Kollagenmatrix zu binden und von der glatten,
zellokklusiven Seite aus einen chemotaktischen Gradient zu erzeugen, der die
Endothelzellen auf der gegentiberliegenden Seite zur Migration in die Kollagenmatrix
hinein und zur Epithelseite hin anregt. Als chemotaktischer Lockstoff wurde VEGF-121
gewabhlt. Die chemotaktische Wirkung von VEGF-121 konnte bereits bestatigt werden.
Aufgrund der geringeren Grol3e der Spleil3variante im Vergleich zu VEGF, eignete es
sich zur Einkapselung in die Nanopartikel. VEGF-121 wurde in Stérke- sowie
Hydroxyethylstarke (HES)-Nanopartikel eingekapselt, welche mittels a-Amylase
aufgebrochen werden sollten. Um die Freisetzungskinetik der Nanopartikel zu
analysieren und Nanopartikelmengen sowie a-Amylase-Mengen aneinander
anzupassen, wurde fluoreszierendes Sulforhodamin-101 (SR-101) in die Starke- 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 Starke- und HES-Nanopartikeln konnte
mittels a-Amylase erzielt werden. Ohne a-Amylase waren die Starke-Nanopartikel
recht stabil und lieRen tber 7 d hinweg kaum SR-101 frei. Eine geringe Menge an
a-Amylase von 1,157 U erzielte nur ein schwaches Aufbrechen der Stéarke-
Nanopartikel und somit nur eine geringe Freisetzung von SR-101. Durch die
Verwendung von 11,57 U oder 115,7 U a-Amylase konnten die Starke-Nanopartikel
erfolgreich aufgebrochen werden, wobei SR-101 tber 7 d hinweg freigesetzt wurde.
Bei der Verwendung von 11,57 U a-Amylase war der Grof3teil des Nanopartikel-
Inhaltes nach 12 h freigesetzt. Bei der Verwendung von 115,7 U a-Amylase war dies
bereits nach 3 h der Fall. Bei der Verwendung von 11,57 U a-Amylase bei HES-
Nanopartikeln war der Grol3teil des Nanopartikel-Inhaltes nach 24 h freigesetzt und bei
der Verwendung von 115,7 U a-Amylase nach 3 h. Somit brach der Grol3teil der HES-
Nanopartikel mit der mittleren Menge an a-Amylase spéater auf als der Grof3teil der
Starke-Nanopartikel. Bei Starke handelt es sich um ein Polysaccharid ((CeH1005)n) aus
a-D-Glukose-Einheiten (Lovegrove et al. 2017). HES wird kinstlich aus Amylopektin
hergestellt und hat Hydroxyethylgruppen an den Glukoseeinheiten gebunden (Warren
and Durieux 1997). Starke sowie HES kann durch a-Amylase zerstort werden (Yoshida
and Kishikawa 1984; Sun et al. 2010). Durch die Hydroxyethylglukose-Bindungen
werden die HES-Nanopartikel langsamer zerstort als die Starke-Nanopartikel (Yoshida
and Kishikawa 1984).

Des Weiteren wurde untersucht, wie sich die Freisetzungskinetik der Nanopartikel mit
a-Amylase unter Schitteln mit und ohne Rihrstadbchen verhalt. Das Schitteln fihrte
bei den Starke- sowie HES-Nanopartikel dazu, dass sich die Freisetzungskinetik bei
der Verwendung von 11,57 U a-Amylase und 1157 U a-Amylase aneinander
anpasste. Dies konnte damit erklart werden, dass die Nanopartikel durch das Schiitteln
der a-Amylase zuganglicher werden und bereits geringere a-Amylase-Mengen zu
einem ahnlichen Aufbrechen der Nanopartikel fihren wie hdhere a-Amylase-Mengen.
Die Nanopartikel ohne a-Amylase-Behandlung waren trotz des Schiittelns stabil und
lieBen kein SR-101 frei. Das Schutteln mit Ruhrstdbchen flhrte unabhangig von einer
a-Amylase-Behandlung zu einer kompletten mechanischen Zerstérung der Stéarke-

sowie HES-Nanopartikel.

Der kontrollierbare Aufbruch der Nanopartikel und ihre Freisetzungskinetik haben sich

als geeignet erwiesen, um fir zukinftige Versuche mit dem Mundschleimhaut-
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Aquivalent Anwendung bei der Erzeugung eines chemotaktischen Gradienten zu
finden. Unterschiedliche Verhaltnisse an Starke- und HES-Nanopartikeln sowie
unterschiedliche Mengen an a-Amylase kdénnen verwendet werden, um einen
geeigneten Gradienten Uber die Zeit hinweg zu erzeugen. Durch Schitteln kann dies
zusatzlich beeinflusst werden. Eine vollstandige Zerstorung der Nanopartikel kann
durch eine mechanische Zerstérung mittels Schutteln mit Ruhrstabchen erreicht
werden. Letztes ist allerdings nicht fir eine Anwendung mit dem Mundschleimhaut-
Aquivalent geeignet, sondern diente als Erkenntnis beim Aufbrechen der Nanopartikel,
welche als Methode zum Freisetzungsversuch von VEGF-121 angewendet werden

konnte.

Die Zellviabilitat von HDMEC wurde durch die Zugabe der Starke- sowie HES-
Nanopartikel beeintrachtigt. Zwar stieg die Zellviabilitat der mit Nanopartikel-
behandelten Zellen Gber 7 d hinweg an, jedoch war sie geringer als bei unbehandelte
Zellen. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen der Verwendung von Starke- und
HES-Nanopartikeln. Das gleiche zeigte sich bei der Wirkung der Nanopartikel auf die
Fibroblasten. Die Epithelzellen waren von dieser Beeintrachtigung weniger betroffen.
HES steht seit langerer 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 Zellaktivitat von Endothelzellen besitzt
(Collis et al. 1994). AulRerdem ist bekannt, dass eine Behandlung mit HES in vivo in
einer Patientin oder einem Patienten zu einer allergischen Reaktion zu fihren kann
(Porter and Goldberg 1986). Die Untersuchung von verschiedenen Starke-basierten
Biomaterialien zeigte eine Biokompatibilitaét von Stérke fur in vitro-Zellkulturen auf
(Marques et al. 2005). Da die Beeintrachtigung der Zellviabilitat der HDMEC,
Fibroblasten und Epithelzellen durch die Starke-Nanopartikel &hnlich ist wie durch die
HES-Nanopartikel und diese Beeintrachtigung zudem nicht signifikant ist und den
Anstieg der Zellviabilitat zuléasst, tritt die Vermutung einer mal3geblichen
Beeintrachtigung durch HES in den Hintergrund. Bei der Herstellung der Starke- sowie
der HES-Nanopatrtikel erfolgt eine Redispergierung der Nanopartikel mit einer 0,1%
SDS-L6sung mit einer darauffolgenden Aufreinigung. Ein Teil des SDS bleibt in der
Nanopartikel-Losung vorhanden und ist notwendig, damit die Nanopartikel dispergiert
bleiben. SDS kann bei Zellen zu einer Inhibierung des Zellwachstums und zur

Apoptose fuhren (Nam C-W et al. 2011). Da es sich um eine nicht signifikante
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Beeintrachtigung der Zellviabilitdt im Vergleich zu unbehandelten Zellen handelte und
die Nanopatrtikel in zukinftigen Versuchsansatze an die glatte, zellokklusive Seite der
Kollagenmatrix, also gegeniberliegend zu den Endothelzellen und Fibroblasten,
gebunden werden sollen, sind die Starke- und HES-Nanopartikel nach jetzigen Stand
fur die Anwendung geeignet.

Auch die Zugabe der a-Amylase, die fur die Anwendung der Nanopartikel im
Mundschleimhaut-Aquivalent notwendig ist, beeintrachtigte die verschiedenen
Zelltypen in ihrer Viabilitat. Die Verwendung von 11,5 U a-Amylase besitzt keinen
signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitdt von HDMEC. Die Verwendung von 115,7 U
a-Amylase hingegen fihrt bereits 6 h nach der Behandlung zu einer signifikanten
Reduktion der Zellviabilitat im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Gleiches zeigte sich
fur die Fibroblasten, welche mit a-Amylase behandelt wurden. Ein ahnliches Ergebnis
zeigte sich auch bei den Epithelzellen, wobei der Effekt weniger deutlich war als bei
der a-Amylase-Behandlung von HDMEC und Fibroblasten. Dies lag vermutlich
allerdings daran, dass bereits bei den unbehandelten Epithelzellen grof3e
Schwankungen in der Viabilitat herrschten. Die a-Amylase scheint in hohen Mengen
einen zelltoxischen Einfluss auf humane Zellen zu besitzen. Eine in vitro-Toxizitat auf
neuroepitheliale Zellen ist bekannt (Sasso et al. 2022). Die hohe Menge von 115,7 U
a-Amylase ist somit nicht fiir die Behandlung der Nanopartikel im Zusammenhang mit
dem Mundschleimhaut-Aquivalent geeignet. Die Menge von 11,5 U a-Amylase kann

jedoch flr zukinftige in vitro-Versuche verwendet werden.

Eine VEGF-121-Freisetzung aus den Starke- und HES-Nanopartikeln war auf keine
Weise zu erzielen, weder durch die Verwendung der ausgetesteten oder einer noch
hoheren a-Amylase-Menge, noch durch die mechanische Zerstérung durch das
Schitteln mit RUhrstabchen oder Ultraschallbehandlung. Auch nicht durch die
Kombination aus all diesen Mdglichkeiten. VEGF-121 besitzt Aminogruppen, welche
feste Bindungen mit den Glukoseeinheiten der Starke und der HES eingehen kdénnen
und somit mit den ,Wanden“ der Nanopartikel reagieren (Baschang 1962; Ferrara
1999). Eine Freisetzung ist dann scheinbar unmdglich. Auch eine Migration der
HDMEC in Richtung der mittels o-Amylase oder mechanischer Gewalt
aufgebrochenen Starke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121 konnte nicht erzielt
werden. Somit war das an die Nanopartikel gebundene VEGF-121 auch nicht mehr

chemotaktisch relevant fur die Zellen.
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Die Grundvoraussetzungen als Methode zur Erzeugung eines langerfristigen und
kontrollierbaren chemotaktischen Gradienten mittels Starke- und HES-Nanopartikeln
innerhalb der  Mundschleimhaut-Aquivalent-Herstellung ~ zur  tiefgehenden
Pravaskularisierung sind gegeben. Um den Einsatz der Nanopartikel fir diese
Anwendung zu verwirklichen, muss die storende Wechselwirkung der Nanopartikel mit
VEGF-121 umgangen werden. Sollte diese Wechselwirkung chemisch und
biotechnologisch nicht umgangen werden kdénnen, kdnnten andere Materialien zur
Nanopartikel-Herstellung angedacht werden. Die Herstellung von abbaubaren
Nanopartikeln aus Ovalbumin, die eine Stoffeinkapselung sowie dessen Freisetzung
ermdglichen, ist ebenfalls mdglich (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 zellularen
Mundschleimhaut-Aquivalent fraglich. Hier besteht noch Handlungsbedarf fiir einen

vielversprechenden Einsatz von mit Wachstumsfaktoren-beladenen Nanopartikeln.

4.8 Optimierung der Pravaskularisierung mittels Zellinjektion

Mittels Injektion der Endothelzellen an Kulturtag 12 in die Kollagenmatrix, anstelle der
gewohnten Zellbesiedlung wahrend der Herstellung des Mundschleimhaut-
Aquivalents, sollten die Endothelzellen in tiefe Bereiche eingebracht werden, um dort
Gefal3strukturen ausbilden zu kdnnen. Bei diesem Ansatz kénnte eine mdgliche

Barriere-Funktion der Kollagenmatrix fur die Endothelzellen umgangen werden.

Die Injektion der Endothelzellen in die Kollagenmatrix hatte keinen nachteiligen Effekt
auf die GefalRausbildung. Es bildeten sich ausgepragte Gefal3strukturen, wie bei der
Besiedlung der Kollagenmatrix mit Endothelzellen aus. Die prazise Injektion der
Endothelzellen in tiefe Bereiche der Kollagenmatrix war jedoch nicht maoglich.
Vereinzelt konnten nach der Injektion Endothelzellen in der Tiefe der Kollagenmatrix
nachgewiesen werden. Bei den meisten Ansatzen gelangt dies jedoch nicht und die

Endothelzellen waren ebenfalls nur oberflachlich lokalisiert.

Bei der Injektion der Zellen kommt es zu einer mechanischen Manipulation der
Kollagenmatrix. Dies fuhrte zu keiner Beeintrachtigung der Differenzierung der bereits
auf der Kollagenmatrix vorhandenen Epithelzellen. Jedoch war die Auspragung der
Tight junctions bei mittels Injektion manipulierten Mundschleimhaut-Aquivalenten sehr

gering. Dies lasst annehmen, dass die Funktionalitat der Epithelzellschichten unter der
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Injektion litt. AuRerdem war nach der Zellinjektion kein Nachweis des Basalmembran-
Bestandteils Laminin mehr mdglich, was bedeutet, dass die Ausbildung der
Basalmembran ebenfalls negativ beeintrachtigt 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
geschadigt, wodurch sich keine Basalmembran und Kkein funktionaler
Zusammenschluss der Epithelzellen mehr ausbilden konnte. Aufgrund dieser
Beeintrachtigung und der geringen Erfolgschance beim Treffen der richtigen Stellen
der Kollagenmatrix war diese Methode somit nicht geeignet, um die

Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-Aquivalents zu optimieren.

4.9 ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent

Das Uberleben des funktionalen Epithels des in vitro-hergestellten Mundschleimhaut-
Aquivalents in vivo ist fir das erfolgreiche Einheilen des Gewebes nach einer
Transplantation, sowie flr die Funktionalitit des Gewebes von entscheidender
Bedeutung. Bisher konnte ein Epithel bei der Herstellung des Mundschleimhaut-
Aquivalents erzeugt werden, welches Epithelzellen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien und eine gewisse Funktionalitat in vitro vorweisen konnte. Die
Ausbildung einer Basalmembran konnte ohne zusatzliche Stimulation nicht erfolgreich
erzielt werden. Bei der Kultivierung des Mundschleimhaut-Aquivalents ist es somit von
grol3er Bedeutung, Bedingungen zu schaffen, die nicht nur die Pravaskularisierung,
sondern auch die Epithelausbildung und -differenzierung fordern. Je besser das
Epithel in vitro entwickelt ist, desto groRer sind vermutlich die Chancen fir eine
erfolgreiche Gewebetransplantation. Bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent wurde
wahrend des Herstellungsprozesses in vitro eine Anwendung der extrakorporalen
StoRwellentherapie (ESWT) durchgefiihrt. Es wurde zum einen die metabolische
Aktivitdt und die Ausbildung der Gefal3strukturen sowie die Ausbildung des Epithels
und der Basalmembran in vitro analysiert und zum anderen in ovo die Funktionalitat

und das Uberleben des Mundschleimhaut-Aquivalents untersucht.
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4.9.1 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die metabolische Aktivitat
in vitro

Die Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents mit StoB3wellen hatte einen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen. Die metabolische Aktivitat des Mundschleimhaut-
Aquivalents stieg nach der Behandlung mit StoBwellen an Kulturtag 19 oder an
Kulturtag 26 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle leicht an. Im Gegensatz dazu
fuhrte die Behandlung mit StoRBwellen am 15. Kulturtag zu einer leicht verringerten
metabolischen Aktivitit des Mundschleimhaut-Aquivalents im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Dies deutet darauf hin, dass die Zellen des
Mundschleimhaut-Aquivalents in einem frilheren Stadium des Herstellungsprozesses
anfalliger fur Schaden durch die ESWT-Anwendung sein konnten als zu einem
spateren Zeitpunkt innerhalb der Herstellung. Um die Auswirkung der ESWT-
Anwendung im speziellen auf die Epithelzellen im Mundschleimhaut-Aquivalent zu
beurteilen, wurde die metabolische Aktivitdt von Bi-Kulturen mit Fibroblasten und
HDMEC mit der metabolischen Aktivitat von Tri-Kulturen (Mundschleimhaut-
Aquivalente) mit Fibroblasten, HDMEC und Epithelzellen, nach der ESWT-
Anwendung, verglichen. Die metabolische Aktivitat der Tri-Kultur war nach der
Behandlung mit StoRwellen am 15. Kulturtag im Vergleich zu der Bi-Kultur geringer.
Die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder Kulturtag 26 fuhrte zu einer hoéheren
metabolischen Aktivitat der Tri-Kulturen im Vergleich zu den Bi-Kulturen. Die
Behandlung mit StoRwellen schien somit eine negative Auswirkung auf die
metabolische Aktivitat insbesondere der Epithelzellen in dem friiheren Stadium der
Herstellung des  Mundschleimhaut-Aquivalents zu  haben. In  frihen
Entwicklungsphasen von nativen Mundschleimhaut-Geweben ist die Zellzahl und das
Differenzierungsstadium  der  Epithelschicht geringer als in  spateren
Entwicklungsphasen (Squier and Kremer 2001; Marks and Miller 2019). Dies ist
ebenfalls bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent der Fall, was dazu fiihren kénnte, dass
die Epithelzellen bzw. das sich bis dahin ausgebildete Epithel eine erhdhte Anfalligkeit
fur mechanische Belastung aufweist. In fortgeschritteneren Stadien der in vitro-
Herstellung war die Zelldichte innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents aufgrund
von Zellproliferation héher, was zu einer breiteren Epithelschicht fihrte. Dies kdnnte
die Zellen vor mechanischer Belastung geschiitzt haben. Darlber hinaus kdnnte die
Behandlung mit StoRwellen zu diesem Zeitpunkt in der Herstellung des

Mundschleimhaut-Aquivalents dazu gefiihrt haben, dass die verschiedenen Zelltypen
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Wachstumsfaktoren freigesetzt haben, was sich positiv auf die metabolische Aktivitat
und damit auf die Proliferation der Epithelzellen auswirken kann. Dabei kénnte es sich
zum Beispiel um die Anregung der Freisetzung von VEGF gehandelt haben, welches
wiederum den Wnt/B-Catenin-Signalweg hochregulieren kann und damit die
Zellaktivitat sowie Zellproliferation anregt (Wang et al. 2004; Zhang et al. 2017; Li et
al. 2021). Weitere Studien haben ebenfalls eine erhdhte metabolische Aktivitat von
in vitro-Zellkulturen nach einer ESWT-Anwendung gezeigt. Dabei waren die Zellen als
Mono-Kulturen in Zellkulturgefal3en 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 StoRBwellen auf die Viabilitat von Zellen
nachgewiesen. Mattyasovszky et al. beobachteten eine geringere Zellviabilitat
humaner Skelettmuskelzellen nach der Anwendung von ESWT mit einer
Energieflussdichte von >0,14 mJ/mm? (Mattyasovszky et al. 2018). Die Anwendung
von ESWT mit noch héherer Intensitat erwies sich sogar als zytoreduktiv (Martini et al.
2005). In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Energieflussdichte von 0,12 mJ/mm?
verwendet. AulRerdem wurde in dieser Arbeit, im Gegensatz zu der erwéhnten
Literatur, die Viabilitdt der Zellen in einer komplexen gewebeartigen 3D-Umgebung
untersucht, wodurch verschiedene Zeitpunkte unterschiedliche Auswirkungen der
ESWT-Anwendung zeigten. Die Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents aus
Fibroblasten, Epithelzellen und ECFC mit Stol3wellen an Kulturtag 19 hatte keinen
fordernden aber auch keinen hemmenden Einfluss auf die metabolische Aktivitat des

Mundschleimhaut-Aquivalents.

4.9.2 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die GefalRausbildung

in vitro

Der optimale Zeitpunkt fur eine Stol3wellen-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
StoRRwellen keinen Einfluss auf die Gefal3bildung, wahrend diese an anderen Tagen
der Kultivierung negativ beeinflusst wurde. Die Bildung der gefaRahnlichen Strukturen
von HDMEC in Bi-Kulturen zusammen mit Fibroblasten wurde durch die Behandlung
mit StoBwellen am 15. Kulturtag sowie am 26. Kulturtag stark gestort. Diese
Ergebnisse zeigten, dass der Zeitpunkt der ESWT-Anwendung innerhalb des

Herstellungsprozesses der Gewebe-Aquivalente sehr ausschlaggebend dafiir war, ob
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die ESWT-Anwendung einen fordernden oder stérenden Einfluss auf das
Mundschleimhaut-Aquivalent hatte. An Kulturtag 15 befanden sich die HDMEC seit
drei Tagen auf der Kollagenmatrix. Zu diesem Zeitpunkt hatte die Behandlung mit
StoRBwellen einen negativen Einfluss auf die Endothelzellen und deren
Gefal3ausbildung. Die Kulturdauer von drei Tagen reicht nicht aus, um gefaRahnliche
Strukturen zu bilden (Heller et al. 2020). Vermutlich wurden die Endothelzellen durch
die Behandlung mit StoRBwellen mechanischem Stress ausgesetzt und verloren
dadurch die Fahigkeit, Gefal3strukturen zu bilden. Die Behandlung mit Stol3wellen an
Kulturtag 26 fand 14 Tagen nach der HDMEC-Besiedlung statt. Zu diesem Zeitpunkt
hatten die HDMEC bereits ein Netzwerk aus gefaRahnlichen Strukturen gebildet
(Heller et al. 2020). Das bereits gut ausgepragte GefalRnetzwerk schien ebenfalls
durch die ESWT-Anwendung gestort zu werden, was vermutlich auch auf die
mechanische Belastung zurtickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung
mit StoRBwellen am 19. Kulturtag, als die HDMEC sieben Tage auf der Kollagenmatrix
kultiviert worden waren, keine negativen Auswirkungen auf die Gefal3bildung im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zu diesem Kultivierungszeitpunkt hatten sich
vermutlich erste anfangliche Gefal3strukturen ausgebildet. Heller et al. haben gezeigt,
dass die VEGF-Sekretion durch Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent an
Kulturtag 19 am hdchsten war und danach abnahm. Eine erhéhte VEGF-Konzentration
fordert die Zellviabilitat, die Zellproliferation, die Zellmigration sowie die Gefal3bildung
von HDMEC (Heller et al. 2020). Diese Effekte kdnnten giinstige Bedingungen fur 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 geschutzt
haben.

Nach der ESWT-Anwendung der Mundschleimhaut-Aquivalente mit Fibroblasten,
Epithelzellen und HDMEC wurde ein Effekt beobachtet, der auf eine negative
Interaktion zwischen den Endothelzellen und den Epithelzellen im Mundschleimhaut-
Aquivalent schlieBen lasst. Die GefaRstrukturen in der Tri-Kultur mit Fibroblasten,
HDMEC und Epithelzellen waren nach der ESWT-Anwendung deutlich weniger
ausgepragt als in der Bi-Kultur mit Fibroblasten und HDMEC nach der Behandlung mit
StoRwellen. Die ESWT-Anwendung bei der Tri-Kultur fuhrte, &hnlich wie bei der Bi-
Kultur, zu zerstorten Gefal3strukturen 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 Gefal3fragmente
vorhanden. Die Anwesenheit von Epithelzellen im Mundschleimhaut-Aquivalent in der
Kombination mit der ESWT-Anwendung schien einen negativen Einfluss auf die
Gefal3bildung der HDMEC zu besitzen. Wie bereits im Rahmen der parakrinen,
interzellularen 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-Aquivalent ersichtlich. Diese Interaktion wirkte
sich jedoch nicht auf die Pravaskularisierung 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 Beeintrachtigung der Pravaskularisierung zu fuhren. Dies kdnnte sich
damit erklaren lassen, dass die Epithelzellen in unbehandelten Mundschleimhaut-
Aquivalenten bereits einen leicht hemmenden Einfluss auf die Endothelzellen
ausuben. Die StoRBwellen konnen 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 verstarkt,
was die Ausbildung von GefalRstrukturen schwerwiegend beeinflusst. Zusatzlich
kénnten die StoRBwellen Zellschadigungen 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 &ul3ern, jedoch durch die Kokultivierung
mit den Epithelzellen nach der ESWT-Anwendung in Form einer unzulénglichen

GefalRausbildung sichtbar werden.

Die ESWT-Anwendung bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent mit Fibroblasten,
Epithelzellen und ECFC an Kulturtag 19 hatte ebenfalls einen negativen Einfluss auf
die GefaRbildung und zeigte somit den gleichen Effekt wie bei der Verwendung der
HDMEC. Es ist moglich, dass die Einstellungen der ESWT-Anwendung fur die in vitro-
Experimente angepasst werden muissen, um Zellschdden zu vermeiden und die
Pravaskularisierung zu unterstitzen. Sung et al. beschrieben eine positive Wirkung
einer ESWT-Anwendung auf die Angiogenese durch Anwendung von 0,14 mJ/mm?
und 140 Impulsen auf makrovaskuldre Endothelzellen, die in einer 2D-Kultur auf
Matrigel® ausgesat wurden (Sung et al. 2022). In der hier vorliegenden Arbeit wurde
das Mundschleimhaut-Aquivalent, welches ein komplexeres 3D-Konstrukt darstellt, mit

einer Energieflussdichte von 0,12 mJ/mm?, einem Luftdruck von 3,0 bar, einer
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Frequenz von 5 Hz und 500 Impulsen beschossen. Eine Verringerung der
Impulsanzahl ware denkbar. Die ESWT-Anwendung hatte keinen Einfluss auf die
Lokalisation der Endothelzellen im Mundschleimhaut-Aquivalent. Sie waren nach der
ESWT-Anwendung an Kulturtag 15, 19 oder 26 ebenfalls im oberflachlichen Bereich
des Mundschleimhaut-Aquivalents lokalisiert. Es zeigte sich jedoch ein negativer
Einfluss auf die Auspragung von VWF bei den HDMEC nach der Behandlung mit
StoRwellen; vor allem durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 und Kulturtag 26.
Die VWF-Ausbildung von Endothelzellen ist ein wichtiger Faktor bei der priméren
Homdostase (Gogia and Neelamegham 2015). Dadurch lasst sich vermuten, dass die
Endothelzellen durch die ESWT-Anwendung in ihrer Funktionalitat in gewisser Mal3e
leiden. Die Funktionalitat der Fibroblasten im Mundschleimhaut-Aquivalent und der
Aufbau der extrazellularen Matrix wurde durch die Behandlung mit Sto3wellen zu den
verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung nicht negativ beeinflusst. Da die
Ausbildung von Gefal3strukturen von bedeutender Wichtigkeit fir das Einwachsen und
die Funktionalitat eines Gewebe-Aquivalents nach einer Transplantation ist, missen
weitere Versuche folgen, um bessere ESWT-Anwendungsbedingungen fir die

GefaRbildung im Mundschleimhaut-Aquivalent zu bestimmen.

4.9.3 Auswirkung der ESWT-Anwendung auf die Ausbildung des

Epithels in vitro
Die Anwendung der ESWT hatte einen deutlichen Vorteil fur die Ausbildung des

Epithels und der Basalmembran des Mundschleimhaut-Aquivalents in vitro. Die
Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents mit StoRwellen am 19. oder 26.
Kulturtag fuhrte zu einer deutlich erhdhten Expression der Epithelmarker
Zytokeratin 19 und Zytokeratin 13, sowie zu einer erhdhten Expression von Involucrin
wahrend der in vitro-Kultur im Vergleich zu einem unbehandelten Mundschleimhaut-
Aquivalent. Die Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents am 15. Kulturtag fiihrte
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 vollstandig
differenzierten Epithelzellen (Banks-Schlegel and Green 1981; Barrett et al. 1998). Die
Tatsache, dass alle drei Marker nach der Behandlung mit StoRwellen deutlich erhoht

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 Stof3wellen kénnte somit
die Proliferation und Differenzierung von Epithelzellen des Mundschleimhaut-
Aquivalents 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 kdnnten
fur die verstarkte Bildung des mehrschichtigen Epithels des Mundschleimhaut-
Aquivalents in vitro verantwortlich sein. Darlber hinaus induzieren die StoRwellen die
Hemmung der Glykogensynthase-Kinase-3[3, die durch die Aktivierung des Wnt/3-
Catenin-Signalwegs eine wichtige Rolle bei der epithelialen Wundheilung spielt (Wang
et al. 2004; Chen et al. 2020). Der fordernde 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 friheren Zeitpunkt wahrend der
Mundschleimhaut-Aquivalent-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-Aquivalents an Kulturtag 19 oder Kulturtag
26 im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle starker ausgepréagt. Die Behandlung
an Kulturtag 15 fihrte zu keiner starkeren Auspragung der Tight junctions. Das
Vorkommen von Tight junctions als Zell-Zell-Interaktion, dient der Funktionalitat der
Epithelschicht von Mundschleimhaut (Garant 2003; Feldman et al. 2005). Die erhohte
Expression der Proteinkomponente der Tight junctions im Mundschleimhaut-
Aquivalent 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 Auspragung des Basalmembran-Bestandteils Laminin innerhalb
des Mundschleimhaut-Aquivalents war nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15

leicht verstarkt im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Die ESWT-Anwendung
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an Kulturtag 19 oder Kulturtag 26 fuhrte zu einer starkeren Auspragung von Laminin.
Der Basalmembran-Bestandteil Kollagen IV konnte im unbehandelten
Mundschleimhaut-Aquivalent gar nicht nachgewiesen werden. Die ESWT-Anwendung
an Kulturtag 15 fuhrte ebenfalls zu keiner Auspragung von Kollagen IV. Jedoch fuhrte
die ESWT-Anwendung des Mundschleimhaut-Aquivalents an Kulturtag 19 oder
Kulturtag 26 zu einer nachweisbaren Auspragung von Kollagen IV. Die Basalmembran
in gesundem Mundschleimhautgewebe ist durch eine ausgepragte Expression von
Kollagen IV und Laminin gekennzeichnet (Kannan et al. 1994), was bei dem
unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalent nicht der Fall war. Somit konnte das
Problem der unzureichenden Ausbildung einer Basalmembran im in vitro-erzeugten
Mundschleimhaut-Aquivalent méglicherweise mit der ESWT-Anwendung an Kulturtag
19 oder Kulturtag 26 uberwunden werden. Die geférderte Differenzierung der
Epithelzellen durch die Stol3wellen kdnnte 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 fuhrte (Ekblom
1981). Die Ausbildung der Basalmembran konnte auf3erdem durch Zytokine begunstigt
worden sein, deren Sekretion neben anderen Signalwegen zum Beispiel durch den
Wnt/B-Catenin-Signalweg gefordert 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-Aquivalent wahrend der in vitro-Kultivierung von groRer Bedeutung
fur die Zellviabilitat, die Pravaskularisierung 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 geférdert werden. Auch die metabolische Aktivitdt des Mundschleimhaut-
Aquivalents wurde durch die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 oder 26 unterstiitzt.
Die Gefal3strukturen waren nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 besser
ausgepragt als nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 15 oder Kulturtag 26. Da eine
erfolgreiche, tiefgehende Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-Aquivalents
weiterhin angestrebt wird, um einen schnelleren und besseren Anschluss des
transplantierten Gewebes an das Gefal3system des Empfangers zu erreichen (Heller

et al. 2016; Smirani et al. 2020), wurde das Mundschleimhaut-Aquivalent zur
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Untersuchung der in vivo-Anwendung am 19. Kulturtag mit Stol3wellen behandelt. Um
die Pravaskularisierung und die Ausbildung des Epithels sowie der Basalmembran des
Mundschleimhaut-Aquivalents im Hinblick auf die in vivo-Anwendung zu untersuchen,

wurden in ovo-Versuche auf der CAM durchgefihrt.

4.10 Das Uberleben des Mundschleimhaut-Aquivalents in vivo

Die Beurteilung des Uberlebens des Mundschleimhaut-Aquivalents in vivo wurde
mittels des Chorioallantoismembran (CAM)-Assays in ovo durchgefihrt. Dabei wurden
Mundschleimhaut-Aquivalente nach verschiedenen in vitro-Kultivierungszeiten auf die
CAM berfuhrt, nach funf bis zehn Tagen wieder abgenommen und
immunhistochemisch auf die Gefal3- sowie Epithel- und Basalmembran-Ausbildung

analysiert.

4.10.1 Mundschleimhaut-Aquivalente nach verschiedenen

in vitro-Kultivierungszeiten auf der CAM
Zum einen wurden Mundschleimhaut-Aquivalente an Kulturtag 12 auf die CAM

Uberfuihrt, da sich zu diesem Kultivierungszeitpunkt das Epithel in vitro bereits
angefangen hatte auszubilden und zu differenzieren. Hierbei wurden die
Mundschleimhaut-Aquivalente entweder an Kulturtag 12, vor der Zugabe der
Endothelzellen, auf die CAM uberflhrt oder an Kulturtag 12, 4 Stunden nach der
Zugabe der Endothelzellen, bevor eine Gefal3ausbildung stattgefunden hat. Hierbei
wurden HDMEC oder ECFC als Endothelzell-Quelle verwendet und miteinander
verglichen. Zum anderen wurden Mundschleimhaut-Aquivalente bis Kulturtag 33
in vitro kultiviert und dann auf die CAM uberfuhrt. 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 Uberfiihren von Kollagenmatrices
mit Bi-Kulturen ohne Endothelzellen zusatzlich 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 Pravaskularisierung der

Mundschleimhaut-Aquivalente in ovo beurteilt und verglichen werden konnte.

Die in vitro-Analyse des Mundschleimhaut-Aquivalents nach 12 Kulturtagen ergab,

dass sich zu diesem Zeitpunkt bereits eine diinne Epithelschicht ausgebildet hatte.
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Diese wies nur eine geringe Funktionalitat auf und es hatte sich keine Basalmembran
ausgebildet. Wurde dieses Mundschleimhaut-Aquivalent an Kulturtag 12 vor der
Zugabe der Endothelzellen, also als Bi-Kultur mit Fibroblasten und Epithelzellen auf
die CAM uberfuhrt, lief3 sich nach der Entnahme von der CAM eine Tenascin-Farbung
nachweisen, die nicht das komplette Mundschleimhaut-Aquivalent durchzog. Tenascin
wird von Fibroblasten sezerniert und ist ein Bestandteil der extrazellularen Matrix
(Taylor et al. 1989). Die Fibroblasten bildeten somit im Mundschleimhaut-Aquivalent
ohne Endothelzellen eine extrazellulare Matrix aus, die nach der in ovo-Kultivierung
noch nachweisbar war. Das Mundschleimhaut-Aquivalent besa 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-Farbung 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 Funktionalitat
(Nachweis tber Occludin) auf. Bei dem Mundschleimhaut-Aquivalent mit einer Tri-
Kultur mit Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC, die an Kulturtag 12 4 Stunden nach
der Endothelzell-Zugabe auf die CAM uUberfihrt wurden, waren die HDMEC im
Mundschleimhaut-Aquivalent nach der Abnahme von der CAM CD31-positiv.
Funktionale Endothelzellen pragen CD31 auf ihrer Zelloberflache aus (Lertkiatmongkol
et al. 2016). Es konnte somit davon ausgegangen werden, dass die HDMEC in ovo
Uberlebt haben. Jedoch war vVWF nicht nachweisbar, was daraufhin deutete, dass die
Zellen noch nicht ihre volle Funktion ausgepragt hatten. Anhand der Tenascin-Farbung
liel3 sich darauf schlie3en, dass die Fibroblasten wahrend der in vitro-Kultivierung eine
extrazellulare Matrix ausgebildet hatten, die in dem Mundschleimhaut-Aquivalent nach
der Entnahme von der CAM noch nachweisbar war, aber ebenfalls nicht das gesamte
Mundschleimhaut-Aquivalent durchzogen hatte. Anhand der Analyse der epithelialen
Marker und Occludin, dem Bestandteil von Tight junctions, zeigte sich, dass das
Epithel nicht gut ausgepréagt und differenziert war, sowie eine geringe Funktionalitat
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-Aquivalent mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte ein ahnliches
Ergebnis. Somit ist die in vitro-Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Aquivalents
von 12 Kulturtagen nicht ausreichend, um ein funktionales Epithel fur die in ovo-

Anwendung auszubilden. Die Anwesenheit von Endothelzellen im Mundschleimhaut-
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Aquivalent, egal ob es sich dabei um HDMEC oder ECFC handelt, unterstiitzte jedoch
die frGhe Epithelausbildung in ovo, obwohl sich zu diesem Zeitpunkt noch keine

Pravaskularisierung ausgebildet hatte.

Das Mundschleimhaut-Aquivalent, welches 33 Tage in vitro kultiviert worden war, hatte
ein gut ausgepragtes, mehrschichtiges Epithel, bei dem sich jedoch ebenfalls noch
keine Basalmembran ausgebildet hatte. Das Mundschleimhaut-Aquivalent, welches
33 Tage kultiviert wurde und mit Endothelzellen besiedelt wurde, besal’ eine gut
ausgepragte oberflachliche Pravaskularisierung. Wurde das Mundschleimhaut-
Aquivalent nach den 33 Kulturtagen auf die CAM uberfuhrt, trug es nach der Entnahme
von der CAM CD31- sowie VWF-positive HDMEC. Dies bedeutete, dass die HDMEC
wahrend der mehrtagigen in ovo-Kultur vital blieben und eine bessere Funktionalitat
aufwiesen als in dem 12 Tage kultivierten Mundschleimhaut-Aquivalent auf der CAM.
Die Tenascin-Farbung war in dem Mundschleimhaut-Aquivalent, welches an Kulturtag
33 auf die CAM uberfuhrt wurde in der gesamten Kollagenmatrix verteilt. Dies liel3
darauf schlieRen, dass die Kultivierungsdauer des Mundschleimhaut-Aquivalents von
33 Tagen fiur die in ovo-Anwendung besser fir die Ausbildung und Verteilung der
extrazellularen Matrix ist als die Kultivierungsdauer von 12 Tagen. Das
Mundschleimhaut-Aquivalent, welches nach den 33 Kulturtagen auf die CAM uberfiihrt
wurde, zeigte nach der Entnahme von der CAM ein besser ausgepragtes und
differenziertes Epithel mit einer hoéheren Funktionalitdt und Nachweisen von
Basalmembran-Bestandteilen im Vergleich zu dem Mundschleimhaut-Aquivalent,
welches nach 12 Tagen auf die CAM udberfuhrt wurde. Das Mundschleimhaut-
Aquivalent mit ECFC anstelle von HDMEC zeigte ein ahnliches Ergebnis. Die
Abwesenheit von Endothelzellen flhrte zu einer schlechteren Ausprdgung des
Epithels und zu keiner Auspragung der Basalmembran in ovo. Das deutete darauf hin,
dass die Pravaskularisierung eine schnellere Anbindung des Transplantats an das
Gefal3system des Huhns ermoéglichte und damit die Epithel- und Basalmembran-
Ausbildung unterstiitzte. Es zeigte sich, dass nur etwa die Halfte der Uberfiihrten
Mundschleimhaut-Aquivalente in ovo an der CAM anwuchsen. Dies konnte darauf
hinweisen, dass die oberflachliche Pravaskularisierung trotz des bereits gezeigten
Vorteils fur die Unterstitzung des Epithels noch nicht ausreichend war, um eine
zuverlassige Anbindung an das Empfanger-Gefal3system zu gewahrleisten. Somit

muss weiterhin eine tiefgehenden Pravaskularisierung angestrebt werden.

166



Diskussion

Zusammenfassend zeigte sich somit, dass die in vitro-Kultivierungsdauer des
Mundschleimhaut-Aquivalents von 33 Tagen zielfiihrender fir zukinftige in vivo-
Anwendungen ist als die Kultivierungsdauer von 12 Tagen. Obwohl sich bereits nach
12 Tagen der in vitro-Kultivierung des Mundschleimhaut-Aquivalents eine
Epithelschicht ausgebildet hatte, war diese in ihrer Differenzierung und Funktionalitat
fur die in ovo- bzw. in vivo-Anwendung noch nicht ausreichend ausgepragt. Es konnte
bestatigt werden, dass die Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-Aquivalents
einen Vorteil in Bezug auf die Ausbildung der Basalmembran und die des
differenzierten, mehrschichtigen Epithels wéhrend der in ovo-Kultur bietet. AuRerdem
fuhrte die Verwendung von ECFC im in ovo-Model zu éhnlichen Ergebnissen wie die
Verwendung von HDMEC. Weitere Versuche mit ECFC miuissen folgen, um die
Anwendung der Endothelzellen aus Vollblutspenden vollstandig zu etablieren und
HDMEC fur die Herstellung personalisierter Mundschleimhaut-Aquivalente zu

ersetzen.

4.10.2 Mundschleimhaut-Aquivalente nach ESWT-Anwendung auf der

CAM
Durch die Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents mit StoRwellen an Kulturtag

19 oder 26 wurde eine deutliche Verbesserung der Ausbildung des Epithels und der
Basalmembran in vitro erreicht. Eine Verbesserung der in vitro-GefaRausbildung in
den Mundschleimhaut-Aquivalenten konnte durch die ESWT-Anwendung nicht erzielt
werden. Da die Pravaskularisierung fir die Mundschleimhaut-Aquivalente wichtig ist
und die GefalRausbildung nach ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 ausgepragter war
als nach der Anwendung an Kulturtag 15 oder 26, wurde anschlieRend Uberprift, ob
sich die ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 positiv auf das Mundschleimhaut-
Aquivalent in der in ovo-Anwendung auswirkt. Hierfiir wurden unbehandelte sowie mit
StoRwellen behandelte Mundschleimhaut-Aquivalente an Kulturtag 33 auf die CAM
tberfuhrt. Auch hierbei wurden Gewebe-Aquivalente mit Endothelzellen (HDMEC oder
ECFC), oder ohne Endothelzellen hergestellt und auf die CAM Uberfuhrt.

Das Mundschleimhaut-Aquivalent, welches mit StoRwellen behandelt wurde, zeigte in
der in vitro-Analyse ein deutlich besser ausgepragtes mehrschichtiges Epithel und die
Ausbildung einer Basalmembran im Vergleich zu unbehandelten Mundschleimhaut-

Aquivalenten. Nach der Entnahme von mit StoRwellen 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-Auspragung) in der in ovo-Anwendung auswirkte.
Die mit StoRwellen behandelten Kollagenmatrices zeigten dabei eine deutlich starkere
Auspragung der drei epithelialen Marker als die unbehandelte Kontrolle. Somit
verbesserte die ESWT-Anwendung wahrend der in vitro-Kultur die Ausbildung und
Differenzierung eines mehrschichtigen Epithels und flhrte zu einem besser
differenzierten Epithel wahrend der in ovo-Kultur. Auch die Ausbildung von
Tight junctions (Occludin-Auspragung) wurde durch die ESWT-Anwendung bei den Bi-
Kulturen aus Fibroblasten und Epithelzellen auf der Kollagenmatrix deutlich positiv
beeinflusst. Somit konnte die ESWT-Anwendung das Uberleben und die Funktionalitat
der in vitro-generierten Mundschleimhaut-Aquivalente nach der Transplantation
fordern. Eine hohere Auspragung des Basalmembran-Bestandteils Laminin und eine
etwas hohere Auspragung des Basalmembran-Bestandteils Kollagen IV nach der
Entnahme von der CAM wurde bei den Bi-Kulturen, die mit StoRBwellen behandelt
wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Gewebe-Aquivalenten beobachtet. Die
Ausbildung der Basalmembran nach der Behandlung mit Stol3wellen wahrend der in
vitro-Kultur forderte somit die Ausbildung und das Uberleben der Basalmembran

wahrend der in ovo-Anwendung nach der Transplantation auf die CAM.

Die Behandlung des Mundschleimhaut-Aquivalents aus einer Tri-Kultur mit
Fibroblasten, Epithelzellen und HDMEC mit StoBwellen fihrte zu einer
beeintrachtigten Auspragung von CD31 und einem Verlust der vWF-Auspragung im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Das zeigte sich auch bei den mit StoRwellen
behandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten nach der Entnahme von der CAM. Somit
zeigten sich die Schaden der in vitro-ESWT-Anwendung auf die GefalRausbildung im
Mundschleimhaut-Aquivalent auch noch weiterhin nach der in ovo-Anwendung. Die
Behandlung mit StoBwellen hatte keinen Einfluss auf die Ausbildung und Verteilung
der extrazellularen Matrix des Mundschleimhaut-Aquivalents in der in ovo-Anwendung,
unabhangig davon, ob HDMEC, ECFC oder keine Endothelzellen vorhanden waren.
Somit lasst sich zuverlassig eine extrazellulare Matrix im Mundschleimhaut-Aquivalent
ausbilden. Wie bereits beschrieben, waren die gefal3dhnlichen Strukturen in Tri-
Kulturen mit Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen nach der ESWT-
Anwendung schlechter ausgepragt als in Bi-Kulturen mit Fibroblasten und

Endothelzellen nach der ESWT-Anwendung. Die Kokultivierung mit Epithelzellen in
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den Gewebe-Aquivalenten schien einen negativen Einfluss auf die in vitro-
Gefallbildung 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-Aquivalenten
wahrend der in ovo-Kultur gestort. Die Behandlung mit StoRwellen von
Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC oder ECFC fiihrte zu einem Verlust der
Ausprdgung des Basalmembran-Bestandteils Laminin. Aul3erdem fuhrte die
Behandlung mit StoRwellen von Mundschleimhaut-Aquivalenten mit HDMEC zu einem
Verlust der Auspragung des Basalmembran-Bestandteils Kollagen 1V. Die
Differenzierung der Epithelzellen war dabei weniger ausgepragt als bei den Tri-
Kulturen ohne ESWT-Anwendung. Demnach wurde der fordernde Effekt der
StoRwellen auf das Epithel und die Basalmembran durch die Endothelzellen in ovo
stark beeintrachtigt. 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 muassen in folgenden Versuchen aufgedeckt werden. Im
Gegensatz dazu zeigte eine frihere Studie, dass ischamische Hautlappen, die mit
endothelialen Vorlauferzellen besiedelt und mit StoBwellen behandelt wurden, bei
in vivo-Experimenten an Ratten das Uberleben des Hautlappens forderten (Zhang et
al. 2014). In dieser Studie war die Haut der Ratten zwar durch eine Ischamie
beeintrachtigt, jedoch in der physiologischen Umgebung vollstandig 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
fordernder Einfluss der Sto3wellen ausgehen kann, welcher die Epithelausbildung und

gleichzeitig die GefaRausbildung unterstitzt.

Somit konnte gezeigt werden, dass eine ESWT-Anwendung bei dem
Mundschleimhaut-Aquivalent an Kulturtag 19 einen bedeutenden Vorteil fur die
Ausbildung des mehrschichtigen Epithels und die Ausbildung der Basalmembran des
Mundschleimhaut-Aquivalents bieten kann und somit dessen Uberleben und
Funktionalitdat in vivo deutlich fordern konnte. AuRerdem fordert die
Préavaskularisierung durch HDMEC oder ECFC ohne eine Stol3wellen-Behandlung die
Ausbildung des Epithels sowie der Basalmembran in ovo. Jedoch fihrte die

Kombination der Pravaskularisierung und der ESWT-Anwendung zu negativen
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Interaktionen und einer gegenseitigen Hemmung zwischen den Epithelzellen und
Endothelzellen innerhalb des Mundschleimhaut-Aquivalents. Fir die Herstellung eines
funktionalen ~ Mundschleimhaut-Aquivalents  zur  personalisierten  Gewebe-
rekonstruktion ist es von entscheidender Bedeutung eine optimale Ausbildung des
Epithels sowie der Basalmembran mit der Ausbildung einer funktionalen und

tiefgehenden Pravaskularisierung zu vereinen.

4.11 Ausblick

Es konnte ein Mundschleimhaut-Aquivalent mit einer Tri-Kultur aus primaren Zellen
hergestellt werden, welches eine Epithelschicht sowie eine oberflachliche
Pravaskularisierung besald. Mit einer ESWT-Anwendung wahrend 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 fihrte zu einem
ausgepragteren und besser differenzierten Epithel wahrend einer in ovo-Kultivierung,
was darauf hindeutet, dass das Uberleben und die Funktionalitait des
Mundschleimhaut-Aquivalents nach einer Transplantation in vivo durch die ESWT-
Anwendung unterstitzt werden konnte. Innerhalb einer Tri-Kultivierung mit
Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen fand nach der ESWT-Behandlung
jedoch eine beeintrachtigende Interaktion zwischen den Epithelzellen und den
Endothelzellen statt. Diese Interaktion wirkte sich negativ auf die Gefal3- sowie
Epithelausbildung des Mundschleimhaut-Aquivalents in ovo aus. Es miissen Analysen
folgen, die die zugrundeliegenden Mechanismen der Interaktionen zwischen Epithel-
und Endothelzellen nach der Behandlung mit StoRwellen aufdecken. Hierfur kann die
Zytokin-Sekretion des Mundschleimhaut-Aquivalents 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 starker

sezerniert werden im Vergleich zu unbehandelten Mundschleimhaut-Aquivalenten.

Da die Pravaskularisierung und die Epithelausbildung des Mundschleimhaut-
Aquivalents gleichermaRen wichtig fir das Uberleben und die Funktionalitat des
Gewebe-Aquivalents invivo sind, muss die beeintrachtigende Interaktion der

Endothelzellen und der Epithelzellen verhindert werden, um optimale Bedingungen fir
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die Epithelausbildung und gleichzeitig fur die Pravaskularisierung zu schaffen. Weitere
Experimente sind erforderlich, bei denen die Einstellungen der ESWT-Anwendung fur
das in vitro-generierte, pravaskularisierte Mundschleimhaut-Aquivalent dahingehend
untersucht und eventuell optimiert werden. Dabei konnen die Energieflussdichte, die
Frequenz und die Impulsanzahl der StoRRwellen variiert werden. Damit die
Endothelzellen trotz der ESWT-Anwendung des Mundschleimhaut-Aquivalents nicht
den StolRwellen ausgesetzt werden, wéare es mdglich die Besiedlungsreihenfolge
innerhalb der Herstellung des Mundschleimhaut-Aquivalents anzupassen und die
Endothelzellen erst nach der ESWT-Anwendung an Kulturtag 19 hinzuzugeben. So
kénnte Die Ausbildung des Epithels und die der Basalmembran weiterhin durch die
ESWT-Anwendung gefdrdert werden und die Endothelzellen nachtraglich innerhalb
von 14 Tagen bis zum Kulturende an Kulturtag 33 Gefal3strukturen ausbilden. Mit
dieser Variante koénnten die Vorteile der ESWT-Anwendung und der
Pravaskularisierung kombiniert und die hemmenden Zellinteraktionen vermindert oder
umgangen werden. Um des Weiteren die BlutgefaRinfiltration nach einer
Transplantation des Mundschleimhaut-Aquivalents anzuregen, konnte eine
zusatzliche ESWT-Anwendung in ovo durchgefuhrt werden. Dabei konnte das
Mundschleimhaut-Aquivalent am 4. Embryonaltag auf die CAM uberfuhrt und drei

Tage spater mit StoRwellen behandelt werden.

Weiterhin sollte eine tiefergehende Pravaskularisierung des Mundschleimhaut-
Aquivalents angestrebt werden. Die ermittelte Freisetzungskinetik der Nanopartikel,
welche mit angiogenen Wachstumsfaktoren beladen werden konnen, stellt eine
vielversprechende Grundlage fur ihre Verwendung zur chemotaktischen Modifikation
des Mundschleimhaut-Aquivalents zur Anregung der Endothelzellmigration dar.
Weitere Versuche missen folgen, um die Anwendung von Nanopartikeln zur
Erzeugung einer tiefgehenden Pravaskularisierung zu realisieren. Hierfir muss die
Wechselwirkung des Nanopartikelmaterials (Starke und HES) und des eingekapselten
Wachstumsfaktors verhindert werden. Sollte dies biotechnologisch und chemisch nicht
moglich sein kdnnen weitere Materialien zur Nanopartikel-Herstellung zur Anwendung
im Mundschleimhaut-Aquivalent in Betracht gezogen und analysiert werden, bei denen
man sich das bereits untersuchte Prinzip der Freisetzungskinetik zu Nutze machen

kann.
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Fur die Annaherung an die klinische Anwendung des Mundschleimhaut-Aquivalents
ist die Verwendung autologer Zellen fir die Patientinnen und Patienten unabdingbar.
Eine finale Etablierung der Verwendung von ECFC anstelle von HDMEC im
Mundschleimhaut-Aquivalent 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
auBerdem die Funktionalitat der Gefal3strukturen und die Anbindung an das
Gefal3system des Empfangermodels genauer untersucht werden. Mittels
immunhistochemischer sowie Eosin-Farbung nach der Enthahme der Transplantate,
kénnen die Lumen der in vitro-ausgebildeten Gefal3strukturen auf die Anwesenheit von
Erythrozyten untersucht werden, um die Anbindung an das Gefal3system des
Empfangermodels aufzuzeigen. Ein Mundschleimhaut-Aquivalent 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
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6.4 Werte der Abbildungen

Werte der Abbildung 16: Zellviabilitat der Fibroblasten auf hydierten und unhydrierten
Kollagenmatrices 4 h und 24 h nach dem Aussaen.

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 4,25 0,43
Mono-Kultur
Kulturtag 12 3,77 0,75
Bi-Kultur
Kulturtag 15 3,87 0,27
Bi-Kultur
Kulturtag 15 1,79 0,46 0,024
Tri-Kultur
Kulturtag 19 4,15 0,15
Bi-Kultur

197



Anhang

Kulturtag 19 1,93 0,40 0,012
Tri-Kultur

Kulturtag 23 3,72 0,16

Bi-Kultur

Kulturtag 23 1,49 0,53 0,020
Tri-Kultur

Kulturtag 27 3,51 0,37

Bi-Kultur

Kulturtag 27 1,52 0,77

Tri-Kultur

Kulturtag 31 3,94 0,08

Bi-Kultur

Kulturtag 31 1,58 0,98 0,046
Tri-Kultur

Kulturtag 33 3,49 0,26

Bi-Kultur

Kulturtag 33 1,44 0,93 0,034
Tri-Kultur

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 0,19 0,06
Mono-Kultur
Kulturtag 12 1,40 0,13 0,002
Bi-Kultur
Kulturtag 15 0,66 0,14
Bi-Kultur
Kulturtag 15 1,32 0,22 0,043
Tri-Kultur
Kulturtag 19 0,59 0,29
Bi-Kultur
Kulturtag 19 1,12 0,20
Tri-Kultur
Kulturtag 23 0,33 0,15
Bi-Kultur
Kulturtag 23 0,71 0,18
Tri-Kultur
Kulturtag 27 0,95 0,43
Bi-Kultur
Kulturtag 27 0,61 0,07
Tri-Kultur
Kulturtag 31 0,56 0,23
Bi-Kultur
Kulturtag 31 0,48 0,16
Tri-Kultur
Kulturtag 33 0,31 0,12
Bi-Kultur
Kulturtag 33 0,33 0,08
Tri-Kultur
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Werte der Abbildung 28 B: bFGF-Sekretion von Bi-

verschiedenen Kulturtagen.

und Tri-Kulturen an

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 0,17 0,05
Mono-Kultur
Kulturtag 12 1,29 0,28 0,023
Bi-Kultur
Kulturtag 15 0,91 0,24
Bi-Kultur
Kulturtag 15 1,46 0,15
Tri-Kultur
Kulturtag 19 1,00 0,48
Bi-Kultur
Kulturtag 19 1,25 0,16
Tri-Kultur
Kulturtag 23 1,11 0,53
Bi-Kultur
Kulturtag 23 0,81 0,12
Tri-Kultur
Kulturtag 27 1,28 0,25
Bi-Kultur
Kulturtag 27 0,81 0,04
Tri-Kultur
Kulturtag 31 0,73 0,29
Bi-Kultur
Kulturtag 31 0,52 0,07
Tri-Kultur
Kulturtag 33 0,44 0,08
Bi-Kultur
Kulturtag 33 0,70 0,39
Tri-Kultur
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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 2,92 0,01
Mono-Kultur
Kulturtag 12 2,84 0,03 0,019
Bi-Kultur
Kulturtag 15 2,86 0,02
Bi-Kultur
Kulturtag 15 2,86 0,06
Tri-Kultur
Kulturtag 19 2,93 0,09
Bi-Kultur
Kulturtag 19 2,89 0,07
Tri-Kultur
Kulturtag 23 2,88 0,03
Bi-Kultur
Kulturtag 23 2,88 0,04
Tri-Kultur
Kulturtag 27 2,91 0,06
Bi-Kultur
Kulturtag 27 2,86 0,05
Tri-Kultur
Kulturtag 31 2,86 0,03
Bi-Kultur
Kulturtag 31 2,89 0,11
Tri-Kultur
Kulturtag 33 2,87 0,01
Bi-Kultur
Kulturtag 33 2,86 0,21
Tri-Kultur
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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 12 294,72 41,47
Mono-Kultur
Kulturtag 12 454,27 72,33
Bi-Kultur
Kulturtag 15 418,81 169,58
Bi-Kultur
Kulturtag 15 332,81 192,83
Tri-Kultur
Kulturtag 19 413,12 56,59
Bi-Kultur
Kulturtag 19 283,46 60,59 0,001
Tri-Kultur
Kulturtag 23 352,88 151,54
Bi-Kultur
Kulturtag 23 390,77 57,59
Tri-Kultur
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Kulturtag 27 394,99 20,49
Bi-Kultur

Kulturtag 27 233,63 180,25
Tri-Kultur

Kulturtag 31 321,79 105,30
Bi-Kultur

Kulturtag 31 321,31 76,09
Tri-Kultur

Kulturtag 33 390,55 74,17
Bi-Kultur

Kulturtag 33 254,02 88,87 0,006
Tri-Kultur

Werte der Abbildung 30 B:
verschiedenen Kulturtagen.

eNOS-Sekretion von Bi-

und Tri-Kulturen an

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 0,10 0,07
Mono-Kultur
Kulturtag 12 0,10 0,01
Bi-Kultur
Kulturtag 15 12,91 0,73
Bi-Kultur
Kulturtag 15 9,93 4,15
Tri-Kultur
Kulturtag 19 11,91 1,52
Bi-Kultur
Kulturtag 19 4,35 3,74
Tri-Kultur
Kulturtag 23 6,49 1,241
Bi-Kultur
Kulturtag 23 1,50 1,15 0,008
Tri-Kultur
Kulturtag 27 6,43 4,04
Bi-Kultur
Kulturtag 27 0,75 0,49
Tri-Kultur
Kulturtag 31 4,58 4,24
Bi-Kultur
Kulturtag 31 0,24 0,21
Tri-Kultur
Kulturtag 33 3,29 3,29
Bi-Kultur
Kulturtag 33 0,18 0,04
Tri-Kultur

204



Anhang

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 0,452 0,04
Mono-Kultur
Kulturtag 12 0,352 0,04 0,023
Bi-Kultur
Kulturtag 15 2,274 1,89
Bi-Kultur
Kulturtag 15 2,891 1,55
Tri-Kultur
Kulturtag 19 2,22 2,37
Bi-Kultur
Kulturtag 19 2,498 2,44
Tri-Kultur
Kulturtag 23 1,32 1,23
Bi-Kultur
Kulturtag 23 1,97 2,13
Tri-Kultur
Kulturtag 27 0,71 0,49
Bi-Kultur
Kulturtag 27 1,53 1,57
Tri-Kultur
Kulturtag 31 0,65 0,44
Bi-Kultur
Kulturtag 31 0,99 0,87
Tri-Kultur
Kulturtag 33 0,57 0,21
Bi-Kultur
Kulturtag 33 0,73 0,52
Tri-Kultur
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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
IENr 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
5ng/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 darlber
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
1h 253,93 6,65

3h 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
3d 457,12 53,87
4d 445,09 8,49

5d 422,99 19,12
6 d 476,52 113,76
7d 414,24 18,63
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Werte der Abbildung 38: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem Sulforhodamin-
101 (SR-101) aus Starke-Nanopartikeln nach verschiedenen Mafl3einheiten (Units; U)
a-Amylase nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Mittelwert Standardabweichung
1 min 0 U a-Amylase 128,89 2,49
5 min 0 U a-Amylase 134,46 6,92
10 min 0 U a-Amylase 137,12 8,71
1 hO0Ua-Amylase 138,47 8,89
3 h0Ua-Amylase 147,53 16,37
6 h0 U a-Amylase 148,43 13,14
12 h 0 U a-Amylase 151,66 17,62
24 h 0 U a-Amylase 154,72 18,99
48 h 0 U a-Amylase 156,09 14,16
3d0Ua-Amylase 171,98 8,52
4d0Ua-Amylase 172,02 7,51
5d 0 U a-Amylase 175,67 9,53
6d0Ua-Amylase 173,78 4,16
7d0U a-Amylase 178,21 6,65
1 min 1,157 U a-Amylase 159,25 21,89
5 min 1,157 U a-Amylase 167,97 28,37
10 min 1,157 U a-Amylase 172,82 16,39
1 h 1,157 U a-Amylase 177,01 9,84
3h 1,157 U a-Amylase 180,12 14,39
6 h 1,157 U a-Amylase 180,41 9,82
12 h 1,157 U a-Amylase 199,41 11,11
24 h 1,157 U a-Amylase 187,03 11,32
48 h 1,157 U a-Amylase 197,38 16,83
3d 1,157 U a-Amylase 214,51 21,90
4 d 1,157 U a-Amylase 217,28 20,91
5d 1,157 U a-Amylase 231,49 22,19
6 d 1,157 U a-Amylase 218,66 21,45
7d 1,157 U a-Amylase 224,36 12,26
1 min 11,57 U a-Amylase 192,25 25,86
5 min 11,57 U a-Amylase 218,63 39,31
10 min 11,57 U a-Amylase 218,19 29,06
1 h 11,57 U a-Amylase 275,46 47,29
3 h 11,57 U a-Amylase 311,59 51,52
6 h 11,57 U a-Amylase 329,11 34,76
12 h 11,57 U a-Amylase 349,21 55,54
24 h 11,57 U a-Amylase 344,98 62,74
48 h 11,57 U a-Amylase 324,76 49,35
3d 11,57 U a-Amylase 325,68 53,96
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4 d 11,57 U a-Amylase 283,77 31,13
5d 11,57 U a-Amylase 293,65 24,76
6 d 11,57 U a-Amylase 314,84 38,59
7 d 11,57 U a-Amylase 313,38 30,54
1min 115,7 U a-Amylase 220,53 34,22
5 min 115,7 U a-Amylase 252,71 46,97
10 min 115,7 U a-Amylase 267,46 33,02
1 h115,7 U a-Amylase 319,27 51,38
3 h115,7 U a-Amylase 355,60 51,17
6 h 115,7 U a-Amylase 339,89 33,39
12 h 115,7 U a-Amylase 356,67 42,64
24 h 115,7 U a-Amylase 341,95 51,27
48 h 115,7 U a-Amylase 324,32 42,89
3d115,7 U a-Amylase 335,27 46,96
4 d 115,7 U a-Amylase 292,89 33,18
5d 115,7 U a-Amylase 302,40 16,91
6 d 115,7 U a-Amylase 317,59 19,12
7d 115,7 U a-Amylase 316,39 29,91

Werte der Abbildung 39: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem Sulforhodamin-
101 (SR-101) aus HES-Nanopartikeln nach verschiedenen Maleinheiten (Units; U) a-
Amylase nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Mittelwert Standardabweichung
1 min 0 U a-Amylase 130,49 1,84
5 min 0 U a-Amylase 136,68 6,89
10 min 0 U a-Amylase 135,76 5,42
1h0Ua-Amylase 141,28 3,27
3 h0Ua-Amylase 139,71 3,45
6 h 0 U a-Amylase 143,03 4,92
12 h 0 U a-Amylase 138,37 8,22
24 h 0 U a-Amylase 147,83 8,167
48 h 0 U a-Amylase 151,27 11,04
3d0Ua-Amylase 159,76 7,69
4d0Ua-Amylase 152,64 9,18
5d0U a-Amylase 150,22 1,59
6d 0Ua-Amylase 166,68 5,20
7d 0 U a-Amylase 167,03 2,40
1 min 1,157 U a-Amylase 142,37 10,17
5 min 1,157 U a-Amylase 150,84 9,69
10 min 1,157 U a-Amylase 150,21 6,49
1h 1,157 U a-Amylase 157,83 3,22
3 h1,157 U a-Amylase 158,61 4,06
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6 h 1,157 U a-Amylase 156,12 7,57
12 h 1,157 U a-Amylase 158,84 9,58
24 h 1,157 U a-Amylase 165,58 2,64
48 h 1,157 U a-Amylase 171,02 8,01
3d 1,157 U a-Amylase 177,81 13,39
4d 1,157 U a-Amylase 175,13 6,99
5d 1,157 U a-Amylase 186,81 13,07
6d 1,157 U a-Amylase 178,54 13,08
7d 1,157 U a-Amylase 177,80 15,19
1 min 11,57 U a-Amylase 158,44 13,34
5 min 11,57 U a-Amylase 177,15 22,87
10 min 11,57 U a-Amylase 177,91 19,03
1 h 11,57 U a-Amylase 220,18 29,74
3 h 11,57 U a-Amylase 249,59 31,12
6 h 11,57 U a-Amylase 255,66 29,36
12 h 11,57 U a-Amylase 256,30 51,04
24 h 11,57 U a-Amylase 276,07 41,11
48 h 11,57 U a-Amylase 268,39 38,27
3d 11,57 U a-Amylase 261,00 41,31
4 d 11,57 U a-Amylase 221,21 20,33
5d 11,57 U a-Amylase 225,05 11,33
6 d 11,57 U a-Amylase 250,05 27,07
7 d 11,57 U a-Amylase 243,42 20,67
1min 115,7 U a-Amylase 178,59 16,56
5 min 115,7 U a-Amylase 199,41 28,47
10 min 115,7 U a-Amylase 204,70 30,34
1 h115,7 U a-Amylase 253,96 36,49
3 h115,7 U a-Amylase 274,95 32,77
6 h 115,7 U a-Amylase 274,96 33,76
12 h 115,7 U a-Amylase 268,08 56,59
24 h 115,7 U a-Amylase 277,18 39,47
48 h 115,7 U a-Amylase 265,66 35,59
3d115,7 U a-Amylase 263,12 35,96
4 d 115,7 U a-Amylase 223,69 22,23
5d115,7 U a-Amylase 226,86 8,25
6 d 115,7 U a-Amylase 244,77 20,69
7d 115,7 U a-Amylase 249,28 26,04

210




Anhang

Werte der Abbildung 40 A: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem
Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Starke- sowie HES-Nanopartikeln nach
verschiedenen Maleinheiten (Units; U) a-Amylase unter Schitteln nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Mittelwert Standardabweichung

1 min 0 U a-Amylase 163,02 70,04
3h0Ua-Amylase 124,57 4,01

3d0Ua-Amylase 141,96 9,76

7d0U a-Amylase 129,49 9,68

1 min 11,5 U a-Amylase 266,91 57,14
3 h11,5U a-Amylase 439,28 116,11
3d11,5U a-Amylase 520,56 75,13
7d 11,5 U a-Amylase 424,29 102,70
1 min 115,7 U a-Amylase 306,68 62,81
3 h115,7 U a-Amylase 464,24 69,11
3d115,7 U a-Amylase 484,52 78,41
7d 115,7 U a-Amylase 400,54 105,20

Werte der Abbildung 40 B: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem

Sulforhodamin-101 (SR-101)
verschiedenen Malfleinheiten

aus

unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Starke-
(Units; U)

HES-Nanopartikeln nach

a-Amylase unter Schitteln nach

Mittelwert Standardabweichung
1 min 0 U a-Amylase 166,79 64,87
3 h0Ua-Amylase 129,66 4,92
3d0Ua-Amylase 133,41 11,92
7d0Ua-Amylase 134,61 5,29
1 min 11,5 U a-Amylase 205,96 40,01
3 h 115U a-Amylase 287,94 29,34
3d11,5U a-Amylase 324,85 103,60
7d 11,5 U a-Amylase 338,09 7,36
1 min 115,7 U a-Amylase 230,15 20,49
3 h115,7 U a-Amylase 320,28 29,25
3d115,7 U a-Amylase 310,31 85,32
7d 115,7 U a-Amylase 347,98 8,67
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Werte der Abbildung 41 A: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem
Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Starke- sowie HES-Nanopartikeln nach
verschiedenen Maldeinheiten (Units; U) a-Amylase unter Schitteln mit Rihrstabchen
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Mittelwert Standardabweichung
1 min 0 U a-Amylase 300,38 38,39
3h0Ua-Amylase 488,14 47,88
3d0Ua-Amylase 325,69 86,84
7d0U a-Amylase 652,41 88,88
1 min 11,5 U a-Amylase 355,52 5,40
3h11,5U a-Amylase 429,51 55,48
3d11,5U a-Amylase 456,51 148,567
7d 11,5 U a-Amylase 572,11 181,13
1 min 115,7 U a-Amylase 380,37 14,49
3 h115,7 U a-Amylase 474,16 63,65
3d115,7 U a-Amylase 385,99 78,66
7d 115,7 U a-Amylase 523,59 53,29

Werte der Abbildung 41 B: Die mittlere Fluoreszenzintensitat von freiem
Sulforhodamin-101 (SR-101) aus Starke- sowie HES-Nanopartikeln nach
verschiedenen Maldeinheiten (Units; U) a-Amylase unter Schitteln mit Riuhrstabchen
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Mittelwert Standardabweichung
1 min 0 U a-Amylase 267,62 2,23
3 h0Ua-Amylase 329,04 38,87
3d0Ua-Amylase 274,31 34,02
7d0Ua-Amylase 396,97 56,78
1 min 11,5 U a-Amylase 267,58 6,14
3 h11,5U a-Amylase 346,99 44,84
3d11,5U a-Amylase 289,14 71,59
7d 11,5 U a-Amylase 332,52 34,15
1 min 115,7 U a-Amylase 262,12 4,98
3 h115,7 U a-Amylase 334,66 33,49
3d115,7 U a-Amylase 286,67 67,78
7d 115,7 U a-Amylase 313,89 12,90
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Werte der Abbildung 42 A: Zellviabilitat von HDMEC bei Starke-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 fir 0,5 ng/ml 81,94 33,58
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fir 0,5 ng/ml 77,32 50,54
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 70,45 51,38
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 102,09 62,82
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 150,27 114,10
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 328,49 108,26
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 75,65 45,87
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 81,29 57,02
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 72,71 47,78
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 98,18 64,21
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 153,15 113,09
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 337,29 95,91
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 5 ng/ml 75,29 46,40
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 77,18 61,13
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 72,88 54,79
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 88,73 53,43

VEGF-121
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VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 140,49 144,25
VEGF-121
7 d Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 264,73 130,55

Werte der Abbildung 42 B: Zellviabilitat von HDMEC bei Starke-sowie HES-
Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7

Tagen.
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 fur 0,5 ng/ml 105,04 16,78
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fir 0,5 ng/ml 74,049 36,63
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 110,61 18,04
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 161,13 18,56
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 252,74 48,24
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 352,11 101,39
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 99,67 16,39
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 80,56 28,26
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 120,37 14,89
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 134,91 71,55
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 216,32 88,46
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 310,27 96,71
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 5 ng/ml 94,13 23,25

VEGF-121
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3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 76,11 38,89
VEGF-121
6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 89,15 29,50
VEGF-121
24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 100,89 63,88
VEGF-121
48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 186,82 115,29
VEGF-121
7 d Nanopartikelmenge ftr 2,5 ng/ml 282,84 70,56

VEGF-121

Werte der Abbildung 43 A: Zellviabilitdt von Fibroblasten bei Starke-sowie HES-
Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7

Tagen.
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 fir 0,5 ng/ml 88,04 30,08
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fir 0,5 ng/ml 108,39 64,78
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 124,62 44,39
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 147,27 74,72
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 168,33 64,63
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 279,46 132,15
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 80,36 23,14
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 92,52 44,10
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 113,72 37,01
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 124,33 42,41

VEGF-121
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VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 152,93 62,11
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 270,31 112,83
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fur 5 ng/ml 81,83 19,77
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 79,00 25,26
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 101,12 36,09
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 103,07 3,56

VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 138,85 48,09
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 229,93 96,93

Werte der Abbildung 43 B: Zellviabilitaét von Fibroblasten bei Starke-sowie HES-
Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7

Tagen.
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 fir 0,5 ng/ml 88,59 16,35
VEGF-121
3 h Nanopartikelmenge fir 0,5 ng/ml 109,64 56,93
VEGF-121
6 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 115,01 37,93
VEGF-121
24 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 165,17 63,09
VEGF-121
48 h Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 195,44 25,26
VEGF-121
7 d Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 283,48 156,34
VEGF-121
1 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 74,51 5,59

VEGF-121
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3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 111,19 59,05
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 108,16 27,44
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 144,15 46,85
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 178,96 30,19
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 257,63 145,69
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fur 5 ng/ml 79,94 6,40

VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 92,39 40,28
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 93,02 13,98
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 132,13 45,42
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 181,28 24,44
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 256,34 116,29
VEGF-121

Werte der Abbildung 44 A: Zellviabilitdt von Epithelzellen bei Starke-sowie HES-
Behandlungsdauern innerhalb von 7

Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen

Tagen.
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 fir 0,5 ng/ml 99,02 30,66
VEGF-121
3 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 142,65 108,83
VEGF-121
6 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 98,24 15,65
VEGF-121
24 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 65,49 1,68

VEGF-121
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VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 242,85 214,09
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 139,31 98,74
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 212,25 165,71
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 112,39 45,39
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 103,12 28,12
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 95,28 6,99

VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 161,81 98,12
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 87,67 21,44
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 5 ng/ml 179,89 154,48
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 97,60 51,56
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 90,93 11,98
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 95,91 13,19
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 247,99 268,25
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 110,39 72,87

Werte der Abbildung 44 B: Zellviabilitdt von Epithelzellen bei Starke-sowie HES-
Nanopartikel-Behandlung nach verschiedenen Behandlungsdauern innerhalb von 7

Tagen.
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 fur 0,5 ng/ml 88,15 16,24

VEGF-121
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3 h Nanopartikelmenge fir 0,5 ng/ml 128,32 65,81
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 101,07 20,02
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 68,78 1,26
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 0,5 ng/ml 172,58 137,53
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge ftr 0,5 ng/ml 158,36 140,31
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 102,13 42,93
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 70,01 27,51
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 109,23 29,58
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 76,21 17,89
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 170,10 127,42
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 182,30 109,01
VEGF-121

1 h Nanopartikelmenge fir 5 ng/ml 93,09 43,96
VEGF-121

3 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 179,77 158,98
VEGF-121

6 h Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 99,62 18,50
VEGF-121

24 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 72,68 23,086
VEGF-121

48 h Nanopartikelmenge fur 2,5 ng/ml 255,75 226,05
VEGF-121

7 d Nanopartikelmenge fir 2,5 ng/ml 132,42 73,88

VEGF-121
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Werte der Abbildung 45: Zellviabilitat von HDMEC bei a-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 a-Amylase 112,68 12,68
3h11,5U a-Amylase 107,30 26,89
6 h 11,5 U a-Amylase 112,22 14,36
24 h 11,5 U a-Amylase 200,42 35,37
48 h 11,5 U a-Amylase 194,22 191,77
7d 11,5 U a-Amylase 377,01 109,42
1 h 115,7 U a-Amylase 86,56 30,73
3 h115,7 U a-Amylase 100,43 27,92
6 h 115,7 U a-Amylase 71,88 19,80 0,035
24 h 115,7 U a-Amylase 59,96 21,87 0,011
48 h 115,7 U a-Amylase 32,78 31,74
7 d 115,7 U a-Amylase 35,98 46,59 0,0144

Werte der Abbildung 46: Zellviabilitat von Fibroblasten bei a-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 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
1h 11,5 U a-Amylase 89,16 9,51
3 h11,5U a-Amylase 93,76 18,05
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6 h 11,5 U a-Amylase 94,64 12,34
24 h 11,5 U a-Amylase 126,72 3,70
48 h 11,5 U a-Amylase 153,83 34,79
7d 11,5 U a-Amylase 168,79 23,44
1 h 115,7 U a-Amylase 75,72 19,08
3 h115,7 U a-Amylase 83,76 36,91
6 h 115,7 U a-Amylase 44,22 8,47 0,004
24 h 115,7 U a-Amylase 65,32 4,73 0,001
48 h 115,7 U a-Amylase 69,62 10,26 0,005
7 d 115,7 U a-Amylase 67,08 3,28 0,013

Werte der Abbildung 47: Zellviabilitdt von Epithelzellen bei a-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 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 a-Amylase 102,68 20,84
3 h11,5U a-Amylase 69,91 48,80
6 h 11,5 U a-Amylase 98,46 58,76
24 h 11,5 U a-Amylase 57,16 44,74
48 h 11,5 U a-Amylase 175,51 92,05
7d 11,5 U a-Amylase 74,18 10,88
1 h115,7 U a-Amylase 102,18 35,05
3 h115,7 U a-Amylase 70,56 42,83
6 h 115,7 U a-Amylase 49,88 10,38 0,008
24 h115,7 U a- 20,39 10,12
Amylase
48 h 115,7 U a- 96,63 67,76
Amylase
7d 115,7 U a-Amylase 43,72 43,34
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Werte der Abbildung 48: Chemotaktische Migration von HDMEC in Richtung
aufgebrochener Starke- und HES-Nanopartikel mit VEGF-121.

Mittelwert
Kontrolle 100
25 ng/ml VEGF-121 166,36
a-Amylase-behandelt Starke-Nanopartikel 3,71
a-Amylase-behandelt HES-Nanopartikel 1,16
Mechanische Gewalt Starke-Nanopartikel 13,61
Mechanische Gewalt HES-Nanopartikel 8,11

Werte der Abbildung 52 A: Zellviabilitét von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und
Fibroblasten oder Tri-Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf
Kollagenmatrices zwei Tage nach der extrakorporalen Stof3wellenbehandlung (ESWT)
an Kulturtag 15, 19 oder 26.

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

Werte der Abbildung 52 B: Zellviabilitdt von Bi-Kulturen aus Endothelzellen und
Fibroblasten oder Tri-Kulturen aus Endothelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen auf
Kollagenmatrices zwei Tage nach der extrakorporalen StoRwellenbehandlung (ESWT)
an Kulturtag 15, 19 oder 26.

Mittelwert Standardabweichung
Kontrolle 100 0
Kulturtag 19 103,24 20,32

222



Anhang

6.5 Dissertationsbezogene Publikationen und Posterbeitrage

6.5.1 Publikationen
Peters K, Wiesmann N, Heimes D, Schwab R, Kammerer PW, Al-Nawas B, Unger
RE, Hasenburg A, Brenner W. Extracorporeal Shock Wave Therapy

Improves In Vitro Formation of Multilayered Epithelium of Oral Mucosa
Equivalents. 2022. Biomedicines, 10(3), 700.

6.5.2 Posterbeitrage

Peters K, Wiesmann N, Heimes D, Schwab R, Kammerer P, Brenner W. Einfluss
von extrakorporalen StoRRwellen auf die Epithelausbildung bei Schleimhaut-

Aquivalenten. BiomaTICS Nikolaus-Symposium, Dezember 06, 2021, Mainz.

Peters K, Wurm F, Unger R, Bartsch G, Kadmmerer P, Brenner W, Heller M. 3D Pre-
vascularization of soft tissue equivalents using HES nanocarrier. 3D Druck

Symposium "Advances in 3D Printing. May 10, 2019, Mainz.

223



Lebenslauf

in der elektronischen Version entfernt

224



in der elektronischen Version entfernt

225



in der elektronischen Version entfernt

226



Danksagung

in der elektronischen Version entfernt

227



in der elektronischen Version entfernt

228



Eidesstaatliche Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation selbstandig
verfasst und nur mit den angegebenen Hilfsmitteln und Quellen angefertigt habe. Ich

habe keine entgeltliche Hilfe Dritter in Anspruch genommen.

Des Weiteren erklare ich, dass ich die vorgelegte Arbeit weder komplett noch in Teilen
als eine andere staatliche oder wissenschaftliche Prifung und auch nicht bei einer

anderen Fakultat oder einem anderen Fachbereich als Dissertation eingereicht habe.

Ort, Datum Katharina Astrid Peters

Die vorliegende Dissertation wurde von Oktober 2018 bis August 2022 in der Klinik

und Poliklinik fur Geburtshilfe und Frauengesundheit der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz unter der Leitung von | EEEEEGEGEGEGEGEE 2 ocfertigt.

229



