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1. Zusammenfassung

Die humane Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der aus dem Zusammenspiel von
verschiedenen Zelltypen und Botenstoffen besteht. Zu den wichtigsten an der Wundheilung
beteiligten Zellen gehdren Fibroblasten, ihre differenzierte Form, die Myofibroblasten und
Endothelzellen. Myofibroblasten werden durch proinflammatorische Zytokine aktiviert und
tragen durch die Bildung von Wachstumsfaktoren und Matrixproteinen und durch ihre
Kontraktilitdit zum Wundheilungsprozess bei. Daneben wird ihr Beitrag zur Angiogenese in
der Literatur diskutiert.

Um eine adaquate Wundheilung zu gewahrleisten, ist eine koordinierte Regulation des
Zusammenspiels von Fibroblasten, Myofibroblasten und Endothelzellen unabdingbar. Da die
direkte Zellinteraktion zwischen diesen Zelltypen bisher nur wenig untersucht ist, wurde in
vorherigen Arbeiten ein In-vitro-Wundheilungsassay (co-culture scratch-wound migration
assay = CCSWMA), bestehend aus humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen,
normalen humanen dermalen Fibroblasten und Myofibroblasten etabliert.

In der aktuellen Arbeit wurde dieser Assay nun weiterentwickelt: Der vorher untersuchte Typ
des normalen Fibroblasten wurde durch den Zelltyp des humanen dermalen
Waundfibroblasten ersetzt, der zuvor aus Patientenbiopsien isoliert wurde. Diese Zellen
wurden aus chronischen und gut granulierenden Wunden gewonnen.

Es wurde Uberprift, ob sich prinzipiell eine Korrelation der klinischen Heilungstendenz einer
Wunde mit dem Verhalten der Wundfibroblasten in vitro herstellen laft.

Dieses Verhalten wurde unter dem Einfluss eines unterschiedlichen Sauerstoffangebots
(Normoxie, Hypoxie, Reoxygenierung) durch die Parameter Proliferation (Zellzahl,
Proliferationsmarker MIB, Generationszeit), Migration und Myofibroblasten-Differenzierungs-
rate (MFDR) charakterisiert. Zusatzlich wurde die Konzentration des an der Wundheilung
beteiligten Zytokins Interleukin-8 (IL-8) im Zellkulturiberstand bestimmt. Dabei konnte
sowohl das Verhalten der Fibroblasten aus beiden Wundgruppen in Mono-Kultur, als auch

die Interaktion mit Endothelzellen (in Co-Kultur) analysiert werden.

Ergebnisse
Proliferation (Zellzahl): In unserem Modell war die Zelldichte zu Versuchsbeginn (0 h) an in

den Fibroblasten-Kulturen der gut granulierenden Wunden mit 140 Zellen/mmz2 im Vergleich
zu den Fibroblasten-Kulturen der chronischen Wunden mit 66 Zellen/mm?2 in Mono-Kultur
signifikant erhéht. Im Gegensatz dazu war die initiale Zelldichte in den chronischen Wunden
in Co-Kultur mit 309 Zellen/mm?2 héher als in den gut granulierenden Wunden mit 288

Zellen/mmz. Dariberhinaus war die Zelldichte in Mono-Kultur in der Gruppe der gut
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granulierenden Wunden nach 24 h und 48 h mit 321 Zellen/mm? bzw. 406 Zellen/mm?
gegenuber der Gruppe der chronischen Wunden mit 125 Zellen/mm? bzw. 232 Zellen/mm?
nach 24 h und 48 h signifikant héher.

Proliferation (Generationszeit): In den Mono-Kulturen der chronischen Wunden nahm die
Generationszeit mit 41 h nach Tag 1 und 33 h nach Tag 2 uber die Zeit ab, wohingegen sie
in den gut granulierenden Wunden mit 22 h nach Tag 1 und 58 h nach Tag 2 zunahm.
Proliferation (MIB): In den gut granulierenden Wunden in Mono-Kultur proliferierten 67% der
Wundfibroblasten nach 24 h und 62% nach 48 h, das heil3t tendenziell etwas stéarker, als die
Wundfibroblasten in den chronischen Wunden mit 65% nach 24 h und 54% nach 48 h.
Dieselbe Tendenz zeigte sich in den Co-Kulturen.

Migration: Auch war die Migration der Fibroblasten aus den gut granulierenden Wunden
generell starker. Lediglich unter hypoxischen Bedingungen in Co-Kultur war die Migration bei
den chronischen Wunden starker als bei den Fibroblasten aus gut granulierenden Wunden.
Myofibroblasten-Differenzierungsrate: Die MFDR unter Normoxie war in Mono- und Co-
Kultur in der Gruppe der chronischen Wunden mit im Mittel 24% bzw. 21% durchweg
signifikant hoher als in der Gruppe der gut granulierenden Wunden mit 9% bzw. 11%.
Interleukin-8: Die IL-8-Konzentrationen in den Zelliberstanden unterschieden sich nicht
wesentlich in beiden Gruppen. Beiden gemeinsam war ein relativer Anstieg der IL-8
Konzentration unter Hypoxie und unter Reoxygenierung im Vergleich zu den normoxischen
Kontrollen. Bei den Fibroblasten der chronischen Wunden wurden mit 3,4 fg/Zelle unter
Hypoxie und mit 1,6 fg/Zelle unter Reoxygenierung hohere Werte gemessen als in ihren
normoxischen Kontrollen (1,5 u. 0,7 fg/Zelle). Dasselbe galt auch fur die Fibroblasten der gut
granulierenden Wunden mit 2,8 fg/Zelle unter Hypoxie und mit 4,9 fg/Zelle unter

Reoxygenierung gegenuber 1,9 fg/Zelle u. 2,4 fg/Zelle unter Normoxie.

Die Verwendung des Modells CCSWMA, erweitert um die Komponente Wundfibroblast, hat
gezeigt, dass es sich generell fur die In-vitro-Uberprifung der Heilungstendenz eines
Weichteilschadens eignhen kann. Insbesondere der Nachweis einer unterschiedlichen MFDR
scheint in Zukunft als diagnostisches Tool geeignet zu sein. So kdnnte durch Diversifizierung
weiterer Einflussfaktoren und Parameter der Wundheilung die MFDR als zusatzlicher

prognostischer Marker fur die Heilungstendenz einer Wunde herangezogen werden.



1. Summary

Human wound healing is characterized by the complex interaction of different cell types and
transmitters. Fibroblasts, their differentiated form, the myofibroblasts and endothelial cells
belong to the most important cells involved in wound healing. Myofibroblasts are activated by
proinflammatory cytokines and contribute to the wound healing process by the realease of
growth factors and matrix proteins, as well as by their contractile abilities. Furthermore, their
contribution to angiogenesis is discussed in the literature.

To ensure an adequate wound healing, a coordinated regulation of the interaction of
fibroblasts, myofibroblasts and endothelial cells is indispensable. As the direct cell interaction
between these cell types has not been investigated exhaustively yet, an in vitro wound
healing assay (co-culture scratch-wound migration assay = CCSWMA) was established in
previous works. This assay consists of human dermal microvascular endothelial cells, normal
human dermal fibroblasts and myofibroblasts.

In the present work, the CCSWMA was developed further: The previously examined cell type
of the normal fibroblast was replaced by the cell type of the human wound fibroblast, which
had been isolated from patient biopsies before. These cells were acquired from chronic and
well granulating wounds.

We verified, whether there exists a fundamental correlation between the clinical healing
tendency and the behavior of the wound fibroblast in vitro.

This behavior was characterized in response to different oxygen levels (normoxia, hypoxia,
reoxygenation) by the parameters proliferation (cell number, proliferation marker MIB,
generation time), migration and myofibroblast differentiation rate (MFDR). In addition, the
concentration of the cytokine Interleukin-8 (IL-8), which has been known to be involved in
wound healing, was determined in the cell culture supernatants. We analysed the behavior of
the fibroblasts of both wound groups in mono-culture as well as their interaction with

endothelial cells in co-culture.

Results

Proliferation (cell number): At the beginning of the experiment (0 h) the cell densitiy in the
mono-culture from well granulating wounds (140 cells/mm?2) was significantly increased
compared to that in the mono-cultures from chronic wounds (66 cells/mm3). In contrast, the
initial cell density in the chronic wounds in co-culture was higher with 309 cells/mm?2 than in
the well granulating wounds with 288 cells/mmz2. Furthermore, the cell density after 24 h and

48 h in the group of the well granulating wounds with 321 cells/mm2 and 406 cells/mm?,



respectively, was increased significantly compared to that of the group of the chronic wounds
with 125 cells/mm? and 232 cells/mm?, respectively.

Proliferation (generation time): In the mono-cultures of the chronic wounds, the generation
time decreased over the time with 41 h after day 1 and 33 h after day 2, whereas in the well
granulating wounds the generation time increased over the time with 22 h after day 1 and 58
h after day 2.

Proliferation (MIB): In the well granulating wounds in mono-culture, 67% of the wound
fibroblasts were MIB positive after 24 h and 62% after 48 h. There was thus a slightly
stronger proliferation compared to the wound fibroblasts in the chronic wounds with 65%
after 24 h and 54% after 48 h. A similar development was detected among the co-cultures.
Migration: In general, fibroblasts from well granulating wounds showed a better migration.
Only under hypoxic conditions in co-culture, the migration in the chronic wounds was
stronger than in the well granulating wounds.

Myofibroblast differentiation rate: The average MFDR under normoxia in mono- and co-
culture in the group of the chronic wounds with 24% and 21%, respectively, was consistently
significantly higher compared to that of the group of the well granulating wounds with 9% and
11%, respectively.

Interleukin-8: IL-8-concentrations in the cell culture supernatants did not differ considerably
between both groups. Common to both was a relative increase of the IL-8 concentration
under hypoxia and reoxygenation in comparison to their normoxic controls. In the cultures of
chronic wounds higher values were measured with 3.4 fg/cell under hypoxia and with 1.6
fg/cell under reoxygenation compared to their normoxic controls (1.5 fg/cell and 0.7 fg/cell).
The same applied to the well granulating wounds with 2.8 fg/cell under hypoxia and with 4.9

fg/cell under reoxygenation compared to 1.9 fg/cell and 2.4 fg/cell under normoxia.

The usage of the model CCSWMA, extended by the component wound fibroblast, has shown
that it generally might be valuable to verify the healing tendency of a certain soft tissue
damage in vitro. Especially, the proof of a different MFDR among both groups seems to be a
suitable tool in the future. Thus, the analysis of the MFDR, broadened by diversifying further
influencing factors and parameters, could be used as a additional prognostic marker for the

healing tendency of a wound.



2. Einleitung

2.1 Der Weichteilschaden

In der taglichen Praxis der arztlichen Versorgung spielen chronische Wunden allein schon
aufgrund ihrer Haufigkeit eine grofRe Rolle. Schatzungsweise Uber 4 Millionen Menschen in
der Bundesrepublik Deutschland leiden an chronischen Wunden. Die Behandlungskosten
betragen, Stand 2005, ca. 5 Milliarden Euro pro Jahr und stellen somit auch erhebliche
Kosten fur das Gesundheitssystem dar (Dill-Muller & Tilgen 2005).

Lokale und systemische Faktoren tragen zu Wundheilungsstérungen bei. So spielen die
Lokalisation der Wunde und die damit einhergehende mechanische Belastung einerseits, als
auch die Beschaffenheit der Wunde mit Parametern wie Wundausdehnung und -tiefe und
Struktur der Wundrander eine entscheidende Rolle. Mikrobielle Infektionen, die durch
Bakterien oder Pilze verursacht werden und bei denen der Erreger auch vom
Entstehungsmechanismus der Wunde abhéngig ist, kbnnen die Wundheilung sowohl durch
lokales, als auch systemisches Auftreten beeinflussen.

Zu den systemischen Faktoren z&hlt zum einen das Patientenalter, das bei Zunahme mit
einer abnehmenden Regenerationsfahigkeit einhergeht und damit auch die Wundheilung
beeinflusst (Gosain & DiPietro 2004). Zum anderen spielt auch die Erndhrung, und dabei
insbesondere die Zufuhr von Vitaminen, Spurenelementen und Proteinen eine wichtige
Rolle. Der Allgemeinzustand und damit auch die Wundheilung wird des Weiteren von
Erkrankungen des Stoffwechsels wie Diabetes mellitus (Lebrun et al. 2010), des
GefalRsystems (z.B. periphere arterielle Verschlusskrankheit; Eneroth-Persson 1993), des
Gerinnungssystems (diverse Faktoren-Mangel) und von Tumor-Erkrankungen beeinflusst.
Zuletzt beeinflussen auch Medikamente wie Chemotherapeutika, Zytostatika, Antibiotika,
Hormone, Antikoagulantien, aber auch Alkohol, Nikotin (Silverstein 1992) und andere Drogen
den Heilungsverlauf negativ.

An therapeutischen MaRRnahmen gibt es neben der Behandlung der pradisponierenden
Grunderkrankung die mdglichst angepasste Behandlung, abhangig von der individuellen
Wundsituation. Zum Schaffen einer moglichst gunstigen Wundsituation tragen zun&chst
einmal die Desinfektion der Wunde und das Beseitigen von verbliebenen Fremdkdrpern,
sowie von abgestorbenem und kontaminiertem Gewebe in der Frihphase der Wundheilung
bei. Danach tritt mit fortschreitendem Heilungsprozess die Verhinderung eines
Wundsekretstaus passiv mittels Hydrofaser- und Polymerverbanden oder aktiv mittels
Vakuumsystemen in den Vordergrund. Uber die Wahl entsprechender Verbandmaterialien

lassen sich die Parameter Temperatur, Feuchtigkeit und Verhinderung der Keimbesiedlung
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gunstig beeinflussen. Die Vermeidung von mechanischer Belastung ist wahrend des
gesamten Wundheilungsprozesses von Bedeutung und wird durch entsprechende Lagerung,
abhéngig von der Wundlokalisation, schonende Verbandwechsel sowie angepasste
Verbandwechselintervalle angestrebt (Scharf & Ruter 2008).

Experimentelle Studien sind vonnéten, um einerseits die pathophysiologischen Prozesse der
gestorten Wundheilung besser zu verstehen und um neben der Verbesserung bewahrter
Therapien neue Angriffspunkte flr individualisierte Therapiekonzepte zu finden.

In dieser Entwicklung ist es wichtig, moéglichst viele Einflussfaktoren zu detektieren und sie
nach ihrer Relevanz fir den Heilungsprozess zu selektieren. Einflussfaktoren wie
Sauerstoffversorgung und -unterversorgung (Hypoxie) oder Wachstumsfaktoren sind schon
seit Jahren Gegenstand vieler standardisierter Modelle, bei denen versucht wird, den
Wundheilungsverlauf in vitro moglichst genau zu simulieren oder ihn gezielt zu beeinflussen.
Die dort gewonnenen Erkenntnisse sind oftmals besser untereinander vergleichbar und mit
geringerem materiellen und finanziellen Aufwand realisierbar als Ergebnisse aus

Tiermodellen.

2.2 Wundheilung

2.2.1 Definition und Atiologie

Der Begriff Wunde wird als ein Verlust der Organintegritat mit Unterbrechung des
Zusammenhangs von Korpergeweben mit oder ohne Substanzverlust definiert. Dabei treten
Defekte durch exogene oder endogene Storfaktoren am haufigsten am Hautorgan auf
(Voggenreiter & Dold 2004, Pschyrembel 259. Auflage).

Es werden Wunden unterschiedlicher Atiologie unterschieden: Mechanische, thermische,
chemische und Strahlenwunden.

Mechanische Wunden entstehen durch auf3ere, scharfe oder stumpfe Gewalteinwirkungen.
Unter scharfen Gewalteinwirkungen entstehen Schnitt-, Stich-, Hieb- oder Bisswunden. Nach
stumpfer Gewalteinwirkung entstehen Schirf-, Riss- Quetsch- und Platzwunden sowie
Ablederung/Decollement, Pfahlung, Schusswunden, Skalpierung und Dekubitus.
Verbrennungen, Verbrilhungen oder Erfrierungen gelten als thermische Wunden. Zu den
chemischen Wunden z&hlt man Veratzungen durch S&uren, Laugen oder Schadigung durch
andere zytotoxische Substanzen. Strahlenwunden kommen durch den Einfluss von

Rontgenstrahlen oder radioaktiven Isotopen zustande.



2.2.2 Physiologie der Wundheilung

Definitionsgemal ist die Wundheilung ein interaktiver Prozess, in dem ldsliche Mediatoren,
Blutzellen, extrazellulare Matrix (ECM) und Parenchymzellen zusammenspielen
(Voggenreiter & Dold 2004). Ziel ist der kdrpereigene Verschluss durch weitestgehende
Wiederherstellung des Korpergewebes.

Man unterscheidet primare und sekundare Wundheilung. Erstere zeichnet sich durch
glattrandige, nicht verunreinigte Wunden bei komplikationslosem Wundheilungsverlauf aus.
Letztere entwickelt sich bei klaffenden Wunden mit Gewebsdefekt oder bei Wundinfekten
und geht in der Regel mit Narbenbildung einher.

Eine Wunde wird als chronisch bezeichnet, wenn sie nicht wunsch- und zeitgerecht heilt oder
der Heilungsprozess nicht zu einer strukturellen Integritat fuhrt (Voggenreiter & Dold 2004).
Der Prozess der Wundheilung lasst sich in 4 Phasen einteilen, die nacheinander
Uberlappend durchlaufen werden. Man unterscheidet die Phase der Hamostase, der
Inflammation, der Proliferation und der Reparation. Von manchen Autoren werden die
hamostatische und die inflammatorische Phase zusammen betrachtet. Im Folgenden werden

die Vorgange dieser vier Phasen detailliert beschrieben:

Hamostase

Mit dem Eintritt der Gewebslasion kommt es zu einer Verletzung von BlutgefaRen und zur
Freisetzung von Blutbestandteilen. Innerhalb der ersten 10 Minuten erfolgt die Blutstillung
durch Vasokonstriktion der arteriellen GefalRe und Thrombozytenaggregation. Gleichzeitig
setzen die Thrombozytengranula Gerinnungsfaktoren, Histamin, Wachstumsfaktoren und
andere Enzyme frei. Die durch die Gewebsverletzung freiliegende Interzellularmatrix tbt
zusammen mit den bei der Gerinnungs- und Komplementkaskade freigesetzten Mediatoren
einen chemotaktischen Reiz auf einwandernde Leukozyten aus. Der Gewebedefekt wird
durch die Ausbildung eines Fibrinnetzes verschlossen. In dem gebildeten Fibringerinnsel
bleiben spater in die Wunde einwandernde Fibroblasten hangen und tragen so zur
Defektauffillung bei. In der Gerinnungskaskade ebenfalls aktivierte intrinsische Faktoren
limitieren die Thrombusbildung (Clark et al. 1985).



Inflammation

In der inflammatorischen oder auch exsudativen Phase, die bis zu 72 h andauert, werden
biochemische und zellulare Prozesse in Gang gesetzt, die die Grundlage fur die Heilung
einer Wunde darstellen. Weiterhin kommt dieser Phase der korpereigenen Immunabwehr
zwecks Beseitigung von Bakterien und Fremdmaterial eine entscheidende Bedeutung zu.
Die Migration (Einwanderung) beginnt mit den neutrophilen Granulozyten, die als erstes
bereits nach 1 h Stunde als Vertreter der unspezifischen Immunabwehr in das Wundgebiet
einwandern. Sie tragen zum Wunddebridement bei, indem sie Fremdmaterial, nekrotische
Zellen und Bakterien phagozytieren. Aufgrund der vermehrten Ausschittung von
Entzindungsmediatoren und Histamin durch Mastzellen kommt es zu einer Gefal3dilatation
mit einhergehendem verlangsamten Blutfluss und einer erhdéhten GefaRpermeabilitat, was
die Granulozytenmigration in die Wunde fordert.

Ab dem 2. Tag erscheinen Monozyten in der Wunde, die durch Bindung an der
extrazelludren Matrix aktiviert werden und zu Makrophagen differenzieren. Diese sezernieren
im Verlauf neben Wachstumsfaktoren wie TGF-a und - (Transforming Growth Factor-a und
-B), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
CSF (Colony Stimulating Factor) und TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) auch Interleukin-1, -
6, -8, -10 und Stickstoffmonoxid (NO). Die Makrophagen spielen daher eine zentrale Rolle
beim Ubergang zur 2. Phase der Wundheilung, der Proliferationsphase (Clark et al. 1985).

Proliferation

In der Proliferationsphase, auch Granulationsphase genannt, bildet den Ausgangspunkt ein
Konglomerat aus Makrophagen, Fibroblasten und vaskularem Gewebe, umgeben von einer
lockeren Matrix aus Kollagen, Fibronectin und Hyaluronsédure. Diese Phase steht
hauptsachlich im Zeichen der Auffillung des entstandenen Gewebedefekts durch
Zellvermehrung. Der Begriff Granulationsgewebe leitet sich aus dem lateinischen Wort
Granula (Kérnchen) ab und beschreibt die hellrote, gepunktete Oberflache des Gewebes,
der die GefalRbaumchen der aus Endothelzellen formierten Kapillaren zugrunde liegen.

Von den chemotaktischen Mediatoren PDGF, TGF-f1 und FGF (Fibroblast Growth Factor)
angelockt, migrieren Fibroblasten ab dem 2.-3. Tag in die Wunde (Greiling & Clark 1997).
Innerhalb von 7-14 Tagen erreicht die Fibroblasten-Dichte ihr Maximum. Fibroblasten
schitten nun ihrerseits neben PDGF, TGF-B und FGF auch KGF (Keratinocyte Growth
Factor) aus und stimulieren damit die Synthese von ECM. Keratinozyten interagieren mit

verschiedenen Bestandteilen der ECM, wie Fibronectin, Vitronectin, Fibrin und Typ |
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Kollagen und fuhren so zur Neubildung der Epidermis (Tsirogianni et al. 2006). Die ECM ist
wahrend dieser Phase starken Ab- und Umbauvorgangen unterworfen, welche unter
anderem durch Matrixmetalloproteinasen katalysiert werden, die der Steuerung durch
Zytokine unterliegen (Voggenreiter & Dold 2004). Die Proteasen Plasmin und Kollagenase
schaffen durch den proteolytischen Abbau der Basalmembran die Voraussetzung zur
Einwanderung von Endothelzellen und der damit verbundenen Neoangiogenese, welche fir
die Sauerstoff- und Nahrstoff-Versorgung des granulierenden Gewebes unabdingbar ist. In
diesem Zusammenhang sind basischer und saurer FGF sowie VEGF als Endothelzell-

Stimulatoren zu nennen.

Remodelling

In der 2. Woche beginnt die reparative Phase der Wundheilung, die bis zu 2 Jahre andauern
kann. In diesem Abschnitt der Wundheilung stehen die Kollagen-Neubildung und -
Ausrichtung zu einem verzweigten, festen Netzwerk im Vordergrund. Fibrin, Fibronectin und
weitere Proteine werden dabei schrittweise durch Kollagen ersetzt (Tsirogianni et al. 2006).
Fibroblasten differenzieren Uber die Zwischenstufe der Proto-Myofibroblasten zu
Myofibroblasten (MF), die mit ihren kontraktilen Filamenten auch zur Wundkontraktion
beitragen. Die zweistufige Differenzierung wird sowohl durch mechanischen Stress als auch
TGF-B1 stimuliert (Tomasek et al. 2002).

2.3 Storungen der Wundheilung und Rolle der Zytokin e

Die Folgen einer gestorten Wundheilung manifestieren sich klinisch in vielerlei Formen,
wobei man hauptsachlich die kleinere Gruppe der chronischen Verlaufsformen, denen ein
akutes Trauma oder eine Operationswunde zugrunde liegt, von der gréReren Gruppe der
chronischen Verlaufsformen unterscheidet, die aufgrund von priméren Erkrankungen
vorliegen.

Zu der letzteren Gruppe zdhlen zunadchst einmal durch GefaRRerkrankungen hervorgerufene
Unterschenkelgeschwire (Ulcera). Kommt mit der diabetischen Neuropathie zusatzlich eine
weitere Erkrankung hinzu, kann sich das sogenannte diabetische FufRsyndrom entwickeln.

Der Dekubitus als offene Wunde entwickelt sich durch langer andauernde Druckeinwirkung



an exponierten Kdrperstellen (oftmals mit persistierender Inflammation assoziiert, die die

Heilung erschwert) wie z.B. den Fersen oder der Sakralregion (Scharf & Ruter 2008).

Chemokine werden Uberwiegend von Gewebezellen und infiltrierenden Leukozyten unter
inflammatorischen Bedingungen wie der Wundheilung produziert (Furie & Randolph 1995).
Sie werden synonym zu der Gruppe der Zytokine gezahlt (Lindley et al. 1993). Die meisten
Chemokine bestehen aus vier Cystein-Resten, die Uber zwei Disulfid-Bricken miteinander
gekoppelt sind. Sie werden gemafR der Konfiguration der beiden dem Amino-Terminus
nachstgelegenen Cysteine in C-X-C, C-C, C-X3-C und C Chemokine eingeteilt (Rossi &
Zlotnik 2000).

Zu ihren Aufgaben zahlt die chemotaktische Anlockung von Leukozyten (Baggiolini 1998,
Luster 1998). Zudem werden sie als Angiogenese-regulierende Zytokine angesehen
(Belperio et al. 2000), nicht zuletzt durch den Nachweis der Expression durch Endothelzellen
(Goebeler et al. 1997), die sie u.a. in ihrer Proliferation und Migration beeinflussen (Li et al.
2005). Dartber hinaus wird ihre Rolle bei diversen Erkrankungen wie Krebs,
fibroproliferativen Stérungen und ischamischen Herzerkrankungen diskutiert (Keeley et al.
2008)

Zytokine sind von entscheidender Bedeutung fir die Regulierung von Wachstum und
Differenzierung von Zellen. In der Klinik werden sie als diagnostische Marker verwendet, um
Aussagen uber Prognose und Verlaufskontrolle von Erkrankungen zu erlauben (Shahzad
2010). Fur Weichteilschéaden steht ein solches System bisher nicht zur Verfligung.
Interleukin-8 (IL-8) gehdrt zur Gruppe der C-X-C Chemokine (chemotaktische Zytokine) und
hat eine Lange von 5191 Basenpaaren. Sein Gen liegt auf Chromosom 4q12-g21 (Zhang &
Chen 2002).

IL-8 wird von diversen Zellen wie zum Beispiel Monozyten, neutrophilen Granulozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen gebildet und spielt bei vielen inflammatorischen
Erkrankungen eine Rolle. Daher haben wir uns mit IL-8 als einem der Faktoren des
Wundheilungsprozesses im Allgemeinen und seinem Auftreten im Zusammenhang mit
Fibroblasten und Endothelzellen im Speziellen in der vorliegenden Arbeit befasst. Seine
Hauptaufgabe besteht in der chemotaktischen Anlockung von Leukozyten (Baggiolini et al.
1994, Engelhardt 1998). Des Weiteren ist es ein wichtiger Aktivator fur neutrophile
Granulozyten (Baggiolini et al. 1989, Bickel 1993).

Der klinische Einsatz wird fur IL-8 als Marker u.a. bei Blasenkrebs (Kocak et al. 2004),
chronischer Prostatitis (Duan & Yang 2005) und nosokomialen bakteriellen Infektionen
(Franz et al. 1999, Weitkamp et al. 2002) sowie zur Diagnostik von pulmonalen Infektionen
(Rennen et al. 2004) und von Osteomyelitis (Gratz et al. 2001, Bleeker-Rovers et al. 2007)

diskutiert.
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2.4 In-vitro-Co-Kultur-Wund-Modell im Vergleich

Um auf dem Gebiet der Wundbehandlung im Experiment erfolgreich zu sein, ist es wichtig,
die physiologischen Ablaufe der Wundheilung maoglichst exakt zu imitieren (Kirkpatrick et al.
2002).

Es gibt verschiedene In-vitro-Modelle zur Untersuchung der Wundheilungsprozesse wie
Monolayer-Kulturen (Moulin et al. 1996), die aber keine Analysen Uber Zellinteraktionen
zulassen. Weiterhin sind Modelle zu nennen, die mittels Co-Kultivierung Zellinteraktion
ermdglichen, die aber bisher nicht mit einem Wundheilungsassay kombiniert sind. Tier-
Modelle (Sullivan et al. 2001) ermdglichen zwar im Prinzip eine realitdtsnahe Abbildung des
Wundheilungsgeschehens, sind aber generell nur zum Teil auf den Menschen Ubertragbar.
Die standardisierte Akquise humaner Wundproben gestaltet sich aufgrund der bereits
erwahnten Vielzahl von lokalen und systemischen Faktoren ebenfalls kompliziert.

Die vorliegende Arbeit baut auf Ergebnissen eines bereits standardisierten In-vitro-Co-Kultur-
Modells auf (Oberringer et al. 2007). Ziel dieser vorangegangenen Arbeit war es, ein Modell
zu entwickeln, mit dem sich die Interaktion von Fibroblasten und mikrovaskularen
Endothelzellen unter Wundbedingungen charakterisieren lasst. Daraus resultierte ein In-
vitro-Modell, welches co-kultivierte humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen
(HDMEC) und normale humane dermale Fibroblasten (NHDF) mit einem In-vitro-
Wundheilungsassay kombiniert (CCSWMA: co-culture scratch-wound migration assay). Die
Zellinteraktion wurde in Normoxie und Hypoxie unter den Gesichtspunkten Proliferation,
Migration und myofibroblastoider Differenzierung beurteilt. Die Co-Kultivierung ermdéglichte
eine bessere Simulation der in der Wundheilung vorgegebenen typischen Gegebenheiten
auf zellularer Ebene.

In der aktuellen Arbeit wurde der CCSWMA weiterentwickelt und aus Patientenbiopsien
gewonnene humane dermale Wundfibroblasten anstelle der NHDF eingesetzt. Diese Zellen
wurden aus chronischen und gut granulierenden Wunden gewonnen, um zu tberprifen, ob
sich prinzipiell eine Korrelation der klinisch beobachteten Heilungstendenz einer Wunde mit
dem Expressions-, Wachstums- und Differenzierungsverhalten ex vivo und in vitro herstellen

|asst.
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2.5 Fragestellungen

1. Ist es mdglich, auch aus humanen Wunden gewonnene Fibroblasten und humane
dermale mikrovaskulare Endothelzellen zusammen in einem Co-Kultur-Wundmodell
zu kultivieren?

2. Sind die Parameter Migration, Proliferation, myofibroblastoide Differenzierung, IL-8-
Release und der Vergleich Mono- und Co-kultivierter Wundfibroblasten geeignet,
charakteristische Unterschiede von Wundfibroblasten mit unterschiedlicher Herkunft
aufzuzeigen?

3. Lassen sich Unterschiede zwischen Wundfibroblasten aus chronischen Wunden
(cW) und gut granulierenden Wunden (gG) feststellen?

4. Zeigen Wundfibroblasten aus chronischen Wunden und gut granulierenden Wunden
eine unterschiedliche Antwort auf Hypoxie?

5. Spielt das Alter der Patienten eine Rolle?

Spielt der Nikotinkonsum der Patienten eine Rolle?
Inwieweit lassen sich in vitro gewonnene Erkenntnisse auf natirliche
Wundverhéltnisse lbertragen bzw. lassen sich umgekehrt in vivo vorherrschende

Gegebenheiten in vitro reproduzieren?
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3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Uberblick

Ausgangsmaterial der Versuche waren einerseits die aus Patientenproben isolierten
Waundfibroblasten (WF), andererseits die von der Firma Promocell erworbenen humanen
dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC). Jeder Einzelversuch hatte eine
Vorlaufzeit von 15 Tagen, innerhalb derer die WF bis Passage (P) 6 und die HDMEC bis P 7
aus Kryokulturen expandiert wurden. 24 h vor Versuchsbeginn (Tag 0) wurde eine WF-
Mono- und eine WF-HDMEC-Co-Kultur auf jeweils 7 Objekttragern angelegt. An Tag O
erfolgte ein Scratching der In-vitro-Wunden in den Zell-Monolayern. Die ersten beiden
Kontrollpraparate von Mono- und Co-Kultur wurden fixiert und von den verbliebenen
Praparaten jeweils 6 unter Hypoxie- und unter Normoxie-Bedingungen kultiviert. An Tag 1
wurden 4 Hypoxiepraparate zusammen mit ihren Kontrollen fixiert. Die verbliebenen 2
Objekttrager aus der Hypoxie wurden unter Normoxie reoxygeniert und zusammen mit den

normoxischen Kontrollen an Versuchstag 2 fixiert (siehe auch Tab. 5).

3.1.2 Wundfibroblasten

3.1.2.1 Patienten-Kollektiv

Insgesamt 14 verschiedene Weichteilschaden wurden nach ihrem klinischen Wundbild und
ihrem Heilungsverlauf in 6 chronische Wunden (Gruppe cW) und 8 gut granulierende

Wunden (Gruppe gG) eingeteilt (siehe Tab. 1).
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Tabelle 1: Klassifikation der Wundproben.

! = Klassifikation klinisch

Gruppe ' | Patienten- | Geschlecht | Geburts- Alter bei Vorhandensein Nikotinkonsum
Nr. jahr Entnahme ? systemischer
[Jahre] [Jahre] Begleiterkrankung 3
1 m 1949 >50 ja ja
2 m 1966 <50 - ja
3 W 1937 >50 ja -
4 m 1951 >50 ja ja
cW 5 W 1956 <50 a :
6 w 1937 >50 ja -
n=6 1 n=3 Mittelwert: ja: n=5 ja:n=3
:n=3 ~55
1 m 1943 >50 - -
2 m 1954 >50 ja -
3 w 1959 <50 ja ja
4 w 1943 >50 ja -
5 m 1988 <50 - ja
6 w 1988 <50 - -
7 m 1978 <50 - -
8 m 1971 <50 - -
n=8 w: n=3 Mittelwert: ja: n=3 ja: n=2
m: n=5 ~39

2 = Lebensalter der Patienten zum Zeitpunkt der Gewebee ntnahme (auf- bzw. abgerundet zur

Bildung eines Mittelwerts)

® = Begleiterkrankungen:

mittelgradige  Stenose A.  femoralis  superficialis,  akutes
Nierenversagen, chronischer Alkoholabusus, Steatosis hepatis,
Unterschenkelthrombose, akuter  arterieller  GefaRverschluss
Unterschenkel, Adipositas per magna, chronisch vendse Insuffizienz,
Diabetes mellitus, diabetische Nephropathie, pAVK, arterielle

Hypertonie, Herzinsuffizienz, Osteomyelitis
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3.1.2.2 Gewebe-Entnahme und Zellisolierung

Im Zuge der operativen Wundversorgung wurde Gewebe, das ohnehin entfernt worden ware
fur die Studie verwendet. Ein positives Ethikvotum der Ethik-Kommission der Arzte-Kammer
des Saarlandes liegt vor.

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter der sterilen Werkbank ausgefihrt. Die
Gewebeproben wurden mit einem Skalpell in etwa 1 mm?2 grof3e Stuickchen zerteilt und dann
in aufrecht stehenden T25-Kulturflaschen einem Kollegenase-Verdau unterzogen. Uber
Nacht verblieben die Gewebestticke hierzu unter Standard-Brutschrankbedingungen (37 C,
feuchte Atmosphéare bei 5% CO,) in 5 ml einer Lésung, die 100 U/ml Kollagenase in
Quantum 333-Fibroblastenmedium enthielt. Nach dem Verdau wurden die Sticke
mechanisch durch wiederholtes Pipettieren geschert, um eine bestmdgliche Separation der
Zellen zu erreichen. Im Anschluss an eine Waschung in Medium und einer Zentrifugation bei
1000 U/min erfolgte der Transfer der Zellen und der erhalten gebliebenen Zellverbande in

Kulturgefalle.

Anlegen einer Masterzellbank

Die Masterzellbank stellte das Ausgangs-Zellmaterial aller Versuche dar. In ihr lagen die
expandierten Wundfibroblasten in einer einheitlichen P4 vor. Ihre Herstellung erfolgte wie
folgt:

Nach ihrer Isolierung wurden die WF zunachst in PO in einer T25-Kulturflasche mit 2 ml
Quantum 333-Medium angesetzt. Die Kultivierung erfolgte unter Standard-Brutschrank-
bedingungen. Die Zellen wurden vor Erreichen der mikroskopisch kontrollierten Konfluenz in
Passage PO unterkultiviert. Dabei vollzog man eine Passagierung auf eine T75-Kulturflasche
mit 12 ml Medium. Hierzu wurde der Mediumuberstand dekantiert und der Zellrasen mit 5 ml
steriliem PBS zweimal gespult. Anschlieend erfolgte die Abtrypsinierung der
Wundfibroblasten durch Zugabe von 3 ml Trypsin-EDTA und 3-mindtiger Inkubation im
Brutschrank. Unter lichtmikroskopischer Sichtkontrolle wurden die abgekugelten Zellen durch
leichtes Schlagen mit der flachen Hand an die Kulturflasche abgeklopft, um sie vom Boden
der Kulturflaschen abzul6sen. Die Zell-Trypsin-Suspension wurde in ein Zentrifugenréhrchen
abpipettiert und das Trypsin-EDTA durch Zugabe von 3 ml Quantum 333-Medium
neutralisiert. Die Abzentrifugation dauerte 3 min, bei 1250 U/min und Raumtemperatur (RT).
Nach Abpipettieren des Trypsin-Medium-Uberstandes wurde das Zellpelett in 10 ml

Quantum 333-Medium resuspendiert und in einer T75-Kulturflasche angesetzt.
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Sobald auch in P1 eine ausreichende Konfluenz des Zellrasens erreicht war, folgten weitere
Unterkultiverungen bis in P3, die nach dem gleichen Prinzip, aber jeweils mit 10 ml PBS und
5 ml Trypsin-EDTA je T75-Kulturflasche, durchgefihrt wurden. In P3 wurden die WF
schlie3lich mittels Kryokonservierung in 1 ml Quantum 333-Medium mit 5%-igem DMSO

Zusatz in flussigem Stickstoff eingefroren und aufbewahrt.

Expansion

Am ersten Tag des Experiments erfolgte das Ansetzen der Wundfibroblasten (P4 aus
Kryokultur). Dafur wurden die Zellen im 37 € warme n Wasserbad aufgetaut und danach
unter der sterilen Werkbank mittels Einmal-Pipette in eine T75-Kulturflasche Uberfuhrt.
AnschlieRend wurde 1 ml Zell-Suspension durch hinzupipettieren von 9 ml Quantum 333 auf
10 ml verdiinnt und die Zellen resuspendiert.

Der Mediumwechsel mit 10 ml Quantum 333-Medium erfolgte am Tag darauf und wurde
dann generell jeden 2. Tag bzw. an Tagen nach Unterkultivierungen durchgefihrt.

Die erste Unterkultivierung von einer auf drei T75-Kulturflaschen vollzog man am vierten Tag
nach Ansetzen der Zellen, die zweite, von Passage 5 auf 6, wurde am 9. Tag durchgefihrt
(siehe Abb. 1), bevor die Wundfibroblasten an Tag 15 in den eigentlichen Versuch gingen
(siehe Tab. 2).

Tabelle 2: Kultivierungsprotokoll Wundfibroblasten.

Kultivierungstag |Prozedur

0 Ansetzen (P4)

1 Mediumwechsel

3 Mediumwechsel

4 Unterkultivierung (P5)

7 Mediumwechsel

9 Unterkultivierung (P6)

10 Mediumwechsel

12 Mediumwechsel

14 Mediumwechsel

15 Ansetzen Mono- u. Co-Kultur
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Abbildung 1:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme einer Fibrobl asten-Kultur an Tag 10.

3.1.3 Humane dermale mikrovaskulare Endothelzellen

Anlegen einer MasterZellbank

Die Herstellung einer HDMEC-Masterzellbank erfolgte wie bei den WF zur Schaffung einer
einheitlichen Passage des Ausgangszellmaterials. Mediumwechsel mit Endothelzellmedium
und Unterkultivierungen (siehe Tab. 3) erfolgten nach den unter 3.1.2.2 beschriebenen

Prinzipien.

Tabelle 3: Kultivierungsprotokoll Masterzellbank HDMEC.

[(wiveringsiag [Prozedor |

0 Ansetzen (P2)

1 Mediumwechsel

3 Unterkultivierung (P3)
6 Mediumwechsel

8 Unterkultivierung (P4)
10 Unterkultivierung (P5)
14 Mediumwechsel

16 12 Kryokulturen (P6)
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Anlegen der HDMEC-Kulturen

Im Gegensatz zu den WF wurden die Kryokulturen der HDMEC erst 8 Tage vor dem
eigentlichen Versuch angesetzt (siehe Abb. 2).

Tabelle 4: Kultivierungsprotokoll HDMEC.

Ansetzen (P6)

Mediumwechsel

Unterkultivierung (P7)

Mediumwechsel

0
1
3
4 Mediumwechsel
7
8

Ansetzen in Co-Kultur

Abbildung 2:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme einer konflue nten HDMEC-

Kultur an Tag 7.
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3.1.4 Versuchsdurchfihrung

Das Ausgangs-Material bildeten zwei T75-Kulturflaschen einer WF-Kultur der P6 und zwei
T75-Kulturflaschen HDMEC der P7. Die vier Kulturen wurden einen Tag vor dem
eigentlichen Versuchsbeginn auf insgesamt zehn Objekttrager in QuadriPerm-Schalen
ausgesat. Eine Kulturflasche einer WF-Kultur kam auf finf Objektrager und bildete die Mono-
Kultur. Die zweite WF-Kulturflasche und die beiden HDMEC-Kulturflaschen wurden
zusammen ebenfalls auf finf Objekttrager ausgesat und bildeten die Co-Kultur. (siehe Tab.
5). Es wurden je 5 ml eines 3:1 Mediumgemischs (3 Teile Endothellzellmedium und 1 Teil
Quantum 333-Medium) hinzugegeben und die insgesamt 10 Objekttrager daraufhin in den
Brutschrank unter Standardbedingungen eingestellt.

Nach 24 h (TO) wurden mit einer 1000 ul-Pipetten-Spitze auf jedem Objekttrager je zwei
Wundspalte manuell induziert, was lichtmikroskopisch kontrolliert wurde (siehe Abb.4 und 5).
Der Zeitpunkt des Setzens der Wundspalte markierte gleichzeitig den Startzeitpunkt des
Versuchs. Vor der Fixierung eines jeden Préparates wurde je zwei mal 1 ml Medium
gesammelt und bei -80T gelagert, um den Release von IL-8 pro Zelle mittels eines Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zu quantifizieren.

Die erste Probe (TOK) wurde direkt nach dem Induzieren der Wundspalte fixiert, um die
Ausgangsparameter zu determinieren. Die ndchsten 24 h wurden jeweils 4 Praparate (T1H,
T2H/R) in einer Hypoxiekammer (siehe 3.1.5; Abb. 3) im Brutschrank bei einer Medium-
Sauerstoffsattigung von < 5 mmHg kultiviert. Die Inkubation der anderen 4 Praparate (T1K,
T2K) erfolgte unter normoxischen Bedingungen.

Tags darauf wurden 2 Hypoxie-Praparate und ihre 2 Kontrollen fixiert, die verbleibenden 4
Objekttrager reoxygeniert bzw. unter Normoxie weiterkultiviert.

Nach Ablauf von weiteren 24 h erfolgte schlieBlich die Fixierung der Hypoxie-
Reoxygenierungs-Praparate (T2H/R) und ihrer beiden Kontrollen.

Die Fixierung der Praparate lief folgendermafRen ab: Nach Abpipettieren des
Mediumuberstandes erfolgte das zweimalige Spulen mit PBS. Daraufhin wurden die
Objekttrager fur 5 min bei 37 T mit 0,05 M Kaliumc hlorid versetzt. Die hypotone Flissigkeit
fuhrt zu einem Anschwellen der Zellen, was diese fir die Antikdrperaufnahme wahrend der
spater folgenden Immunfarbung zugénglicher macht. AnschlieRend wurden die Praparate
wahrend einer 10-minitigen Verweildauer in -20C kaltem Methanol fixiert. Nach dem
Trocknen bei Raumtemperatur markierte die Eindeckung der Objekttrdger mit einem
Glycerol-PBS-Gemisch (9+1) den letzten Schritt, bevor die Préparate bei 4C bis zur

Immunfarbung im Kihlschrank gelagert wurden.
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Tabelle 5: Praparate eines Versuchs in Mono- u. Co-Kultur und
(KF: Kulturflasche, OT: Objekttrager).

ihre Fixierungszeitpunkte

-24h Oh 24 h 48 h
MK | IxT75 OT1: Start (TOK) OT2: Normoxie (T1K) OT4: Normoxie (T2K)
KF WF OT3: Hypoxie (T1H) OT5: Reoxygenierung (T2H/R)
CK 1x T75 OT6: Start (TOK) OT7: Normoxie (T1K) OT9: Normoxie (T2K)
KF WF OT8: Hypoxie (T1H) OT10: Reoxygenierung (T2H/R)
2XT75
KF HDMEC

3.1.5 In-vitro-Hypoxie

Die Hypoxiekammer (perfundierbare Plexiglasbox), in welche die Hypoxiekulturen fir 24 h
gestellt wurden, befand sich im Brutschrank bei 37°C. Die Zufuhr mit einem Gemisch aus
95% N, und 5% CO, fiuhrte bei einem Durchfluss von 1 I/h nach 120 min zu stabilen

Hypoxiebedingungen von <5 mmHg O, im Medium.

140 —q*
120 \
o' 100 \
IU’ 80
E i Y
£ \
40 \
0 1 T T 2 |
0 50 100 150 200
T/min
Abbildung 3:
Sauerstoffgehalt im Kulturmedium in der Hypoxiekamm er bei
einem Gasflul3 von 1 I/min, gemessen mit einer Lycox  -Sonde.
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Abbildung 4:
Herstellung der In-vitro-Wunden: Scratching des Mon  olayers mit der
Pipettenspitze.

Abbildung 5:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme des initialen Spalts einer
Co-Kultur (TOK).
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Abbildung 6:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme der Besiedelu ng des Spalts
nach 24 h in Co-Kultur (T1K).

Abbildung 7:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme der Besiedelu ng des Spalts
nach 48 h in Co-Kultur (T2K).
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3.2 Immunfluoreszenzfarbung

3.2.1 Grundprinzip der Immunfarbung

Bei einer immunzytochemischen Farbung kénnen Antigene, die fur bestimmte Zelltypen
charakteristisch sind, mittels spezifisch an diese bindenden Antikdrpern (Primar-Antikorper)
detektiert werden. Im vorliegenden Fall wurden diese Bindungen durch einen zweiten,
sogenannten sekundaren, fluoreszenzmarkierten Antikbrper nachgewiesen, der an den
primaren Antikérper bindet (Sandwich-Technik).

Im ersten Schritt der Farbeprozedur werden die Zellen mit dem priméren, z.B. von der Maus
stammenden, spezifischen Antikérper, inkubiert. Alle nicht an entsprechende Antigene
gebundenen Antikbper werden im folgenden Waschvorgang ausgewaschen. Im zweiten
Schritt erfolgt die Bindung des sekundaren, fluoreszenzmarkierten Antikdrpers mit Spezifitat
fur den Primarantikbrper an den Fc-Teil des Letztgenannten. Nach Inkubation und
Waschung wird der an die Proteine gebundene fluoreszierende Farbstoff unter dem
Fluoreszenzmikroskop angeregt und die zugehotrigen Zellen werden dadurch sicht- und

identifizierbar.

3.2.2 Farbe-Protokoll

Es wurden jeweils 10 Objekttrager gleichzeitig, ein kompletter Versuch (siehe 3.1.4),
wahrend einer Prozedur gefarbt. Mono- und Co-Kultur wurden dabei nach dem gleichen
Procedere geféarbt.

Zunachst mussten die Deckgldser von den Objekttragern vorsichtig entfernt werden.
Daraufhin folgte ein Waschschritt von jeweils 3 mal 5 min mit PBS/0,5% Tween in einer
Farbekivette, der im Folgenden nach jeder Antikdrpergabe und anschlieBenden Inkubation
wiederholt wurde. Wéhrend jedes Waschgangs wurde parallel jeweils der Antikérper fir den
nachsten Inkubationsschritt vorbereitet, indem er mit PBS/0,1% BSA entsprechend der
Vorgabe verdinnt wurde. Jedes Deckglas wurde jeweils mit 65 pl verdinntem Antikorper
betropft, kleine Deckglaser, die fur das geteilte Farbefeld (siehe Abb. 8) verwendet wurden,
mit jeweils 15 pl. Die Primarantikdrper Von-Willeband-Faktor (VWF, aus Kaninchen) und a-
Smooth-Muscle-Actin (aus Maus), sowie der Proliferationsmarker MIB (aus Maus) wurden im
jeweils darauf folgenden Farbeschritt durch die fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper,
Goat-anti-rabbit und Goat-anti-mouse detektiert (siehe Abb. 8). Die Inkubationsdauer betrug

je nach Antikdrper 30-45 min und erfolgte in einer feuchten, abgedunkelten Kammer bei RT.
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Nach der letzten Antikorpergabe und Waschung wurden die Zellen fur 5 min in 4%i-ger
PAF/PBS-L6sung unter Schutteln eingestellt, was zur lokalen Fixierung der Antikorper
diente. Es schloss sich eine letzte 3-malige Waschung an, bevor die Zellen mittels einer
aufsteigenden Alkohol-Reihe dehydriert wurden. Dabei verweilten die zehn Objekttrager
nacheinander in Kivetten mit 70%-igem, 80%-igem und 90%-igem Ethanol jeweils 5 min.
Nach dem Lufttrocknen deckte man die Praparate mit Eindeckmedium mit DAPI (4’,6-
Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid)-Zusatz ein und lagerte sie bis zur mikroskopischen

Auswertung im Kihlschrank.

éﬂ;g?tt?;;glas-\ Wundspalt 1 Wundsbalt 2
N
/ \
// AN

Farbefeld 1: Farbefeld 2:

Endothelzellen: Endothelzellen:

anti-human-vWF (rabbit) anti-human-vWF (rabbit)

(1:500) (1:500)

visualisiert mit visualisiert mit

goat-anti-rabbit-Cy3 ™ goat-anti-rabbit-Cy3 ™

(1:200) (1:200)

+ DAPI-Kernfarbung + DAPI-Kernfarbung

Fibroblasten: Fibroblasten:

nur DAPI-Kernfarbung nur DAPI-Kernfarbung
Myofibroblasten:

Proliferation: anti-human- a-SMA (mouse)
(1:800)

Endothelzellen u. Fibroblasten visualisiert mit goat-anti-

anti-human-MIB-Ki67 (mouse) mouse-FITC

(1:100) (1:100) )

visualisiert mit goat-anti- + DAPI-Kernfarbung

mouse-FITC (1:100)

+ DAPI-Kernfarbung

Abbildung 8:

Schematische Darstellung der Farbefelder und verwen  deten Antikdrper und Verdinnungen.
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3.2.3 Primarantikorper

3.2.3.1 Von-Willebrand-Faktor

Von-Willebrand-Faktor ist ein Glycoprotein, das von Endothelzellen in der Intima von
BlutgefalRen und von Megakaryozyten gebildet wird und in den sogenannten ,Weibel-Palade-
Bodies* intrazellular gespeichert wird (Pannekoek & Voorberg 1989, Fernandez et al. 1982).
Weiterhin tritt es im Plasma (extrazellular) und in Thrombozyten auf. Es spielt eine wichtige
Rolle bei der Blutgerinnung, indem es sowohl die Anheftung von Thrombozyten an die
verletzte GefalRwand, als auch die Plattchen-Aggregation ermdglicht (Sakariassen et al.
1979). Dariber hinaus stellt es das Tragerprotein fur Faktor VIII und einen Co-Faktor fur
Faktor I1X in der Gerinnungskaskade dar (Weiss et al. 1977, Brinkhous et al. 1985). Defekte
oder Mutationen im Von-Willebrand-Gen fihren zu erhéhter Blutungsneigung, der
sogenannten Von-Willebrand-Krankheit. Mit dem anti-humanen vWF-Antikorper lassen sich
Endothelzellen sichtbar machen und somit von Fibroblasten und MF unterscheiden.

Der rot-fluoreszierende Sekundéarantikérper goat-anti-rabbit-Cy3™ macht durch Kopplung an
den VWF-Priméar-Antikoérper die Endothelzellen sichtbar (siehe Abb. 9, 11).
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Abbildung 9:

In Form eines Clusters angeordnete HDMEC, detektier t mit einem anti-
humanen von-Willebrand-Faktor-Antikorper (rabbit) u nd visualisiert mit
einem goat-anti-rabbit-Cy3-Antikorper (rot). Die Ze  llkerne sind mit DAPI
(blau) gegengefarbt.

3.2.3.2 a-Smooth-Muscle-Actin

a-Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) ist die alpha-Isoform des Proteins Aktin, welches in glatten
Muskelzellen (Gown et al. 1985) und in einigen Stamm- und Vorlauferzellen (Kinner et al.
2002) vorkommt. Weiterhin wurde es in Perizyten von Blutgefa3en, in der intestinalen
Muscularis Mukosae und in Myoepithelzellen von Brust- und Speichelzellen nachgewiesen
(Mukai et al. 1981). In Skelett- und Herzmuskelzellen treten andere Isoformen auf (Gown et
al. 1985). Da das a-SMA-Protein auch von MF exprimiert wird, lasst sich dieser Zelltyp mit
dem entsprechenden Antikdrper nachweisen (Desmouliere & Gabbiani 1994).

Der grun-fluoreszierende Sekundarantikorper Goat-anti-mouse (GAM)-FITC detektiert den
anti-human-a-SMA-Antikorper und ermdglicht somit die Darstellung der MF (siehe Abb.
10,11).
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Abbildung 10:

Darstellung von MF, detektiert mit einem  anti-human- a-Smooth-
Muscle-Actin-Antikdrper (mouse)  und visualisiert mit goat-anti-mouse-
FITC-Antikérper (grun). Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) gegengefarbt.

Abbildung 11:
Ausschnitt einer Co-Kultur: MF zeigen  a-SMA (griin), HDMEC zeigen VWF
(rot). Fibroblasten zeigen nur die Blau-Gegenfarbun g der Zellkerne mit
DAPI.
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3.2.3.3 Ki67

Das Ki67-Antigen wird in Diagnostik und Forschung als Zellproliferationsmarker vor allem bei
Tumorerkrankungen verwendet. Es handelt sich um ein Antigen mit einem Molekulargewicht
von 320-359 kDa (Schluter et al. 1993), das im Zellkern nur in der G;-, S- und G,-Phase des

Zellzyklus und wéahrend der Zellteilung exprimiert wird, nicht aber in der Ruhephase Gq

(Gerdes et al. 1984, 2000). Die Sichtbarmachung dieses Antigens lasst Ruckschliisse auf die
Aktivitdt der Zellen zu (siehe Abb. 12). Das Ki67-Antigen wird durch den MIB (Molecular
Immunology Borstel)-1-Antikdper detektiert (Cross 2002).

Abbildung 12:

Zwei MIB-positive Fibroblasten-Zellkerne (Pfeile), detektiert mit einem
anti-human-MIB-Ki67-Antikdrper (mouse) und visualis iert mit einem goat-
anti-mouse-FITC-Antikorper (grin). Im Uberlappungsb  ereich der Farbefelder

Blau-Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI.
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3.2.4 Interleukin-8-Immunoassay

3.2.4.1 Prinzip

Der Nachweis von spezifischen Antigenen, Antikdrpern und Haptenen kann mittels ELISA
gefuhrt werden.

Dieser Assay macht sich die sogenannte Sandwich-Technik zunutze, bei der ein Antikorper,
in diesem Fall ein fur IL-8-spezifischer Antikorper, fest an eine Mikrotiterplatte gebunden ist.
Nach Inkubation mit einem im Uberschuss vorliegenden Antigen und anschlieRendem
Auswaschen des Uberstandes wird ein zweiter Enzym-markierter-Antikorper hinzugegeben,
der an ein weiteres Epitop des Antigens bindet und somit zu einem Sandwichkomplex fuhrt.
Nach Zugabe eines chromogenen Substrates, welches durch das Enzym umgesetzt wird,

kann photometrisch quantifiziert werden.

3.2.4.2 Quantifizierung von Interleukin-8

Mittels ELISA wurde die IL-8-Konzentration im Zelliberstand bestimmt, um potenzielle
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen und zwischen Kontroll- und Hypoxie-Gruppen
aufzuzeigen.

Die Standards zur Erstellung der Eichkurve und die Proben wurden auf eine 96-well-
Mikrotiterplatte pipettiert, deren Oberflache mit monoklonalen rabbit-anti-human-IL-8-
Antikdrpern beschichtet war. Die Kammern wurden mit jeweils 50 pyl Medium der
verschiedenen Kulturen befillt. Nach 2-stiindiger Inkubation und 4-maligem Waschen mit
einem verdiunnten Waschpuffer erfolgte die Zugabe eines zweiten, an Meerrettichperoxidase
gekoppelten, Antikdrpers gegen IL-8. Im Anschluss an eine 1-stiindige Inkubation und einem
weiteren Waschvorgang wurde die Mikrotiterplatte mit Tetramethylbenzidin inkubiert, das als
Substrat fir die Farbreaktion diente. Im letzten Schritt wurde die Farbreaktion durch Zugabe
von jeweils 200 pl Schwefelsaure gestoppt und die Absorption im Photometer bei 450 nm
bestimmt. Die dabei gemessene Extinktion ist proportional zur IL-8-Konzentration im
Zelliberstand. Die Ergebnisse werden ausgedriickt als IL-8-Release pro Zelle, da die

Zellzahlen aus der mikroskopischen Auswertung bekannt sind.
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3.3 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

3.3.1 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Die Auswertung der Praparate wurde an einem Axioskop 2 plus (Zeiss) durchgefihrt (siehe
Abb. 13). Ausgehend von der Lichtquelle des Mikroskops, einer Quecksilberdampfhdchst-
drucklampe, trifft der Lichtstrahl auf einen Anregungsfilter und danach auf einen dichroischen
Teilerspiegel, der den Strahl um 90° ablenkt (siehe Abb. 14). Das Licht tritt durch das
Objektiv hindurch und trifft auf die fluoreszierende Probe. Dadurch werden die
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und emittieren Licht, das wiederum durch den dichroischen
Spiegel fallt. Die Funktion dieses Spiegels besteht darin, das kurzwellige Licht zu reflektieren
und nur das langwellige Emissionslicht hindurch zu lassen.

Der dichroische Spiegel ist Teil des Filterwirfels, zu dem auch der Anregungsfilter und der
Emissionsfilter gehoren. Fir bestimmte Anregungs- und Emissionswellenbereiche eines
Fluoreszenzfarbstoffs gibt es jeweils einen spezifischen Filterwurfel.

Durch das Okular wird das Bild nochmal zehnfach vergrol3ert, bevor es das Auge des
Betrachters erreicht. Die AxioCam (Zeiss), eine Mikroskop-spezifische Kamera, kann bei
Bedarf angeschlossen werden, um das Bild auf das Bildbearbeitungsprogramm AxioVision

zu Ubertragen.

--_.------.ﬂlll
] ]

Abbildung 13:

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 Plus (Zeiss) mit PC zur Bildbearbeitung.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines FI ~ uoreszenzmikroskops.

3.3.2 Auswertung

Jeder Objekttrager wurde nach einem standardisierten Schema unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die dort erhobenen Daten wurden gemittelt und spater
in der statistischen Auswertung verwendet (siehe 3.4). Die mikroskopische Auswertung der
Gesamtzellzahl und der quantitativen Verteilung der verschiedenen Zellpopulationen erfolgte
unter 400-facher VergroRerung. Dabei wurden insgesamt 20 Gesichtsfelder in 4 definierten
Kolumnen mit jeweils 5 Feldern ausgezahlt, um die Zellzahl pro mm? zu berechnen.

Der Anteil der Fibroblasten-, MF- und Endothelzell-Population an der Gesamtpopulation in %
wurde durch das Zahlen von mindestens 800 Zellen in 4 definierten Kolumnen des
Objekttragers ermittelt. Hier ergab sich die Anzahl der Fibroblasten rechnerisch als Differenz
von Gesamtzellzahl zu der Summe aus MF und Endothelzellen. Die Identifizierung der MIB-
positiven Zellen wurde unter 1000-facher VergroRerung in ebenfalls 4 Kolumnen zu
mindestens 600 Zellen durchgefiihrt.

Die Vermessung der Spaltbreite der Wundspalte wurde unter 100-facher Vergrol3erung mit
Hilfe des Computerprogramms AxioVision durchgefiihrt (siehe Abb. 15). Die Messung an 10

verschiedenen Messpunkten erfolgte jeweils auf Hohe der 300 um-Linie im Bild und
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gewabhrleistete so standardisierte Abstandsintervalle von der Hohe eines Gesichtsfeldes

zwischen den einzelnen Messpunkten.

Zellen auf Nummer des Spaltvermessung
Objekttrager Gesichtsfeldes
Wundspalt
1 o o
d .
’8626 m o
2 {d 1 = e °
3 ®
4 : »
9
5
6
7 \ .
)
8
492,02 pm ° [ ]
9 »
10 »
i
............. LA

Deckglas /Gesichtsfeld

Abbildung 15:

Standardisierte mikroskopische Wundspaltvermessung mittels AxioVision.
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3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung bezog sich auf die Unterschiede im Spaltschluss der In-vitro-
Wunden, der Zelldichte, des Proliferationsmarkers MIB, der Generationszeit, des MF-Anteils,
des Endothelzell-Anteils und der Interleukin-8-Konzentration zwischen Normoxie- und

Hypoxie-Gruppen und zwischen den chronischen und gut granulierenden Wunden.

Die Berechnung der Generationszeit (Zeit, die eine Zellkultur bendétigt, um ihre Zellzahl zu

verdoppeln) erfolgte mit folgender Formel:

log 2 x t

ty =

log N - log No

ty = Generationszeit in h
t = Dauer der Kultur zum Ablesezeitpunkt in h
N = Gesamtzellzahl nach t

No = Ausgangszellzahl

Die Unterschiede der Mittelwerte wurden mittels ANOVA (Varianzanalyse) und
anschlieender Holm-Sidak-Methode auf Signifikanz Uberprift.
Die Ergebnisse sind alle als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung dargestellt. Die

Ergebnisse wurden bei p < 0,05 als statistisch signifikant angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1 Spaltschluss

Der Parameter Spaltschluss lieferte gemafl dem Versuchsschema (3.1.4) Erkenntnisse Uber
das Migrationsverhalten der Wundfibroblasten in chronischen und gut granulierenden

Wunden in Mono- und Co-Kultur.

4.1.1 Chronische Wunden

4.1.1.1 Mono-Kultur

Die prozentuale Abnahme der Spaltbreite in der Fibroblasten-Mono-Kultur bei chronischen
Wunden zeigte signifikante Unterschiede zwischen hypoxischen und normoxischen
Bedingungen (siehe Abb. 16). So nahm die Spaltbreite in Normoxie nach 24 h um 35% ab,
wahrend sie sich in Hypoxie nur um 9% verringerte. Nach 48 h reduzierte sich die Spaltbreite

in Normoxie um 66% und in Hypoxie mit anschlielRender Reoxygenierung um 34%.

4.1.1.2 Co-Kultur

In Co-Kultur zeigte sich beziglich des Einflusses der Hypoxie auf die Abnahme der
Spaltbreite in etwas abgeschwachter Form die gleiche Tendenz (siehe Abb. 16). In Normoxie
verringerte sich die Spaltbreite um 32% nach 24 h und um 66% nach 48 h, in Hypoxie und

nach Reoxygenierung entsprechend um 24% und um 36%.



4.1.1.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur

Spaltschluss
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% | |
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Abbildung 16: Spaltschluss der Mono- und Co-Kulture n aus chronischen Wunden (cW)
Prozentuale Abnahme der Spaltbreite in % der initialen SpaltgréRe (TOK) der In-vitro-Wunden von
Mono-(C, n=6) und Co-Kulturen (lll, n=6) nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach
48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Im Vergleich der Kulturen fallt die geringere, wenn auch nicht signifikante
Migrationshemmung der Co-Kultur unter Hypoxie (T1H) auf (siehe Abb.16). Ansonsten
unterscheidet sich die Migration in Mono- und Co-Kultur in der Gruppe der chronischen
Wunden praktisch nicht.
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4.1.2 Gut granulierende Wunden

4.1.2.1 Mono-Kultur

Die Migration in Mono-Kultur in der Gruppe der gut granulierenden Wunden zeigte ebenfalls
signifikante Unterschiede zwischen hypoxischen und normoxischen Bedingungen (siehe
Abb. 17). Die Spaltbreite nahm in Normoxie nach 24 h um 48% ab und verringerte sich in
Hypoxie nur um 15%. Nach 48 h betrug die Spaltbreitenverringerung in Normoxie 73%, in

Hypoxie mit anschlieRender Reoxygenierung 50%.

4.1.2.2 Co-Kultur

In Co-Kultur zeigten sich beziglich des Einflusses der Hypoxie auf die Abnahme der
Spaltbreite die gleichen Signifikanzen wie bei der Mono-Kultur (siehe Abb. 17). In Normoxie
ging die Spaltbreite um 35% nach 24 h und um 76% nach 48 h zuriick, in Hypoxie und nach

Reoxygenierung entsprechend um 12% und um 40%.
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4.1.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 17: Spaltschluss der Mono- und Co-Kulture n aus gut granulierenden Wunden (gG)
Prozentuale Abnahme der Spaltbreite in % der initialen SpaltgréRe (TOK) der In-vitro-Wunden von
Mono-(@, n=8) und Co-Kulturen (ll, n=8) nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach
48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlielender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Im Vergleich zwischen Mono- und Co-Kultur zeigt sich in 3 von 4 Fallen eine gesteigerte

Migration in der Mono-Kultur (siehe Abb.17). Nur nach 48 h in Normoxie ist die Spaltbreiten-

Abnahme in Co-Kultur tendenziell erhoht.
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4.1.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granulier  ende Wunden
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Abbildung 18: Vergleich des Spaltschlusses zwischen den Mono-Kulturen aus chronischen
(cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentuale Abnahme der Spaltbreite in % der initialen SpaltgréRe (TOK) der In-vitro-Wunden im
Vergleich der Mono-Kulturen aus chronischen (CJ, n=6) und gut granulierenden Wunden (&, n=8) nach
24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie
mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit
Standardabweichung; *p < 0,05.

Im Vergleich zwischen den chronischen und gut granulierenden Wunden zeigte sich bei den
Mono-Kulturen teils signifikant (T1K und T2H/R), teils tendenziell (T1H und T2K) eine
starkere Migration in den gut granulierenden Wunden (siehe Abb.18).

Im Vergleich der Co-Kulturen bestétigte sich dieser Effekt tendenziell, mit Ausnahme der
Hypoxie-Kulturen. Hier stellte man nach 24 h bei den chronischen eine deutlich gréRere

Spaltbreitenabnahme als bei den gut granulierenden Wunden fest (siehe Abb.19).
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Abbildung 19: Vergleich des Spaltschlusses zwischen den Co-Kulturen aus chronischen (cW)
und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentuale Abnahme der Spaltbreite in % der initialen SpaltgréRe (TOK) der In-vitro-Wunden im
Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen (l, n=6) und gut granulierenden Wunden (l, n=8) nach
24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie
mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.
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4.2 Zelldichte

4.2.1 Chronische Wunden

4.2.1.1 Mono-Kultur

Die Zelldichte der Fibroblasten-Mono-Kultur in der Gruppe der chronischen Wunden stieg
von initial 66 Zellen pro mmz2 an Tag 0, Uber 125 Zellen pro mm?2 nach 24 h, bis zu 232 Zellen
pro mmz2 an Tag 2 an (siehe Abb. 20). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur proliferierten die
Zellen unter Hypoxie mit 76 Zellen pro mmz2 nach 24 h und 95 Zellen pro mm2 an Tag 2 nach

Reoxygenierung deutlich weniger stark.

4.2.1.2 Co-Kultur

Die Gesamt-Zelldichte der Co-Kultur aus Fibroblasten, MF und HDMEC fiel von anfangs 309
Zellen pro mm2 an Tag 0 leicht auf 292 Zellen pro mmz2 nach 24 h und stieg bis zu 411 Zellen
pro mmz2 an Tag 2 an (siehe Abb. 20). Analog zur Mono-Kultur proliferierten die Zellen unter
Hypoxie mit 237 Zellen pro mm2 nach 24 h und 228 Zellen pro mm2 an Tag 2 nach

Reoxygenierung deutlich weniger stark.
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4.2.1.3 Vergleich Mono vs. Kultur-Co-Kultur
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Abbildung 20: Zelldichte der Mono- und Co-Kulturen aus chronischen Wunden (cW)

Zellzahl pro mm?2 von Mono-(CI, n=6) und Co-Kulturen (M, n=6) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

In Co-Kultur lag die Zelldichte durchweg signifikant héher als in Mono-Kultur (siehe Abb. 20).
In beiden Kulturen war der Abfall der Zelldichte der Reoxygenierungs-Kultur gegenutiber ihrer
Kontrolle starker als der Abfall der Hypoxie-Kultur zur Kontrolle. In Mono-Kultur stieg die
Zelldichte nach Hypoxie in den 24 h der Reoxygenierung wieder an, wahrend sie in Co-

Kultur sogar weiter leicht abfiel.
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4.2.2 Gut granulierende Wunden

4.2.2.1 Mono-Kultur

Die Zelldichte der Fibroblasten-Mono-Kultur in der Gruppe der gut granulierenden Wunden
stieg von initial 140 Zellen pro mm? an Tag O, Uber 321 Zellen pro mm? nach 24 h, bis zu 406
Zellen pro mm2 an Tag 2 an (siehe Abb. 21). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur proliferierten
die Zellen unter Hypoxie mit 200 Zellen pro mm2 nach 24 h und 224 Zellen pro mmz2 an Tag 2

nach Reoxygenierung deutlich weniger stark.

4.2.2.2 Co-Kultur

Die Gesamt-Zelldichte der Co-Kultur aus Fibroblasten, MF und HDMEC stieg von anfangs
288 Zellen pro mm? an Tag O und 435 Zellen pro mm? an Tag 1 auf bis zu 537 Zellen pro
mm?2 an Tag 2 an (siehe Abb. 21). Unter Hypoxie proliferierten die Zellen mit 265 Zellen pro
mm?2 nach 24 h und 278 Zellen pro mm? an Tag 2 nach Reoxygenierung deutlich weniger

stark.
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4.2.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 21: Zelldichte der Mono- und Co-Kulturen aus gut granulierenden Wunden (gG)

Zellzahl pro mm?2 von Mono-(l, n=8) und Co-Kulturen (M, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

In der Co-Kultur lag die Zelldichte durchweg tendenziell héher als in Mono-Kultur (siehe Abb.
21). Nur an Tag 0 war die Zelldichte in Co-Kultur gegentiber in Mono-Kultur auch signifikant
erhdht. In beiden Kulturen stieg die Zelldichte, nach einem Rickgang unter Hypoxie, unter

Reoxygenierung wieder an.

43



4.2.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granulier  ende Wunden
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Abbildung 22: Vergleich der Zelldichte zwischen den Mono-Kulturen aus chronischen (cW) und
gut granulierenden Wunden (gG)

Zellzahl pro mm2 im Vergleich der Mono-Kulturen aus chronischen (O, n=6) und gut granulierenden
Wunden (&, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48
h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In den Mono-Kulturen der gut granulierenden Wunden zeigten sich gegenuber der Gruppe
der chronischen Wunden signifikant erhdhte Zelldichten (siehe Abb.22).
Im Vergleich der Co-Kulturen bestétigte sich mit Ausnahme von Tag O dieses Ergebnis in

abgeschwachter Form (siehe Abb. 23).
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Abbildung 23: Vergleich der Zelldichte zwischen den Co-Kulturen aus chronischen (cW) und
gut granulierenden Wunden (gG)

Zellzahl pro mm2 im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen (ll, n=6) und gut granulierenden
Wunden (l, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48
h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.
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4.2.4 Zelldichte in der Gruppe der Raucher

4.2.4.1 Mono-Kultur

Die Zelldichte der Fibroblasten-Mono-Kulturen in der Gruppe der Raucher stieg von initial
120 Zellen pro mmz2 an Tag 0, Uber 244 Zellen pro mm2 nach 24 h, bis zu 345 Zellen pro mmz2
an Tag 2 an (siehe Abb. 24). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur proliferierten die Zellen unter
Hypoxie mit 160 Zellen pro mm2 nach 24 h und 180 Zellen pro mm2 an Tag 2 nach

Reoxygenierung deutlich weniger stark.

4.2.4.2 Co-Kultur

Die Zelldichte der Co-Kultur stieg von anfangs 247 Zellen pro mm? an Tag 0 leicht auf 330
Zellen pro mm?2 nach 24 h und stieg bis zu 459 Zellen pro mm2 an Tag 2 an (siehe Abb. 24).
Analog zur Mono-Kultur proliferierten die Zellen unter Hypoxie mit 225 Zellen pro mm2 nach
24 h und ebenfalls 225 Zellen pro mm2 an Tag 2 nach Reoxygenierung deutlich weniger

stark.
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4.2.4.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 24: Zelldichte der Mono- und Co-Kulturen in der Gruppe der Raucher

Zellzahl pro mm?2 von Mono-(CI, n=5) und Co-Kulturen (M, n=5) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

In der Co-Kultur lag die Zelldichte durchweg signifikant hoher als in Mono-Kultur (siehe Abb.
24). In beiden Kulturen war der Abfall der Zelldichte der Reoxygenierungs-Kultur gegeniiber
ihrer Kontrolle starker als der Abfall der Hypoxie-Kultur zur Kontrolle. In Mono-Kultur kam es
zu einem tendenziellen Anstieg der Zelldichte nach Hypoxie in den 24 h der

Reoxygenierung, wahrend sie in Co-Kultur konstant blieb.
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4.2.5 Zelldichte in der Gruppe der Nichtraucher

4.2.5.1 Mono-Kultur

Die Zelldichte der Fibroblasten-Mono-Kultur in der Gruppe der Nichtraucher stieg von initial
102 Zellen pro mm?2 an Tag 0, tber 233 Zellen pro mm? nach 24 h, bis zu 324 Zellen pro mm?2
an Tag 2 an (siehe Abb. 25). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur proliferierten die Zellen unter
Hypoxie mit 140 Zellen pro mm2 nach 24 h und 163 Zellen pro mm2 an Tag 2 nach

Reoxygenierung deutlich weniger stark.

4.2.5.2 Co-Kultur

Die Zelldichte der Co-Kultur stieg von anfangs 325 Zellen pro mm? an Tag 0 und 399 Zellen
pro mm2 an Tag 1, auf bis zu 497 Zellen pro mm2 an Tag 2 an (siehe Abb. 25). Unter
Hypoxie proliferierten die Zellen mit 268 Zellen pro mm2 nach 24 h und 274 Zellen pro mm?2

an Tag 2 nach Reoxygenierung deutlich weniger stark.
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4.2.5.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 25: Zelldichte der Mono- und Co-Kulturen der Nichtraucher

Zellzahl pro mm?2 von Mono-(E, n=9) und Co-Kulturen (M, n=9) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

In der Co-Kultur lag die Zelldichte durchweg héher als in Mono-Kultur (siehe Abb. 25), an
den Tagen 0, 1 und 2 auch signifikant. In beiden Kulturen stieg die Zelldichte, nach einem

Ruckgang unter Hypoxie, unter Reoxygenierung wieder an (nicht signifikant).
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4.2.6 Vergleich Raucher vs. Nichtraucher
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Abbildung 26: Vergleich der Zelldichte zwischen den Mono-Kulturen der Raucher- und
Nichtraucher

Zellzahl pro mm2 im Vergleich der Mono-Kulturen von Rauchern (O, n=5) und Nichtrauchern (@, n=9)
nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie
(T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R).
Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In der Mono-Kultur der Raucher zeigten sich gegeniber der Nichtrauchern minimal erhéhte
Zelldichten (siehe Abb.26).

Im Vergleich der Co-Kulturen zeigte sich ein tendenziell gegenséatzliches Bild mit erhéhten
Zelldichten bei den Nicht-Rauchern (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Vergleich der Zelldichte zwischen den Co-Kulturen der Raucher und der
Nichtraucher

Zellzahl pro mm2 im Vergleich der Co-Kulturen von Rauchern (M, n=5) und Nichtrauchern (ll, n=9)
nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie
(T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R).

Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.
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4.3 Proliferationsmarker MIB

4.3.1 Fibroblasten: chronische Wunden

4.3.1.1 Mono-Kultur

In Mono-Kultur der Gruppe der chronischen Wunden steigerte sich die Proliferationsrate der
Fibroblasten zunachst von 47% zu Beginn auf 65% nach 24 h (siehe Abb. 28). Nach 48 h fiel
sie auf 54% ab. Mit 50% unter Hypoxie und 61% nach Reoxygenierung lagen die

Proliferationsraten nach 24 h unter und nach 48 h tber ihren normoxischen Kontrollen.

4.3.1.2 Co-Kultur

In Co-Kultur stieg die Proliferationsrate der Fibroblasten initial von 56% an Tag 0 auf 70% an
Tag 1 und war mit 67% an Tag 2 leicht ricklaufig (siehe Abb. 28). Mit 54% unter Hypoxie
und 61% nach anschlieRender Reoxygenierung proliferierten die Fibroblasten an Tag 1 und

2 weniger stark als ihre normoxischen Kontrollen.
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4.3.1.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 28: Proliferation der Wundfibroblasten in den Mono- und Co-Kulturen aus
chronischen Wunden (cW)

Prozentualer Anteil an MIB-positiven Wundfibroblasten in Mono-([d, n=6) und Co-Kulturen (l, n=6)
nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie
(T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R).

Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Im Vergleich der Kulturen fiel auf, dass die Fibroblasten in Co-Kultur tendenziell starker
proliferieren (siehe Abb. 28). Sowohl in Mono- als auch in Co-Kultur wurden die hdchsten
Werte jeweils in Normoxie nach 24 h (T1K) erreicht. Auffallig war die tendenziell héhere
Proliferationsrate der Hypoxie-Reoxygenierungs-Kultur gegeniiber der Kultivierung unter 48

h Normoxie in Mono-Kultur.
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4.3.2 Fibroblasten: gut granulierende Wunden

4.3.2.1 Mono-Kultur

In den Mono-Kulturen der Gruppe der gut granulierenden Wunden steigerte sich die
Proliferationsrate der Fibroblasten zunéchst von 56% nach 0 h auf 67% nach 24 h (siehe
Abb. 29). Nach 48 h fiel sie auf 62% ab. Mit 54% unter Hypoxie und 63% nach
Reoxygenierung lagen die Proliferationsraten nach 24 h unter und 48 h Uber ihren

normoxischen Kontrollen.

4.3.2.2.Co-Kultur

In Co-Kultur stieg die Proliferationsrate der Fibroblasten initial von 60% an Tag 0 auf 76% an
Tag 1 und ging mit 71% an Tag 2 leicht zuriick (siehe Abb. 29). Mit 60% und 67% unter
Hypoxie und nach anschlieBender Reoxygenierung proliferierten die Fibroblasten an Tag 1

und an Tag 2 tendenziell weniger stark als ihre normoxischen Kontrollen.



4.3.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 29: Proliferation der Wundfibroblasten in den Mono- und Co-Kulturen aus gut
granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an MIB-positiven Wundfibroblasten in Mono-(E, n=8) und Co-Kulturen (ll, n=8)
nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie
(T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R).

Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Auch in der Gruppe der gut granulierenden Wunden proliferierten die Fibroblasten in Co-
Kultur tendenziell starker (siehe Abb. 29). Sowohl in Mono- als auch in Co-Kultur wurden die

hdchsten Werte jeweils in Normoxie nach 24 h (T1K) erreicht.
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4.3.3 Fibroblasten: Vergleich chronische Wunden vs. gut granulierende
Wunden
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Abbildung 30: Vergleich der Proliferation der Wundf ibroblasten zwischen den Mono-Kulturen
aus chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (9G)

Prozentualer Anteil an MIB-positiven Wundfibroblasten im Vergleich der Mono-Kulturen aus
chronischen ([, n=6) und gut granulierenden Wunden (&, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

Sowohl die Mono- als auch Co-Kulturen in der Gruppe der gut granulierenden Wunden
proliferierten geringfigig starker als in der Gruppe der chronischen Wunden (siehe Abb. 30
u. 31). In beiden Gruppen wurden in Mono- und Co-Kultur die héchsten Proliferationsraten

nach 24 h Normoxie gemessen.
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Abbildung 31: Vergleich der Proliferation der Wundf ibroblasten zwischen den Co-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an MIB-positiven Wundfibroblasten im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen
(M, n=6) und gut granulierenden Wunden (ll, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K),
nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieRender 24 h
normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p <
0,05.
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4.3.4 HDMEC

Die Proliferationsraten der Endothelzellen in Co-Kultur lagen stets unter denen der
Wundfibroblasten.

4.3.4.1 Chronischen Wunden

Die Proliferationsrate der Endothelzellen in Co-Kultur mit Fibroblasten aus chronischen
Wunden nahm Uber die Versuchszeit hinweg tendenziell ab (siehe Abb. 32). Die HDMEC
wiesen an Tag O eine Proliferationsrate von 33% und an Tag 1 von 32% auf. Nach 24 h
Hypoxie war die Rate auf 29% gesunken und nach Reoxygenierung an Tag 2 auf 14%.

Dagegen fiel sie unter 48 h Normoxie nur auf 24% ab.

4.3.4.2 Gut granulierende Wunden

Die Proliferationsrate der Endothelzellen in Co-Kultur mit Fibroblasten aus gut
granulierenden Wunden nahm uber die Versuchszeit hinweg tendenziell ebenfalls ab (siehe
Abb. 32). Die HDMEC wiesen an Tag 0 eine Proliferationsrate von 29%, an Tag 1 von 33%
und an Tag 2 von 19% auf. Hypoxie hatte auch bei gut granulierenden Wunden einen eher
negativen Einfluss auf die Proliferation, was sich mit einer Rate von 30% nach 24 h Hypoxie
bemerkbar machte. Nach weiteren 24 h Reoxygenierung an Tag 2 wies die Proliferationsrate

mit 19% den gleichen Wert auf wie nach 48 h Normoxie.
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4.3.4.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granuli  erende Wunden

In beiden Gruppen sank die Proliferationsrate tber 48 h ab (siehe Abb. 32). Dieser Effekt
wurde in beiden Fallen tendenziell durch Hypoxie verstarkt, wobei er vor allem in der Phase
der Reoxygenierung in der Co-Kultur mit Fibroblasten aus chronischen Wunden zur Geltung
kam.

Zu keinem Zeitpunkt traten signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf.
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Abbildung 32: Vergleich der Proliferation der Endot helzellen zwischen den Co-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an MIB-positiven Wundfibroblasten im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen
(M, n=6) und gut granulierenden Wunden (ll, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K),
nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieRender 24 h
normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p <

0,05.
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4.4 Generationszeit der Fibroblasten in Normoxie

Als Generationszeit wird die Zeit bezeichnet, die eine Zellkultur benétigt, um ihre Zellzahl zu

der verdoppeln (siehe 3.4).

4.4.1 Chronische Wunden

4.4.1.1 Mono-Kultur

In der Mono-Kultur der Gruppe der chronischen Wunden betrug die Generationszeit der
Fibroblasten, berechnet nach einem Tag 41 h und berechnet nach 2 Tagen 33 h (siehe Abb.
33).

4.4.1.2 Co-Kultur

In der Co-Kultur betrug die Generationszeit der Fibroblasten, berechnet nach Tag 1 in
Normoxie, 51 h und berechnet nach 2 Tagen 44 h (siehe Abb. 33).
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4.4.1.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 33: Generationszeiten der Wundfibroblaste n in den Mono- und Co-Kulturen aus
chronischen Wunden (cW)

Verdopplungszeit der Wundfibroblasten in Stunden in Mono-(C, n=6) und Co-Kulturen (lll, n=6) zu den
Zeitpunkten nach 24 h (TOK-T1K) und nach 48 h (TOK-T2K) Normoxie. Angegeben sind Mittelwerte
mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Der Vergleich zeigte, dass in Mono-Kultur die Fibroblasten tendenziell starker als in Co-
Kultur proliferierten (siehe Abb. 33).
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4.4.2 Gut granulierende Wunden

4.4.2.1 Mono-Kultur

In der Mono-Kultur der gut granulierenden Wunden war die Generationszeit der Fibroblasten
berechnet mit 22 h nach Tag 1 niedriger als berechnet nach 2 Tagen mit 58 h (siehe Abb.
34).

4.4.2.2 Co-Kultur

In der Co-Kultur der gut granulierenden Wunden lag die Generationszeit der Fibroblasten
berechnet mit 33 h nach Tag 1 leicht Gber den 31 h berechnet nach 2 Tagen (siehe Abb. 34).

62



4.4.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 34: Generationszeiten der Wundfibroblaste n in den Mono- und Co-Kulturen aus gut
granulierenden Wunden (gG)

Verdopplungszeit der Wundfibroblasten in Stunden in Mono-(E, n=8) und Co-Kulturen (ll, n=8) zu den
Zeitpunkten 24 h (TOK-T1K) und 48 h (TOK-T2K) Normoxie. Angegeben sind Mittelwerte mit
Standardabweichung; *p < 0,05.

In Mono-Kultur proliferierten die Fibroblasten in der Gruppe der gut granulierenden Wunden
ahnlich den Fibroblasten der Gruppe der chronischen Wunden starker an Tag 1. Die nach 2
Tagen berechnete Generationszeit war jedoch in Co-Kultur niedriger und zeigte einen
deutlich positiven Einfluss der Endothelzellen auf die Fibroblasten der Gruppe der gut
granulierenden Wunden an, der bei den Fibroblasten der Gruppe der chronischen Wunde
nicht deutlich wurde (siehe Abb. 34).
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4.4.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granulier  ende Wunden

Generations-
zeit
in
h *

VS

120

100

80

60

40

20

TOK-T1K TOK-T2K

Abbildung 35: Vergleich der Generationszeiten zwisc ~ hen den Mono-Kulturen aus chronischen
(cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Verdopplungszeit der Wundfibroblasten in Stunden im Vergleich der Mono-Kulturen aus chronischen
(@, n=6) und gut granulierenden Wunden (, n=8) zu den Zeitpunkten 24 h (TOK-T1K) und 48 h
(TOK-T2K) Normoxie. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In Mono-Kultur proliferierten die Fibroblasten aus der Gruppe gut granulierenden Wunden
nach 24 h starker als die Fibroblasten aus der Gruppe der chronischen Wunden. Nach 2
Tagen stellte man jedoch eine starkere Proliferation der chronischen Wunden fest. (siehe
Abb. 35).

In Co-Kultur wurde sowohl nach 24 h als auch nach 48 h bei den Fibroblasten der gut
granulierenden Wunden eine geringere Generationszeit, d.h. bessere Proliferation gemessen
(siehe Abb. 36).
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Abbildung 36: Vergleich der Generationszeiten zwisc  hen den Co-Kulturen aus chronischen
(cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Verdopplungszeit der Wundfibroblasten in Stunden im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen
(M, n=6) und gut granulierenden Wunden (ll, n=8) zu den Zeitpunkten 24 h (TOK-T1K) und 48 h (TOK-
T2K) Normoxie. Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

65



4.5 Myofibroblasten-Anteil

4.5.1 Chronische Wunden

4.5.1.1 Mono-Kultur

In Mono-Kultur der chronischen Wunden fiel der MF-Anteil von 33% nach 0 h, auf 22% nach
24 h und auf 16% nach 48 h ab (siehe Abb. 37). Mit 27% unter Hypoxie und 25% nach
Reoxygenierung lagen die MF-Raten nach 24 h und 48 h Uber ihren normoxischen

Kontrollen.

4.5.1.2 Co-Kultur

In Co-Kultur sank die MF-Rate initial von 23% an Tag 0 auf 19% an Tag 1 und stieg mit 22%
an Tag 2 fast wieder auf ihren Ausgangswert an (siehe Abb. 37). Mit 21% und 19% unter
Hypoxie und nach anschlieRender Reoxygenierung differenzierten sich die Fibroblasten an

Tag 1 tendenziell starker und an Tag 2 schwacher als ihre normoxischen Kontrollen zu MF.
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4.5.1.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 37: Myofibroblasten-Anteil in den Mono- u nd Co-Kulturen aus chronischen Wunden
(cW)

Prozentualer Anteil an Myofibroblasten in der Fibroblasten-Population in Mono-(J, n=6) und Co-
Kulturen (M, n=6) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48
h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In den chronischen Wunden wurde in der Mono-Kultur tendenziell héhere MF-Raten
gemessen als in Co-Kultur (siehe Abb. 37). Gemeinsam war beiden Kulturen, dass sie an
Tag 0 die hochsten MF-Raten aufwiesen und ihre Differenzierungsrate unter Hypoxie im

Vergleich zu ihren Kontrollen anstieg.
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4.5.2 Gut granulierende Wunden

4.5.2.1 Mono-Kultur

In Mono-Kultur der gut granulierenden Wunden fiel der MF-Anteil der Fibroblasten von 14%
an Tag 0, auf 9% an Tag 1 und auf 5% an Tag 2 ab (sieche Abb. 38). Mit 9% unter Hypoxie
und 8% nach Reoxygenierung entsprach die MF-Rate nach 24 h ihrer normoxischen

Kontroll-Rate, nach 48 h lag sie darlber.

4.5.2.2 Co-Kultur

In Co-Kultur sank die MF-Rate initial geringgradig von 11% an Tag 0 auf 10% an Tag 1
(siehe Abb. 38). Nach 48 h war sie auf 13% angestiegen. Mit 7% und 8% unter Hypoxie und
nach anschlieBender Reoxygenierung differenzierten sich die Fibroblasten an Tag 1 und 2

schwécher als ihre normoxischen Kontrollen zu MF.
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4.5.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 38: Myofibroblasten-Anteil in den Mono- u nd Co-Kulturen aus gut granulierenden
Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an Myofibroblasten in der Fibroblasten-Population in Mono-(E, n=8) und Co-
Kulturen (M, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48
h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlie@ender 24 h normoxischer Reoxygenierung
(T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In den Mono-Kulturen der gut granulierenden Wunden der wurden an Tag 1 und Tag 2 in
Normoxie tendenziell geringere MF-Raten gemessen als in Co-Kultur (siehe Abb. 38). In

Bezug zur Antwort auf Hypoxie waren die Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle indifferent.
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4.5.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granulier  ende Wunden
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Abbildung 39: Vergleich des Myofibroblasten-Anteils zwischen den Mono-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an Myofibroblasten in der Fibroblasten-Population im Vergleich der Mono-Kulturen
aus chronischen (O, n=6) und gut granulierenden Wunden (&, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.

Die Mono-Kultur der chronischen Wunde wies durchweg signifikant hohere Werte an MF auf
(siehe Abb. 39). Die Mono-Kulturen beider Gruppen differenzierten unter Hypoxie und
Reoxygenierung tendenziell starker als ihre normoxischen Kontrollen.

Auch die Fibroblasten der Co-Kultur der chronischen Wunde differenzierten durchweg
signifikant starker als in der Gruppe der gut granulierenden Wunden (siehe Abb. 40). In
Bezug auf die Antwort auf Hypoxie war der Vergleich der Co-Kulturen beider Gruppen
uneinheitlich.
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Abbildung 40: Vergleich des Myofibroblasten-Anteils zwischen den Co-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an Myofibroblasten in der Fibroblasten-Population im Vergleich der Co-Kulturen
aus chronischen (l, n=6) und gut granulierenden Wunden (ll, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h
Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit
anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit

Standardabweichung; *p < 0,05.
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4.6 Endothelzell-Anteill

4.6.1 Chronische Wunden

Der Endothelzell-Anteil in der Gruppe der chronischen Wunden in Co-Kultur nahm Uber die
Zeit hinweg gesehen ab (siehe Abb. 41). Er betrug an Tag 0 70% und sank auf 60% an Tag
1 bzw. 56% an Tag 2. Unter Hypoxie ging die Rate nach 24 h auf 51% zurtick und stieg nach

anschlieliender Reoxygenierung auf 54% an.

4.6.2 Gut granulierende Wunden

Der Endothelzell-Anteil der gut granulierenden Wunden nahm tber die Zeit hinweggesehen
ebenfalls ab (siehe Abb. 41). Er betrug an Tag 0 65% und reduzierte sich auf 55% an Tag 1
bzw. 43% an Tag 2. Unter Hypoxie ging der Anteil nach 24 h auf 39% zurtick und fiel nach

anschliellender Reoxygenierung leicht auf 37% ab.
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4.6.3 Vergleich  Endothelzell-Anteil  chronische Wund en vs. gut
granulierende Wunden
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Abbildung 41: Vergleich des Endothelzell-Anteils zw ischen den Co-Kulturen aus chronischen
(cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Prozentualer Anteil an Endothelzellen im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen (lll, n=6) und gut
granulierenden Wunden (ll, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie
(T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer
Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

Der Anteil an Endothelzellen in der Co-Kultur der chronischen Wunden lag signifikant bzw.
tendenziell dber dem in den gut granulierenden Wunden (siehe Abb. 41). Es lie3 sich in
beiden Wundklassifikationen ein Abfall des Endothelzell-Anteils in Co-Kultur tber die Zeit

hinweg feststellen. Daruber hinaus beschleunigte Hypoxie in beiden Gruppen den Riickgang
der Endothelzell-Populationen.

73



4.7 Interleukin-8-Konzentration

4.7.1 Chronische Wunden

4.7.1.1 Mono-Kultur

Die IL-8-Konzentration der Fibroblasten-Mono-Kultur bei chronischen Wunden fiel von initial
5,6 fg pro Zelle an Tag 0 Uber 1,5 fg pro Zelle nach 24 h auf 0,7 fg pro Zelle an Tag 2 (siehe
Abb. 42). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur war die IL-8-Konzentration unter Hypoxie mit 3,4
fg pro Zelle nach 24 h und 1,6 fg pro Zelle an Tag 2 nach Reoxygenierung tendenziell
erhoht.

4.7.1.2 Co-Kultur

Die IL-8-Konzentration der Co-Kultur fiel von anfangs 6,0 fg pro Zelle an Tag 0 leicht auf 5,9
fg pro Zelle nach 24 h und stieg allerdings bis auf bis zu 9,3 fg pro Zelle an Tag 2 an (siehe
Abb. 42). Analog zur Mono-Kultur war die IL-8-Konzentration unter Hypoxie mit 6,7 fg pro
Zelle nach 24 h und 16,4 fg pro Zelle an Tag 2 nach Reoxygenierung erhoht.
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4.7.1.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 42: Interleukin-8-Konzentration der Mono- und Co-Kulturen aus chronischen
Wunden (cW)

Interleukin-8-Konzentration in fg pro Zelle von Mono-(d, n=5) und Co-Kulturen (B, n=5) nach initial 0 h
(TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24
h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind
Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In der Co-Kultur lag die IL-8-Konzentration durchweg hdéher als in Mono-Kultur (siehe Abb.
42). In beiden Kulturen steigt die IL-8-Konzentration der Hypoxie- und der Reoxygenierungs-

Kultur gegenuber ihrer normoxischen Kontroll-Gruppe an.
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4.7.2 Gut granulierende Wunden

4.7.2.1 Mono-Kultur

Die IL-8-Konzentration der Fibroblasten-Mono-Kultur bei gut granulierenden Wunden stieg
von initial 1,7 fg pro Zelle an Tag 0, Uber 1,9 fg pro Zelle nach 24 h, bis zu 2,4 fg pro Zelle an
Tag 2 an (siehe Abb. 43). Im Vergleich zur Normoxie-Kultur erhthte sich die IL-8-
Konzentration unter Hypoxie mit 2,8 fg pro Zelle nach 24 h und 4,9 fg pro Zelle an Tag 2

nach Reoxygenierung.

4.7.2.2 Co-Kultur

Die IL-8-Konzentration der Co-Kultur fiel von anfangs 7,6 fg pro Zelle an Tag 0 auf 5,0 fg pro
Zelle an Tag 1 und stieg nochmals leicht auf 5,3 fg pro Zelle an Tag 2 an (siehe Abb. 43).
Unter Hypoxie erhéhte sich die IL-8-Konzentration mit 7,3 fg pro Zelle nach 24 h und 11,7 fg

pro Zelle an Tag 2 nach Reoxygenierung gegentuber der Normoxie-Kultur.
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4.7.2.3 Vergleich Mono-Kultur vs. Co-Kultur
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Abbildung 43: Interleukin-8-Konzentration der Mono - und Co-Kulturen aus gut granulierenden
Wunden (gG)

Interleukin-8-Konzentration in fg pro Zelle von Mono-(l, n=8) und Co-Kulturen (ll, n=8) nach initial 0 h
(TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24
h Hypoxie mit anschlieBender 24 h normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind

Mittelwerte mit Standardabweichung; *p < 0,05.

In Co-Kultur lag die IL-8-Konzentration durchweg signifikant hdher als in Mono-Kultur (siehe
Abb. 43). In beiden Kulturen stieg die IL-8-Konzentration der Hypoxie- und der

Reoxygenierungs-Kultur gegentber ihrer normoxischen Kontroll-Gruppe an.
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4.7.3 Vergleich chronische Wunden vs. gut granulier ~ ende Wunden
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Abbildung 44: Vergleich der Interleukin-8-Konzentra  tion zwischen den Mono-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Interleukin-8-Konzentration in fg pro Zelle im Vergleich der Mono-Kulturen aus chronischen (J, n=5)
und gut granulierenden Wunden (B, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h
Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h
normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p <
0,05.

In Mono-Kultur zeigten sich sowohl in den chronischen als auch in den gut granulierenden
Wunden  tendenziell erhdhte  IL-8-Konzentrationen in  den  Hypoxie- und
Reoxygenierungspréaparaten (siehe Abb.44). Wéhrend in der Gruppe der chronischen
Wunden die IL-8-Konzentration kontinuierlich abnahm, stieg sie in der Gruppe der gut
granulierenden Wunden etwas an.

Beide Co-Kulturen reagierten auf Hypoxie- und Reoxygenierung mit einem Konzentrations-
Anstieg (siehe Abb. 45).
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Abbildung 45: Vergleich der Interleukin-8-Konzentra  tion zwischen den Co-Kulturen aus
chronischen (cW) und gut granulierenden Wunden (gG)

Interleukin-8-Konzentration in fg pro Zelle im Vergleich der Co-Kulturen aus chronischen (ll, n=5) und
gut granulierenden Wunden (ll, n=8) nach initial 0 h (TOK), nach 24 h Normoxie (T1K), nach 24 h
Hypoxie (T1H), nach 48 h Normoxie (T2K) und nach 24 h Hypoxie mit anschlieBender 24 h
normoxischer Reoxygenierung (T2H/R). Angegeben sind Mittelwerte mit Standardabweichung; *p <
0,05.
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5. Diskussion

Diese Arbeit fiihrt das bereits standardisierte Modell des zweidimensionalen In-vitro-
Wundheilungsassays (CCSWMA) aus NHDF und HDMEC weiter, indem es humane dermale
Wundfibroblasten und HDMEC kombiniert, um deren Interaktion darzustellen und zu

untersuchen.

Co-Kultur-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde ein bereits eingefiihrter Co-Kultur-Assay (Oberringer et al.
2007) derart modifiziert, dass mit seiner Nutzung eine Unterscheidung verschiedener
Waundfibroblasten ex vivo mdglich sein sollte.

Die Zelldichte in unserem Modell musste so gewahlt werden, dass sowohl die initiale In-
vitro-Wunde zu Beginn sichtbar, als auch Verdnderungen im Verlauf in den jeweils folgenden
48 h feststellbar waren. Das mechanische Erzeugen von Wunden in vitro wurde in der
Vergangenheit auf verschiedene Art und Weise durchgeftihrt: mit Hilfe von Rasierklingen
(Burk 1973), Silikonspitzen (Watanabe et al. 1994) oder chemisch mit Lauge (Buisson et al.
1996). Unabhéngig von der Methode liel3 sich dabei erkennen, dass eine Kombination aus
Migration und Proliferation in den zellfreien Bereich hinein den Wundschluss herbeifihrt
(Calderon et al. 1996). Ziel war es, eine Situation zu schaffen, die der menschlichen In-vivo-
Wundheilung in vitro so nahe wie mdglich kommit.

Wir verwendeten Pipettenspitzen, um die In-vitro-Wunden herzustellen. In unseren
vorangegangenen Arbeiten hatten wir mit einer 1000 ul Eppendorf-Pipettenspitze und mit
einer 5 ml Einmal-Plastikpipette gearbeitet, die unterschiedliche Breiten der Wundspalten
hervorbrachten (Oberringer et al. 2007). Die resultierenden mittleren Wundspaltbreiten
differierten dabei nur geringgradig. Die durch die 5 ml Einmal-Plastikpipette erzeugten
Spaltbreiten wiesen eine gréf3ere Standardabweichung auf, so dass die 1000 ul Eppendorf-
Pipettenspitze fur zuklnftige Anwendungen geeigneter schien und somit in der vorliegenden
Arbeit ausschlie3lich verwendet wurde.

Als schwierig erwies sich, standardisierte Zelldichten zu Versuchsbeginn zu erreichen, da die
humanen Wundfibroblasten und insbesondere die chronischen Wundfibroblasten deutlich
schlechter initial in Zellkultur anwuchsen und proliferierten als die NHDF. Zusammen mit den
sehr konstant proliferierenden HDMEC war es daher nicht mdéglich, bei Versuchsbeginn

immer gleiche Zellzahl-Verhéltnisse zwischen den beiden Zelltypen herzustellen. In
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Einzelfdllen musste vom geplanten Kultivierungsschema mit definierten Zeitpunkten
geringfugig abgewichen werden, um zu grof3e Schwankungen auszugleichen.

Um die Komponente Wundfibroblast erweitert, untermauert das Modell insgesamt seinen
Anspruch, den Einfluss heilungsrelevanter Parameter auf unterschiedliche Zelltypen

Uberprifen zu kdnnen.

Die experimentellen Parameter dieser Studie waren:

1. Die Migration und die Proliferation verschiedener Zelltypen sowie die MF-Differenzierung
bezogen auf die Heilungstendenz der den Wundfibroblasten zugrunde liegenden Wunde.

2. Die Hypoxie als essentieller Faktor zu Beginn der Wundheilung (Trabold et al. 2003) und
generelle EinflussgroRe, insbesondere bei der Pathogenese von chronischen
Wunden.

3. Die Messung des abgegebenen IL-8 als genereller Indikator fur entziindliche Prozesse im
Rahmen der Wundheilung.

4. Zusatzliche Gruppierung der Patienten nach Alter und Nikotinkonsum.
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Proliferation

Der Begriff Proliferation beschreibt in vitro den Vorgang der Zellvermehrung. Zumeist wird
zur Quantifizierung dieses Parameters die Zelldichte herangezogen, um aus Zellzdhlungen
zu bestimmten Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h) Aussagen Uber die Dynamik des Zellwachstums
zwischen diesen Zeitpunkten treffen zu kénnen (Calderon et al. 1996). In unserem Modell
erfassten wir aber mit der MIB-Rate und der errechenbaren Generationszeit zwei weitere
Parameter, mit der sich die Proliferation charakterisieren lasst.

Das Ausmald der Proliferation Iasst sich aber nicht nur anhand der Zelldichte berechnen,
sondern ist auch von Letzterer abhangig. So wurde in frilheren Arbeiten beschrieben, dass
die Proliferation von NHDF in vitro umso groR3er ist, je geringer die Dichte ist (Powell et al.
1999, Masur et al. 1996). Dies bestétigten unsere Wundfibroblasten in Mono-Kultur, gleich
welcher Heilungstendenz, die innerhalb der ersten 24 h unter Normoxie die starkste
Proliferation zeigten. Dies stimmte mit den Ergebnissen der vorherigen Arbeiten am Modell
Uberein (Oberringer et al. 2007, Breit et al. 2011).

Die Co-Kultivierung bewirkte im Vergleichzur Mono-Kultivierung eine etwas abgeschwéachte
Proliferation der Fibroblasten mit einem Maximum bei den gG-Fibroblasten am ersten Tag
und bei den cW-Fibroblasten am zweiten. Uber die komplette Versuchsdauer hinweg
profitierten die Wundfibroblasten aus den gut granulierenden Wunden von der Interaktion mit
den HDMEC gegenuber der Mono-Kultivierung. In den ¢W konnten die Fibroblasten kein
Kapital aus dem Zusammenspiel mit den Endothelzellen schlagen, was sich in einer
Verlangerung ihrer Generationszeiten bemerkbar machte. Die MIB-Raten waren bei beiden
Wundtypen in Co-Kultivierung tendenziell erhdht. Dies erscheint im Hinblick auf die
verminderte Proliferation in den cW zwar widersprichlich, lasst sich jedoch durch die
Tatsache relativieren, dass sich MIB-positive Zellen nicht zwangslaufig in der Zellteilung
befinden mussen, sondern nur der Ruhezustand (Zellzyklusphase G,) bei diesen Zellen
ausgeschlossen ist. Im Umkehrschluss kann man feststellen, dass cW- und gG-Fibroblasten
beide fast den gleichen Anteil an Zellen in Phase G, besitzen.

Erwahnenswert ist zudem, dass die Fibroblasten aus den chronischen Wunden in Mono- und
Co-Kultur in den zweiten 24 h starker proliferierten als die aus den gut granulierenden
Wunden. Einerseits konnte dies zwar, wie bereits erwahnt, mit den geringeren Zelldichten
der cW zusammenhangen, andererseits hatten wir bei unseren vorangegangenen Arbeiten
mit NHDF bei weitaus hoheren Ausgangszelldichten eine starkere Proliferation zu
verzeichnen.

Eine starke Hemmung des Zellwachstums konnten wir bei den HDMEC in Co-Kultur
feststellen. Bei den Co-Kulturen mit Fibroblasten aus der Gruppe der cW stagnierte die

Zellzahl der Fibroblasten auf dem Niveau von Tag 0, bei den Co-Kulturen mit Fibroblasten
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aus der Gruppe der gG erhohte sich die Fibroblasten-Zellzahl bis Versuchsende geringfligig
um 25%, was insgesamt mit einer Reduktion des Endothelzell-Anteils bei beiden
Wundklassifikationen einherging. Die MIB-Rate als Proliferationsmarker lag mit 20-30%
positiven Zellen bei den HDMEC konstant deutlich unter der der Fibroblasten (55-75%).
Dieser Einfluss der Co-Kultivierung bestatigte nicht nur die Ergebnisse unserer vorherigen
Studien, sondern wurde auch schon bei der Interaktion von kardialen Fibroblasten mit
humanen Umbilicalvenen-Endothel-Zellen (HUVEC) beschrieben, wobei letztere hierunter
eine schlechtere Proliferation zeigten (Zhao & Eghbali-Webb 2001). Auch in weiteren
Arbeiten fand man ahnliche Effekte: eine Unterdriickung der Endothelzellproliferation in Co-
Kultur mit Perizyten (Orlidge & D’ Amore 1987) und umgekehrt eine gesteigerte Monozyten-

Proliferation durch co-kultivierte Endothelzellen (Pakala & Benedict 1999).

Migration

Die Migration der beteiligten Zelltypen ist neben der Proliferation essentielle Vorausetzung
fur den Wundverschluss wahrend der Wundheilung.

Generell kam es Uber die gesamten 48 h hinweg zu einem signifikanten Spaltschluss in
beiden Wundklassifikationen in den Mono- und den Co-Kulturen. Die gut granulierenden
Wunden schlossen sich erwartungsgemaf, wenn auch groftenteils nicht signifikant,
schneller in beiden Kultivierungen. In vivo wurde bereits eine verminderte Migrationsfahigkeit
fur die ausbleibende Heilung chronisch vendser Bein-Ulcera (CVU) verantwortlich gemacht
(Raffetto et al. 2001, Wall et al. 2008).

Innerhalb der Gruppe der chronischen Wunden scheint die Co-Kultivierung unter Normoxie
keine nennenswerten Effekte zu haben, da nach 48 h sowohl Mono- als auch Co-Kultur-
Wundspalte zu ca. 60% geschlossen waren. Das Bild bei den gG war durch starkere
Migration am ersten Tag in Mono-Kultur gekennzeichnet, die zu einer Reduktion der
Spaltbreite auf knapp die Halfte fihrte. Am Versuchende hatte jedoch die Co-Kultivierung zu
gut 3/4 den Wundschluss vollzogen und damit geringfligige Vorteile gegeniiber der Mono-
Kultivierung. Unsere Daten zeigen, wie schon eine weitere unserer Arbeiten mit NHDF (Breit
et al. 2010), ebenfalls keinen erwdhnenswerten Effekt der Co-Kultivierung auf die Migration
der Fibroblasten. Der schnellere Spaltschluss der gG gegeniiber den cW kénnte demnach
auf die hohere Zelldichte der gG-Kulturen zurtickgefihrt werden.

Im Vergleich mit unseren vorherigen Studien (Oberringer et al. 2007, Breit et al. 2011)
konnte somit die dort gezeigte starkere Migrationsfahigkeit der NHDF in Mono-Kultivierung

nicht durch unsere humanen Wundfibroblasten reproduziert werden. Allerdings kénnten jene
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Ergebnisse in der dort mehr als 2-fach héheren Zelldichte in der Mono-Kultur im Vergleich
zur Co-Kultur begriindet sein.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass eine mangelnde
Migrationsfahigkeit der beteiligten Fibroblasten fiir die gestdrte Heilung in den untersuchten

chronischen Wunden nach unseren Erkenntnissen eher nicht in Frage kommt.

Myofibroblasten-Differenzierung

Bereits 1971 beschrieb Gabbiani differennzierte Fibroblasten im Rahmen der Wundheilung,
die er als Myofibroblasten bezeichnete. Sie werden wunter anderem durch
proinflammatorische Zytokine in der frihen Phase der Wundheilung aktiviert und tragen
durch die Bildung von Wachstumsfaktoren, Matrixproteinen und ihrer Fahigkeit zur
Steigerung der Wundkontraktion (Hinz 2007, Gabbiani 2003) entscheidend zum
Wundheilungsprozess bei. Des Weiteren wird ihr Beitrag zur Angiogenese ausfuhrlich in der
Literatur diskutiert (Nakatsu et al. 2003, Berthod et al. 2006, Hughes 2008).

In unseren Versuchen beobachteten wir in beiden Wundklassifikationen in Mono-Kultivierung
Uber die gesamte Versuchsdauer stabile MF-Zahlen, wohingegen sie in Co-Kultivierung
anstiegen. Allerdings proliferierten in beiden Kultivierungen die Fibroblasten in Relation
starker, so dass der MF-Anteil in den Mono-Kulturen wahrend der 48 h sank und in den Co-
Kulturen auf niedrigerem Ausgangsniveau stabil blieb. Die Co-Kultivierung durch HDMEC
scheint also einerseits einen ddmpfenden aber andererseits auch stabilisierenden Einfluss
auf die Differenzierung von Fibroblasten zu MF zu haben, worauf auch schon andere
Publikationen hindeuteten (Powell et al. 1999). Unsere beiden Vorgangerstudien zeichneten
sich durch eine kontinuierlich starker abfallende MF-Differenzierungsrate (MFDR) bei NHDF
aus.

In der Gruppe der chronischen Wunden lag die MFDR zu allen Zeitpunkten signifikant tGber
denen der gut granulierenden Wunden, sowohl in Mono- und als auch in Co-Kultur. So war
die MFDR auch im Mittel unter Normoxie in Mono- und Co-Kultur in der Gruppe der
chronischen Wunden mit 24% bzw. 21% durchweg signifikant hdher als in der Gruppe der
gut granulierenden Wunden mit 9% bzw. 11%. In den bereits oben genannten Versuchen mit
Fibroblasten aus CVU von Raffetto et al. (2001) wurde neben der verminderten Migration
auch eine erhéhte MFDR im Vergleich zu gesunden dermalen Fibroblasten festgestellt.
Weiterhin bestatigte die Gruppe Ergebnisse anderer Studien, bei denen mit Wundsekret aus
CVU versetzte neonatale Fibroblasten sowohl eine signifikante Migrationshemmung zeigten,
als auch eine erhéhte MFDR (Bucalo et al. 1993, Mendez et al. 1999). Es darf also
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zumindest spekuliert werden, dass die gesteigerte MF-Differenzierung zu einer verminderten
Migration in chronischen Wunden fihrt. In diesem Zusammenhang seien auch Daten
erwahnt, die zeigen, dass a-SMA-Expression zu einer verringerten Motilitat von Fibroblasten
fuhrt (Ronnov-Jessen & Petersen 1996).

Schon in friheren Arbeiten wurde die entscheidende Rolle der MF bei hypertropher
Narbenbildung betont und Zusammenhéange zwischen dem Verlust von Endothelzellen und
der Zunahme von MF gezogen (Darby et al. 1990, Desmouliere et al. 2005, Karasek 2007).
Eventuell spielen @hnliche Vorgédnge auch bei unseren Fallen in der Gruppe der in unserem
Fall vorliegenden chronischen Wundheilungsstérung eine Rolle.

In den vorangegangenen Arbeiten (Oberringer et al. 2007, Breit et al. 2011) waren erhohte
MFDR unter Hypoxie aufgefallen. Bestatigt wurden diese Resultate in der Literatur durch
Untersuchungen der Differenzierung von Adventitia-Fibroblasten aus Lungenarterien, bei
denen unter Hypoxie-Bedingungen ebenfalls erhéhte MF-Zahlen gemessen wurden (Short et
al. 2004). Allerdings existieren auch Forschungsergebnisse, die der Hypoxie keinen Einfluss
auf die MFDR beimessen (Eul et al. 2006) oder gar supprimierende Wirkung zeigen
(Modarressi et al. 2010). Die vorliegende Arbeit spiegelt diese differenzierten Ergebnisse
wieder: Die cW-Fibroblasten differenzierten unter Hypoxie in Mono- und Co-Kultivierung
starker als unter Normoxie. Bei den gG war tendenziell eher das Gegenteil der Fall, sie
exprimierten insbesondere in Co-Kultur unter Sauerstoff-Mangel weniger MF. So kdnnte man
schlussfolgern, dass die cW-Fibroblasten mit ihrem ohnehin schon héheren MF-Anteil unter
Hypoxie, die als wichtige EinflussgréRe zur Entstehung von chronischen Wunden gilt
(Gordillo & Sen 2003, Sen 2009), mit einer Uberprasentation von MF reagieren, was
letztendlich auf lange Sicht zu einer gestdrten Wundheilung flihrt. Im Gegensatz dazu stehen
Uberlegungen, dass die MF in der frilhen Phase der Wundheilung unter zumeist
hypoxischen Bedingungen die Endothelzellen im Hinblick auf die Angiogenese unterstiitzen
(Powell et al. 1999, Gabbiani 2003).

Es liegt nahe, dass den Fibroblasten der Gruppe der cW ein Mechanismus fehlt, der die
Reduktion der MF-Population im Laufe der Heilung reguliert.

Auf die 24-stindige Reoxygenierungsphase nach vorangegangener Hypoxie reagierten
beide Wundklassifikationen in Mono- und Co-Kultur mit einer annahernd gleichbleibenden
MFDR.
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Einfluss der Hypoxie/Reoxygenierung

Hypoxie zahlt zu den wichtigen Einfluss- und Triggerfaktoren der frihen Phase der
Wundheilung. Milde Hypoxie wird generell als ein Stimulus zu Anpassungsvorgangen im
Organismus, wie zum Beispiel der Angiogenese, angesehen, extreme oder chronische
Hypoxie fuhrt zu Heilungsstérungen und Zelltod (Sen et al. 2009). Da die Auspragungsgrade
der Hypoxie flieRend sind und unterschiedlich definiert werden, sind die Beurteilung und die
Interpretation der Literaturergebnisse generell erschwert. Die in unserem Versuchssetup
verwendete Hypoxie lasst sich am ehesten mit einer akuten, harten Hypoxie beschreiben.

Reoxygenierung definiert die Phase, die auf eine Zeitspanne der unzureichenden Sauerstoff-
Versorgung des Gewebes (meist durch Ischamie verursacht) folgt und bei Ereignissen wie
Thrombolyse-Therapie, akutem Nierenversagen oder nach Transplantationen auftritt. Wir
erweiterten unser Versuchssetup um diese EinflussgréRe, um ihre Auswirkung bzw. ihre

Relevanz fir die Weichteilheilung zu ermitteln.

Unsere Ergebnisse zeigten bei den hypoxisch kultivierten Mono-Kulturen in den cW und gG
eine deutliche Abnahme der Zelldichte um knapp 40% gegeniber der Normoxie. Von der
anschlielenden Reoxygenierung konnten die cW-Fibroblasten mit einer Zuwachsrate von 25
% starker profitieren als die gG-Fibroblasten (12%). Im Falle der Co-Kulturen war der Impact
der Hypoxie auf die Zelldichte bei den cW mit sogar 4% Zunahme nicht vorhanden und bei
den gG mit einer Zellzahl-Reduktion von 16% deutlich abgeschwacht. Die darauffolgende
Reoxygenierung bewirkte in den chronischen Wunden eine leichte Reduktion der Zelldichte,
wahrend sie in den gut granulierenden Wunden zu einer mafigen Proliferation fuhrte.

Damit bestatigten sich die Ergebnisse unserer vorherigen Veroffentlichungen prinzipiell. Im
genauen Vergleich zeigten sich die Wundfibroblasten gegentber den NHDF in Mono-, vor
allem aber in Co-Kultur widerstandsfahiger gegeniber O,-Mangelzustédnden. Die cW-
Fibroblasten scheinen in Co-Kultivierung unter Hypoxie stabiler, was man auf eine Adaption
an die eher hypoxischen Bedingungen in vivo ansehen kdnnte. Anderseits kénnen die gG-
Fibroblasten die bessere O,-Versorgung wahrend der Reoxygenierung in Co-Kultur besser
ausnutzen, was wohl eher ihren normoxischen Bedingungen in vivo entspricht.

Die co-kultivierten Endothelzellen waren gegeniber den hypoxischen Bedingungen viel
vulnerabler als die Wundfibroblasten und ihre Zelldichte reduzierte sich nach 24 h sogar weit
unter das Niveau vom Versuchsbeginn. Dabei fiel auf, dass sie, mit cW-Fibroblasten
zusammen kultiviert, gegentber der Normoxie 30% ihrer Zelldichte einbif3ten, mit gG-
Fibroblasten aber sogar weit Uber die Halfte, was in etwa auch dem Ergebnis mit NHDF in
Co-Kultur entspricht (Oberringer et al. 2007). In den anschlielenden 24 h Reoxygenierung
stagnierten die HDMEC-Zellzahlen. In den MIB-Raten schlug sich der starke
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Proliferationsabfall der Endothelzellen unter hypoxischen Bedingungen nicht nieder, da sie
wie in Normoxie bei ca. 30% lag. Eine Erklarung hierfur kdnnte sein, dass der Zellzyklus bei
aktiviertem Ki67 gestoppt wird, also aul3erhalb G,, oder erst mit einer gewissen zeitlichen
Latenz. Dafur sprache der Abfall der MIB-Rate um gut 30% in den Reoxygenierungs-
Praparaten nach 48 h.

Resumierend profitieren die cW-Fibroblasten und Endothelzellen gemeinsam von ihrer
Interaktion wahrend der Hypoxie. Im anderen Fall nutzten die gG-Fibroblasten zwar auch die
Unterstitzung der HDMEC, aber umgekehrt profitieren die Endothelzellen nicht von der Co-
Kultivierung.

Die Literatur zeigt fur chronische Hypoxie eine Proliferationsabnahme (Siddiqui et al. 1996),
fur akute Hypoxie eine Zunahme (Falanga & Kirsner 1993, Eul et al. 2005). In Bezug auf die
Co-Kultur liegen Studien vor, die von einem protektiven Effekt der Fibroblasten auf die
Endothelzellen ausgehen (Zhao & Eghbali-Webb 2001, Velazquez et al. 2002). Dies war in
unserem Setup nur in den chronischen Wunden unter Hypoxie zu sehen. Ansonsten

Uberwog eher der schitzende Einfluss der HDMEC auf die Fibroblasten.

Neben der Proliferation verschlechterte sich auch die Migration der Fibroblasten unter
Hypoxie, was zu einem signifikant schlechteren Spaltschluss fiihrte. In Mono-Kultur hatten
beide Wundtypen etwa gleich grol3e Migrationseinbul3en zu verzeichnen. In der
Reoxygenierungsphase konnten sie das Sauerstoffangebot nutzen und den Wundspalt
signifikant verkleinern.

In Co-Kultur konnten die cW-Fibroblasten unter Hypoxie deutlich von der Interaktion mit den
HDMEC profitieren und ihr Spaltschluss war auch absolut deutlich weniger eingeschrankt,
als der der gG-Fibroblasten. In den 24 h Reoxygenierung verringerten beide Fibroblasten-
Klassifikationen deutlich ihre Wundspalte, allerdings in den gut granulierenden Wunden
schneller.

Die Co-Kultur férdert also die Migration unter unginstigen Bedingungen in den cW.
Mdglicherweise fordern die Endothelzellen in diesem Falle Uber freigesetzte Mediatoren die
Migration der cW-Fibroblasten. Des Weiteren kann die Reoxygenierung vor allem als
Migrationsreiz betrachtet werden, da bei nahezu gleichbleibender Zelldichte ein vermehrter
Spaltschluss zustande kommt.

Einige Studien, in denen ein migrationsfordernder Effekt der Hypoxie beschreiben wird
(Mogford et al. 2002, Li et al. 2007) weichen von unseren Ergebnissen ab. Andere Studien
bestétigen jedoch die verminderte Migration der Fibroblasten unter Hypoxie (Lerman et al.
2003).
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Einfluss des Nikotinkonsums

Um Hinweise zu finden, ob der Nikotinkonsum Einfluss auf die Heilungstendenz einer Wunde
hat, ordneten wir die Patienten unabhangig von ihrer Wundklassifikation einer Raucher-
Gruppe oder einer Nichtraucher-Gruppe zu (im Ergebnisteil nur auszugsweise gezeigt, siehe
auch Tab. 1). Nebst klinischen Erfahrungen belegt eine Vielzahl von Studien den
schadlichen Einfluss von Nikotinkonsum auf die Wundheilung (Freiman et al. 2004, Kuri et al.
2005, Warner 2006).

Bei uns wurde Uberprift, ob der Nikotinkonsum in den Patientenakten vermerkt war. Weder
Dauer, noch Schweregrad des Konsums wurden bertcksichtigt bzw. waren nicht zuverlassig
gquantifizierbar gewesen. Zusatzlich besteht immer eine gewisse Unsicherheit bei Daten, die
auf einer Patientenanamnese basieren, welche unter einer anderen Fragestellung erhoben

wurden.

In der Raucher-Gruppe fanden wir im Vergleich zu der Nichtraucher-Gruppe eine bessere
Migration in Mono- und Co-Kultur trotz einer etwas geringeren Zelldichte in Co-Kultur.
Ahnliche, auf den ersten Blick eher widerspriichliche Ergebnisse finden sich auch in den
Arbeiten von Morimoto et al. (2008) und Sorenson et al. (2010), die bei moderatem
Nikotinkonsum eine Forderung der Angiogenese und einen schnelleren Wundverschluss
nachwiesen.

Die Gesamtzellzahl in Co-Kultivierung war im Gegensatz zur Mono-Kultivierung bei den
Nichtrauchern hdher. Dies lag an einem deutlich erhéhten Endothelzell-Anteil (mit einer
absolut erhéhten Endothelzell-Anzahl), der den geringeren Fibroblasten-Anteil der
Nichtraucher-Gruppe in der Summe mehr als kompensierte. Die HDMEC scheinen also von
den Nichtraucher-Fibroblasten zu profitieren, wie auch ihre fast durchweg erhéhe MIB-Rate
zeigte.

Bei den Raucher-Fibroblasten zeigte sich die MFDR in Mono- und Co-Kultivierung
Uberwiegend stark erhoht. In der Literatur finden sich Arbeiten, die besagen, dass
Zigarettenrauch durch Veranderungen im Cytoskelett zu groRerer Fibroblasten-Adh&sion und
dadurch zu einer verringerten Migration und einem verringerten Wundverschluss fuhrt (Wong
& Martins-Green 2004).

Unter der Vorraussetzung, dass man den Nikotinkonsum vor Studienbeginn quantifiziert,
kann under Modell prinzipiell geeignet sein, den Einfluss des Nikotins auf die untersuchten

Parameter zu tberprifen.
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Einfluss des Alters

Die Patienten wurden einer Gruppe mit einem Alter hdher als 50 Jahre oder einer Gruppe mit
einem Alter kleiner 50 Jahre zugeordnet (im Ergebnisteil nicht gezeigt, siehe auch Tab. 1).
Auch hier belegt die Studienlage die klinischen Erfahrungen einer verlangsamten
Wundheilung im Alter (Brem et al. 2007, Liu et al. 2008).

Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Daher sei hier das Wichtigste nur
kurz zusammengefasst:

Die Gruppe der Uber 50-Jahrigen zeigte bei fast identischer Zelldichte eine geringflgig
starkere Migration. Des Weiteren wiesen Co-Kulturen mit Fibroblasten aus alteren Patienten
einen gréReren Endothelzell-Anteil auf. In den Wunden der jiingeren Patienten fielen erhdhte
Raten des Proliferationsmarkers MIB sowohl bei den Fibroblasten in Mono- und bei den

Endothelzellen in Co-Kultur auf.

Interleukin-8-Ausschittung

IL-8 und seine Rolle in der Wundheilung ist Gegenstand vieler In-vitro- und In-vivo-Studien.
Es wird von Leukozyten, aber auch von Endothelzellen und Fibroblasten gebildet (Larsen et
al. 1989, Goebeler et al. 1997). Seine Freisetzung in der Wunde wird durch IL-1, TNF-q,
Bakterien-Produkte und Hypoxie getriggert. Es induziert die Rekrutierung von Neutrophilen
und stimuliert die Migration und Proliferation von Keratinozyten (Gillitzer & Goebeler 2001).
Zudem wird Uber die Beteiligung von IL-8 an der Neoangiogenese spekuliert (Koch et al.
1992, Strieter et al. 1995).

Unsere Ergebnisse zeigten keine generellen Gruppen-Unterschiede in der IL-8-Feisetzung
zwischen Fibroblasten aus chronischen und gut granulierenden Wunden.

In den Mono-Kulturen der cW waren die IL-8-Konzentrationen zu Beginn (0 h) absolut am
hdchsten und zeigten unter Hypoxie und unter Reoxygenierung relative Anstiege. In den
Mono-Kulturen der gG waren die Konzentrationen in den Hypoxie-Praparaten relativ zu den
normoxischen erhoht. Die absolut héchsten Konzentrationen wurden unter Hypoxie und
Reoxygenierung erreicht. Im Vergleich der Gruppen stiegen die IL-8-Konzentrationen in den
gG uUber die Zeit, wéhrend sie in den cW sanken.

In den Co-Kulturen wurden aufgrund der deutlich héheren Zellzahlen signifikant héhere 1L-8-
Konzentrationen (pro Zelle) gemessen als in den Fibroblasten-Mono-Kulturen. Beiden
Wundklassifikationen gemeinsam war die erhdhte IL-8-Ausschittung als Antwort auf Hypoxie

und noch ausgepréagter auf Reoxygenierung.
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Die Literatur wartet mit vergleichbaren Ergebnissen auf. Fir humane dermale Fibroblasten,
Lungenfibroblasten und Fibroblast-like Synoviozyten wurde ebenfalls eine Fdrderung der IL-
8-Expression durch Hypoxie beschrieben (Tamm et al. 1998, Galindo et al. 2001, Ahn et al.
2008). Bei den Endothelzellen existieren neben Ergebnissen, die eine Verstarkung der IL-8-
Expression durch Hypoxie nachweisen (Karakurum et al. 1994) aber auch gegensatzliche
Daten, wo es zu einer Verringerung des IL-8-Produktion unter Hypoxie kam (Loboda et al.
2006).

Diese Ergebnisse wurden schon bei anderen Zelltypen bestétigt: Kupferzellen steigerten
ebenfalls ihren IL-8-Release unter Hypoxie und weiter unter Reoxygenierung (Okamura et al.
1999). Ahnliches wird von Monozyten berichtet (Metinko et al. 1992). Leukozyten reagierten
auf Hypoxie auch mit einem Konzentrationsanstieg, aber unter Reoxygenierung mit einer
Absenkung (Simms & D’Amico 1996, Knowles et al. 1997). Eine weitere Arbeit entdeckte
darlber hinaus einen IL-8-Rezeptor-Abfall unter Reoxygenierung bei Leukozyten (Grutkoski
et al. 1999).

Die Bedeutung von IL-8 fir die gestérte Wundheilung wird in der Literatur differenziert
gesehen: Einerseits lassen Studien vermuten, dass zu hohe IL-8-Spiegel mit einer gestorten
Wundheilung korrelieren. Zum einen ist IL-8 in fetalen Wunden, die narbenlos abheilen, nur
Uber einen viel kirzeren Zeitraum nachweisbar als bei Erwachsenen (Liechty et al. 2000),
zum anderen wurde von inhibitorischen Effekten auf die Keratinozyten-Proliferation, die
Kollagen-Vernetzung und die Wundkontraktion bei erhdhtem IL-8 berichtet (locono et al.
2000). Andererseits findet man auch Studien, die einer zeitlich verlangerter IL-8-Expression
keine pathologische Bedeutung beimessen und ihre bedeutende Rolle fir Keratinozyten-

Proliferation betonen (Rennekampff et al. 2000).
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Wertung, Ausblick und Perspektive

Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Modifikation des CCSWMA um die Komponente
Fibroblast ex vivo generell fir die Uberpriifung potenziell diagnostischer Kriterien zur
Beurteilung der Heilungstendenz eines Weichteilschadens eignet. Das Modell bildet
zunachst einmal die in vivo vorliegenden Unterschiede zwischen chronischen und gut
granulierenden Wunden hinsichtlich  wichtiger MessgroRen wie Zelldichte und
Wundverschluss auch in vitro ab. Die Vorgangerstudien mit NHDF stellten schon die
Eignung des CCSWMA unter Beweis, wichtige Stellgrof3en wie Hypoxie simulieren und auch
den Einfluss weiterer Faktoren wie die Zugabe von Wachstumsfaktoren ins Medium
analysieren zu konnen. Die vorliegende Studie erbrachte zudem den Beweis, bei schlecht
standardisierbaren Zellpopulationen (wie humane Fibroblasten aus verschiedenen Wunden
eines sehr heterogenen Patientenkollektivs), zellbiologische Unterschiede der Fibroblasten
erfassen zu konnen. In weiteren Versuchen konnen durch die Diversifizierung weitere
Einflussfaktoren und Parameter tberprift werden. Das Modell kann in Zukunft auch einen
wesentlichen Beitrag zur Vermeidung von Tiermodellen leisten.

Konkret zeigen die Ergebnisse, dass die MFDR zukiinftig als prognostischer Marker fiir die
Heilungstendenz einer Wunde herangezogen werden konnte. Hierfir muss im Rahmen von
Folgestudien die Diskriminierung weiterer EingangsgrofRen wie Begleiterkrankungen, Alter,
Geschlecht und Nikotinkonsum gelingen. Diese ist unbedingte Voraussetzung, um den
Impact einer jeden Stellgré3e auf den Wundheilungsprozess moglichst genau bemessen zu
kénnen, damit die individuell vorliegenden Verhéltnisse der jeweiligen Wunde erfassbar
werden.

Fernziel muss es sein, mehrere Parameter der Fibroblasten ex vivo charakterisieren zu
kénnen, um durch friihzeitige Einschatzung des Heilungsverlaufs ein individuell angepasstes

therapeutisches Konzept zu entwickeln.
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6. Anhang
6.1 Gerate

Tabelle 6: Liste der benutzten Gerate und Hersteller.

Gerat

Hersteller

Auswertung

Axiovert 2 Plus

Carl Zeiss, Gottingen (D)

Axiovert 25

Carl Zeiss, Gottingen (D)

Celloshaker Variospeed Variotime

Renner GmbH, Darmstadt (D)

Digital Still Camera, Model DSC-S75

Sony,Tokyo (JPN)

Photometer: Titertek Multiskan MCC/340
Typ 347, Ser. No. 3470 134018

Labsystems, Helsinki (FIN)

Kamera AxioCam MRm

Carl Zeiss, Gottingen (D)

Zellkultur

Brutschrank BBD 6220

Heraeus, Hanau (D)

Brutschrank Typ B12

Heraeus, Hanau (D)

Einfrierkammer, Nalgene Cryo 1T Freezing
Container, Cat. No. 5100-0001

Nalgene, New York (USA)

Eppendorf Research Pipetten 0,5 -10 pl

Eppendorf, Hamburg (D)

Eppendorf Research Pipetten 10 -100 pl

Eppendorf, Hamburg (D)

Eppendorf Research Pipetten 100 -1000 pl

Eppendorf, Hamburg (D)

Picture Monitor, Model PM 9050,
Ser.No. 09880

Ikegami Tsushinki Co., LTD.,
Tokyo (JPN)

Pipettus-Akku Hirschmann Laboratories

Hirschmann GmbH, Eberstadt (D)

Sterilbank Herasafe

Heraeus, Hanau (D)

Wasserbad TWB12

Julabo Labortechnik
GmbH, Seelbach (D)

Zentrifuge Hermle Z400K

Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen (D)
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6.2 Materialien

6.2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Auflistung der benutzten Verbrauchsmaterialien und

Hersteller.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Endothelzell -Kultivierung

Human Dermal Microvascular Endothelial
Cells (HDMEC), Cat. No. C-12210

PromoCell GmbH,
Heidelberg (D)

Endothelial Cell Growth Medium MV, Cat.
No. C-22022

PromoCell GmbH,
Heidelberg (D)

SupplementMix Endothelial Cell Growth
Medium MV, Cat. No. C-39225

PromoCell GmbH,
Heidelberg (D)

Fibroblasten -Kultivierung

Wundbiopsien

Quantum 333 for Fibroblasts,
Cat. No. U15-813

PAA,
Pasching (A)

Primarantikdrper [anti human]

Factor VIl Related Antigen/von Willebrand
FactorAb-1, Rabbit Polyclonal Antibody,
Cat. No. 12880

dianova GmbH, Hamburg (D)

Anti-Ki-67 Antigen Code No. M7240

Dakocytomation, Glostrup (DK)

Monoclonal Anti-a Smooth Muscle Actin,
Product No. A 2547

SIGMA, Saint Louis (USA)

Sekundarantikdrper

Cy3-conjugated AffiniPure F(ab)2 Fragment
Goat Anti-Rabbit IgG
Code No. 111-166-045

dianova GmbH, Hamburg (D)

Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Mouse IgG
Code No. 115-095-003

dianova GmbH, Hamburg (D)

ELISA

IL-8 Microplate, one plate of 96 Wells,
Catalog No. S80000C, Part 890462

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

IL-8-Conjugate 11,5 mi
Catalog No. S80000C, Part 890465

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

IL-8-Standard 10 ng
Catalog No. S80000C, Part 890466

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Assay Diluent RD-85, 11 ml
Catalog No. S80000C, Part 895877

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

Calibrator Diluent RD5P Concentrate, 21
ml, Catalog No. S80000C, Part 895151

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

Wash Buffer Concentrate, 21 ml
Catalog No. S80000C, Part 895003

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

Stop Solution, 6 ml
Catalog No. S80000C, Part 895032

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

Plate Covers

R&D Systems, Inc., Minneapolis
(USA)

Aqua dest., Reinstwasseranlage Arium 661

Sartorius AG, Gottingen (D)

Deckglaser 24 x 50 mm, Cat. No. 631-0146

VWR international, Darmstadt (D)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

PAA Laboratories GmbH,
Colbe (D)

Einmal-Pasteurpipette 1 ml
Kontrollnr. 10021141

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Ethanol min. 99,9% Vol., Sorte 642

Berkel, Ludwigshafen (D)

Gas, zertifiziertes, 95% N», 5% CO,

Messer, Griesheim (D)

Glycerol, Kat. Nr. 3783.1

Carl Roth GMBH, Karlsruhe (D)

Isopropanol, 70%

Berkel, Ludwigshafen (D)

Kulturflasche grof3, steril, 75 cmz2, 250 ml,
Cat. No. 658 170

Greiner bio-one, Frickenhausen

(D)

Kulturflasche klein, steril, 25 cm?2, 50 ml,
Cat. No. 680 160

Greiner bio-one, Frickenhausen

(D)

Kivetten aus Glas, Kat. Nr. H 550.1

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Kryoréhrchen PP mit Schraubverschluss,
steril, Revision 01-840576

Greiner bio-one, Frickenhausen

(D)

Methanol, Kat. Nr. 4627.2

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI (4,6-Diamidin-2"-phenylindol
dihydrochlorid),

Catalog No. H-1200

Vector Laboratories, Burlingame
(USA)

Objekttrager 76 x 26 mm, geschnitten mit
Mattrand (siehe3.6.1)

Menzel-Glaser, Braunschweig (D)

PBS Phosphate Buffered Saline, Tablets,
No. BR0014G

Oxoid Limited, Hampshire (GB)
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Verbrauchsmaterialien Hersteller

5 ml sterile Einmal-Pipetten Greiner bio-one, Frickenhausen
(D)

10 ml sterile Einmal-Pipetten Greiner bio-one, Frickenhausen
(D)

Eppendorf Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg (D)

QuadriPERM: steril, Cat. No. 96077308 Greiner bio-one, Frickenhausen
(D)

Reagenzrohrchen steril, PP-Test tubes, 50 |Greiner bio-one, Frickenhausen

ml, Cat. No. 227261 (D)

Trypsin EDTA, UV-inaktiviert (1:250), 1-fach | PAA Laboratories GmbH,

Konzentrat Kat. Nr. L11-66 Colbe (D)

Tween 20, Art. Nr. 91272 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
(D)

6.2.2 Vorbereitung der Objekttrager fur die Zellkul  tur

Vor dem Gebrauch der Objekttrdger im Versuch mussten diese einer speziellen
Vorbehandlung unterzogen werden. Je 18 Objekttrager wurden in eine Glasschaukel gesetzt
und diese wiederum in ein Becherglas mit einem Volumen von 2 Litern, welches finf
Glasschaukeln Platz bot. Die Objekttrdger wurden in einem Wasser-Glasreinigungsseifen-
Gemisch Uber Nacht getrankt. Am nachsten Morgen erfolgte eine 2-stiindige Auswaschung
unter flieBendem Wasser. Im Anschluss wurden die Objekttrager fir 1 h mit 1% HCI
behandelt.

Nach einer weiteren einstiindigen Wasserung wurden die Objekttrdger mit 1% NaOH
versetzt. Diesem Schritt folgte eine 2-stiindige Auswaschung. Danach wurde zuerst eine
Spllung mit destilliertem Wasser und daraufhin eine weitere mit 96%-igem Ethanol
durchgefuhrt. AnschlieRend trockneten die Objekttrager im Trockenschrank, danach wurden

sie mitsamt den Glasschaukeln in Alufolie gepackt und bei 200 <C 2 h lang sterilisiert.
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6.3 Verbrauchslésungen

Einfriermedium
Eine 5%-ige DMSO-Ldsung wurde hergestellt, indem 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSQO) in 19 ml
Endothelzellmedium gegeben wurde. Dieses wurde in 20 Eppendorfgefalie aliquotiert und

bei -20<C eingefroren.

Medien

1) Zu 500 ml Endothelzellmedium wurden jeweils 27,3 ml EndothelzellSupplementMix
zugeflgt.

2) Quantum 333-Fibroblastenmedium.

3) Co-Kultur-Medium in einem Mischungsverhaltnis bestehend aus 3 Teilen

Endothelzellzellmedium und einem Teil Quantum 333-Fibroblastenmedium.
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