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,ES ist nicht genug zu wissen, man muss es auch anwenden;
Es ist nicht genug zu wollen, man muss es auch tun.”

Johann Wolfgang von Goethe (1749 — 1832)
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A. historischer Hintergrund der Eigenbluttherapie

Die Idee, unterschiedlichste Krankheitsbilder durch Entnahme und Ruckflihrung
autologer Blutbestandteile zu behandeln, ist weniger neu, als man zunachst denken
mag.

Bereits im alten chinesischen Reich, etwa 200 Jahre v. Chr., galt Blut als der Inbegriff
von Lebenskraft (Krebs, 2008; Paul U. Unschuld, 2011). So finden sich in der
,Neiking“, einem Arzneibuch taoistischer Arzte, Hinweise auf die Anwendung von Tier-
und Menschenblut als Heilmittel bei diversen Erkrankungen (Paul U. Unschuld, 2011).
Damalige Arzte behandelten Infektionskrankheiten, Pneumonien, Inappetenz oder
chronische Entzindungen durch Kneifmassagen oder das Einbringen multipler
Nadelstiche (Paul U. Unschuld, 2011). Diese fuhrten zu subkutanen Hamatomen,
welchen eine heilende Wirkung nachgesprochen wurde (Paul U. Unschuld, 2011).
Trotz dieses Jahrhunderte alten Erfahrungsschatzes straubte man sich im
europaischen Raum lange Zeit, die Methodik der Zuruckinjektion zuvor entnommenen
Blutes anzuwenden. Erst, als die Empirie durch naturwissenschaftlichen Hintergrund
untermauert wurde, fand die Eigenbluttherapie ihren Platz in der arztlichen Praxis
(Krebs, 2008). Bahnbrechend war 1874 die erstmalig durchgeflihrte Autotransfusion
durch William Highmore, der verblutenden Woéchnerinnen das bei der Geburt verlorene
Blut ricktransfundierte und so die postpartale Mortalitat senken konnte (Highmore,
1874). Eine der ersten Anwendungen der Eigenbluttherapie protokollierte 1876
Schede, der in der chirurgischen Wundversorgung wissentlich Blut in der Wunde des
Patienten liel, um den Heilverlauf zu begunstigen (Krebs, 2008; Uecker, 2016). Als
eigentliche Entwickler der Eigenbluttherapie sind jedoch die beiden schwedischen
Arzte Grafstrom und Elfstrom zu nennen (Elfstrom, 1898). Zusammen injizierten sie
1898 mit Kochsalz verdinntes Vollblut zur Therapie von Pneumonien und
Tuberkulose, mit dem Ziel der Freisetzung immunologisch wirksamer Stoffe (Elfstrom,
1898).

Im Jahr 1905 beobachtete August Bier schlieRlich, dass eine Fraktur durch ein
Hamatom im Bereich des Bruchspaltes schneller heilt (Bier, 1905). Bei einem
prolongierten Heilungsverlauf und der damit einhergehenden Gefahr einer

Pseudarthrose injizierte Bier Eigenblut des Patienten in den Bruchspalt, um eine fur
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die Heilung nétige Entziindungsreaktion zu provozieren (Bier, 1905). Diese gut
dokumentierte Methodik hatte auf dem Feld der Pseudarthrosebehandlung Uber Jahre
Bestand (Uecker, 2016).

Im Jahr 1910 berichteten Linser und Mayer Uber erste Erfolge in der Behandlung der
Schwangerschaftsdermatosen mittels Eigenblutseruminjektion. Zwei Jahre spater
empfahl Nowotny selbiges zur Therapie verschiedenster Infektionskrankheiten,
vorzugsweise des Erysipels (Linser und Mayer, 1910; Mayer, 1911).

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts erschien eine Reihe wissenschaftlicher
Veroffentlichungen, die sich mit dem Thema der Reizkérpertherapie
auseinandersetzten (Krebs, 2008). Im Jahr 1912 festigte Schmidt durch seine
Publikation ,Uber Arzneimittel der unspezifischen Proteinkdrpertherapie® das
immunmodulatorische Wirkprinzip der Eigenbluttherapie auch wissenschaftlich
(Schmidt, 1912). Drei Jahre spater wurden zudem durch den Hautarzt Spiethoff
Grundlagen der Eigenbluttherapie im dermatologischen Bereich geschaffen, die bis
heute ihre Gultigkeit haben (Spiethoff, 1915). Es blieb nicht aus, dass diese
Erkenntnisse auch auf wissenschaftlichen Kongressen Einzug hielten, wie z.B. auf
dem 47. Chirurgenkongress 1923 (Krebs, 2008). In Abwandlung von beschriebenen
Eigenbluttherapien fanden sich 1934 modifizierte Methoden unter dem Namen
,Photobiologische Eigenbluttherapie®(Krebs, 2008). Hierflir entnahm der tschechische
Chirurg Hans Havlicek das vends Blut des Patienten in ein Citrat gefllltes
Reagenzrohrchen und bestrahlte selbiges mit UV-C Licht, um es anschlieRend dem
Patienten durch eine intramuskulare Injektion zurlickzufiihren (Havlicek, 1934). Im
Anschluss fugten Wehrli und Cassagrande 1925-1927 dem UV-bestrahlten Blut
Sauerstoff hinzu und legten damit den Grundstein fur die heutige hamatogene
Oxidationstherapie, die dem Organismus zu einer vermehrten Sauerstoffverwertung
verhelfen soll (Krebs, 2008; Uecker, 2016). Diesem Verfahren entlehnt, bestrahite
Forster in den 40er Jahren entnommenes peripheres Blut vor der Reinjektion mit
Kurzwellen zur Behandlung von Allergien (Forster, 1942).

In den fruhen 60er Jahren beschrieb der Tubinger Zahnchirurg Willi Schulte die
Médglichkeit, Wunddefekte mithilfe autologen Eigenblutes zu therapieren (Schulte,
1960). Zu diesem Zweck wurde zunachst das bloRe Eigenblut und einige Jahre spater
zentrifugiertes Eigenblut zur Defektflllung nach der Entfernung ossarer Zysten im
Kiefer verwendet (Schulte, 1960, 1964). Ziel war es hierbei, eine verminderte

Koagelretraktion und eine daflr verstarkte Stabilisierung des Koagels zur
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Infektionsreduktion zu erreichen (Schulte, 1969). Bis Mitte der 1990er Jahre stagnierte
die Weiterentwicklung der Eigenbluttherapie. Erst im Jahr 1996 erlangten schlieRlich
Yamamoto et al. Aufmerksamkeit durch die Verwendung von mit Thrombozyten
angereichertem Plasma als Gewebekleberersatz zugunsten einer beschleunigten
Blutstillung nach herzchirurgischen Eingriffen (K. Yamamoto, Hayashi, Miyamura, &
Eguchi, 1996). Ein Jahr spater wurde durch Whitman et al. erstmals ein Verfahren zur
Herstellung von Platelet-rich Plasma (PRP) vorgestellt und 1998 anhand einer
klinischen kieferchirurgischen Studie publiziert (Marx et al., 1998; Whitman & Berry,
1998). Bei PRP handelt es sich um ein autologes Blutprodukt, bei dem das Vollblut
des Patienten zentrifugiert wird, um schlussendlich eine Plasma-Fraktion zu erhalten,
die einen deutlich hdheren Blutplatichengehalt (Thrombozytengehalt) aufweist, als
zirkulierendes Blut (Ahmad et al., 2012). Die physiologische Konzentration von
Blutplattchen betragt bei einem Erwachsenen zwischen 150000 und 400000/ ul
(Ahmad et al., 2012). Vergleicht man diese Werte mit denen des PRP, so findet sich
im Platelet-rich Plasma eine etwa 8-mal so hohe Thrombozytenkonzentration (Eppley,
Woodell, & Higgins, 2004).

B. Zusammensetzung von Platelet-rich Plasma und heutige
Anwendung

Platelet-rich Plasma ist reich an parakrinen Proteinen, die nach Einbringung in den
lebendigen Organismus in der Lage sind, dermale Fibroblasten und Endothelzellen zu
stimulieren (Anitua, 1999; Anitua et al., 2004; Cervelli et al., 2009). In einer Wunde
fuhrt die Aktivierung von Thrombozyten zunachst zu der Ausbildung von
Pseudopodien, anschlie3end zu der Formation eines Gerinnsels und letztendlich zur
Degranulation der Blutplattchen (Sclafani, 2009). Durch die Degranulation der a-
Granula der Thrombozyten werden Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet derived
growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), FGF (fibroblast growth
factor), EGF (epidermal growth factor), IGF-1 (Insulin-like growth factor-1), TGF-8
(transforming growth factor beta), HGF (hepatocyte growth facor), PF-4 (platelet factor-
4), Thrombospondin, Serotonin, Histamine und hydrolytische Enzyme frei (Chicharro-
Alcantara et al., 2018; Hom, 2008; Lubkowska, Dolegowska, & Banfi, 2012; Sclafani,
2009; van den Dolder, Mooren, Vloon, Stoelinga, & Jansen, 2006). Die folgende
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Tabelle (Tab. 1) schlisselt die genannten Faktoren gemaly ihrer Wirkung auf

unterschiedliche Zellreihen auf.

Tab. 1: Ubersicht ausgewéhlter, an der Angiogenese beteiligter Wachstumsfaktoren und ihrer Funktion;

grin hinterlegt: pro-angiogene Faktoren, rot hinterlegt: anti-angiogene Faktoren

Wachstumsfaktor Funktion

PDGE (platelet-derived growth factor) | Proliferation und Migration von
Endothelzellen, proangiogen (Heldin
& Westermark, 1999), stimuliert die
Kollagensynthese, die
Kollagenaseaktivitat, Chemotaxis
von Fibroblasten, neutrophilen
Granulozyten und glatten
Muskelzellen, stimuliert die
Wundkontraktion, Formation von
Granulationsgewebe und Wund-
Remodeling (Lynch, Nixon, Colvin, &
Antoniades, 1987)

VEGE (vascular endothelial growth | Hauptinduktor der Angiogenese,

factor) stimuliert Endothelzellen (Hsu &
Chang, 2004; Werner & Grose,
2003), SchlUsselregulator  der
physiologischen und pathologischen
Vaskulogenese,

Lymphangiogenese, Vasodilatation
und der vaskularen Permeabilitat
(Tammela, Enholm, Alitalo, &
Paavonen, 2005)

FGF (fibroblast growth factor) stimuliert die Re-epithelisierung,
Angiogenese, Formation von
Granulationsgewebe, wirkt

synergistisch mit VEGF (Xie et al.,

2008), Proliferation von Fibroblasten,
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Kollagenakkumulation (Enoch, Grey,
& Harding, 2006)

EGF (epidermal growth factor)

steuert die Proliferation,
Differenzierung, Wachstum und
Migration von Epithelzellen und
Keratinozyten  (Girdler, McGurk,

Aqual, & Prince, 1995)

IGF-1 (Insulin-like growth factor-1)

wirkt synergistisch mit PDGF und
EGF die

Keratinozyten

auf Migration  von
die

Geweberegeneration /

und
Epithelisierung (Greenhalgh,
Hummel, & Breeden,
1993; Haase, Evans, Pofahl, & Watt,
2003), Chemotaxis fur Fibroblasten
(Alsousou,
Noble, & Willett, 2009; Molloy, Wang,

& Murrell, 2003)

Albertson,

Thompson, Hulley,

TGF-B (transforming growth factor
beta)

die

Differenzierung von

steigert Proliferation  und
Fibroblasten,
stimuliert Biosynthese von Kollagen
und Fibronektin (Alsousou et al.,
2009; Molloy et al., 2003), Abbau der
extrazellularen Matrix, fordert die
Wundkontraktion,
Narbengewebe (Penn, Grobbelaar,

& Rolfe, 2012)

Generation von

HGF (hepatocyte growth factor)

reguliert Zellwachstum, Motilitat und
Morphogenese von Epithel- und
Endothelzellen, Epithelregeneration,
Formation von Granulationsgewebe
und Neovaskularisation
Harding, & Jiang, 2006),

synergistischer Effekt zwischen HGF

(Conway,

Price,
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und VEGF triggert die angiogene
Wirkung in der Wunde (Anitua et al.,
2005)

— negativer Regulator der

Angiogenese und starker Inhibitor

der Proliferation von Endothelzellen,
Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten und  Fibroblasten
(Lord, Cheng, Farrugia, McCarthy, &
Whitelock, 2017)
— Stimuliert die Migration von glatten
Muskelzellen, inhibiert die Migration
von Endothelzellen, bindet TGF-
und PDGF (Lawler & Lawler, 2012)

Das Ziel der lokalen Verwendung von PRP ist die verlangerte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten und die konsekutive langanhaltende
Stimulation von Fibroblasten, welche zu einer verbesserten Wundheilung flihren
(Anitua et al., 2012; Leitner et al., 2006).

Uber die Verwendung in der Wundheilung hinaus bestatigen einige Studien die
klinische Wirksamkeit von PRP im Bereich der Hautalterung. Darin konnte gezeigt
werden, dass PRP die Bioregeneration der Haut dadurch anregt, Fibroblasten zu
stimulieren, anti-inflammatorische Faktoren nach oben zu regulieren und vermehrt
angiogene Faktoren zu produzieren, welche die extrazellulare Matrix gestalten (Kim et
al., 2011). Weiterhin zeigten klinische Studien die effektive Anwendung von intrakutan
appliziertem PRP zur Hautverjungung im Gesichtsbereich. Hierbei konnte eine
Faltenminderung durch Starkung der altersbedingt nachlassenden Hautelastizitat
erzielt werden (Yuksel, Sahin, Aydin, Senturk, & Turanli, 2014). Wir konnten
bestatigen, dass hypoxisch prakonditionierte Blutprodukte ahnliche Effekte zu erzielen
vermogen. Eine Studie zu diesem Thema wurde von unserer Arbeitsgruppe publiziert
(Hadjipanayi et al., 2019).
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Noch heute findet PRP vor allem in der Zahn-, Mund und Kieferchirurgie Anwendung
(Cervelli et al., 2009). Zudem wird es aber auch in der Orthopadie zur Frakturheilung
und bei der Behandlung diabetischer Wunden verwendet (Cervelli et al., 2009).
Daruber hinaus wird es auch in der Herz-, Thorax- und Gefal3chirurgie zur Prophylaxe
von Wundheilungsstérungen angewandt (Giordano et al., 1988; Klein et al., 2001;
Smith, Binford, Holt, & Webb, 2007). In den letzten Jahren gelangte PRP vor allem in
Nordamerika als intradermales Hautverjiingungsmittel in den Fokus der Offentlichkeit
(Sclafani, 2011). Unter dem Namen ,Vampire Filler* wird das autologe Blutprodukt als

Alternative zu Botox® und Hyaluronsaure gehandelt.

Bis heute hat sich eine Vielzahl an unterschiedlichen Verfahren zur Produktion von
PRP entwickelt. So stehen aktuell unterschiedliche Systeme zur Verfiugung, die
versprechen, anwenderfreundlich und binnen kurzester Zeit aus Vollblut PRP zu
gewinnen. Beispiele fur solche Kits sind Vivostat PRF Preparation Kit® (Vivolution A/S,
Birkeroed, Danemark), PCCS Platelet Concentrate Collection System® (3i Implant
Innovations lberica S.I., Barcelona, Spanien), Harvest® SmartPReP 2 APC 60
Process Kit (Harvest Technologies, Plymouth, USA) und Fibrinet® Autologous Fibrin
& Platelet System (Cascade Medical Enterprises Ltd, Plymouth, GroRbritannien)
(Leitner et al., 2006). Eine Osterreichische Studie von 2006 zeigte zwar, dass jedes
dieser Systeme imstande ist, Wachstumsfaktoren freizusetzen, die jeweilige
Zusammensetzung des PRP und vor allem der resultierende Gehalt an Thrombozyten
differiert jedoch merklich (Leitner et al., 2006). Doch auch ohne ein kommerziell
erworbenes PRP-Kit findet sich in der Literatur eine groRe Bandbreite an
Herstellungsprotokollen, die eine allgemein gultige Bewertung der Zusammensetzung
und Wirkungsweise von PRP unmoglich machen. Diese Heterogenitat der
Herstellungsprozesse erschwert es zudem, Studien miteinander zu vergleichen
(Anitua, Sanchez, Orive, & Andia, 2008; Chahla et al., 2017). So wird die regenerative
Kapazitat von PRP durch qualitative und quantitative Unterschiede der Blutplattchen
verandert (Weibrich, Kleis, Hitzler, & Hafner, 2005).
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C. Angiogenese & Vasculogenese

Der Begriff der Angiogenese bezeichnet das Wachstum von neuen Blutgefallen aus
bereits bestehenden GefalRen (Werner Risau, 1997). Dieser Vorgang ist von
essentieller Bedeutung in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie z.B. dem
Organwachstum, der Wundheilung oder der embryonalen und fetalen Entwicklung (P.
Carmeliet, 2005; P. Carmeliet & Jain, 2011; Potente, Gerhardt, & Carmeliet, 2011).
Blutgefal’e, welche von Endothelzellen ausgekleidet sind, gewahrleisten den
Transport von Sauerstoff und Nahrstoffen an samtliches Gewebe im Organismus, so
unterstitzen sie die Aufrechterhaltung des Immunsystems und den Abtransport von
Abfallstoffen (Coultas, Chawengsaksophak, & Rossant, 2005). Im vollstandig
entwickelten Organismus gilt das kardiovaskulare System schlie3lich auch als Teil
eines systemischen ,Informationssystems®, durch welches entfernte Organe und
Gewebe Uber Botenstoffe und andere Molekile in der Lage sind, miteinander zu
kommunizieren (W. Risau & Flamme, 1995). In diesen entscheidenden Charakteristika
liegt auch begrundet, wieso das Netzwerk von Herz und GefalRen das zuerst
entwickelte Organsystem in der Embryonalentwicklung von Saugetieren ist (W. Risau
& Flamme, 1995).

Die Angiogenese und ihre hochkomplexe Kaskade sind ein weites Feld in der Biologie
und ein noch nicht vollstandig entschlisselter Gegenstand der Forschung (Baker et
al., 2011; Liekens, De Clercq, & Neyts, 2001; Vailhe, Vittet, & Feige, 2001). Die
Entdeckung verschiedenster pro- und antiangiogener Faktoren flhrte zu der Annahme
der angiogenen Balance, laut welcher das GefalRwachstum durch das Vorliegen beider
antagonisierender Mechanismen gesteuert wird (Bussolino, Caccavari, Valdembri, &
Serini, 2009; Napoleone Ferrara & Kerbel, 2005; Hodivala-Dilke, Reynolds, &
Reynolds, 2003; Iruela-Arispe & Dvorak, 1997; Kuwano et al., 2001; Springer, 2006).
Als Leitprotein der Angiogenese wird die Familie der VEGF (vascular endothelial
growth factor) gesehen, die unterschiedliche Prozesse in Endothelzellen reguliert
(Gerhardt et al., 2003).

An dieser Stelle muss zwangslaufig der Begriff der Angiogenese von der
Vaskulogenese abgegrenzt werden. Letztere definiert sich Uber das Entstehen
mesodermaler Vorlauferzellen, sogenannter ,Angioblasten®, die wiederum primitive
Blutgefal’e und einen primaren Gefalplexus formen (W. Risau & Flamme, 1995).
Dieser Gefalplexus generiert wiederum neue Endothelzellen, welche als Kapillaren

aus bestehenden Gefallen aussprossen. Hierbei sind zwei Formen der Angiogenese
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bekannt: Die Sprouting-Angiogenese und die Non-Sprouting Angiogenese (auch
Intussception) (Werner Risau, 1997; Vailhe et al., 2001). Im Zuge der Angiogenese zur
Erweiterung des Gefalibettes, stellt Hypoxie einen entscheidenden Stimulus dar (P.
Carmeliet, 2003). Zu Beginn werden die Zellen zwar durch Diffusion mit Sauerstoff
versorgt, jedoch stol3t diese Versorgungsform bei wachsendem Gewebe bald an ihre
Grenzen (P. Carmeliet, 2003). An dieser Stelle wird das Gefallwachstum mittels
Hypoxie und durch Initierung des Hypoxia-inducible transcription factor (HIF)
getriggert (Fraisl, Mazzone, Schmidt, & Carmeliet, 2009; Majmundar, Wong, & Simon,
2010; Pugh & Ratcliffe, 2003).

HIF dient dabei der Hochregulation vieler angiogener Gene, von denen VEGF das
wohl bedeutendste ist (N. Ferrara, Gerber, & LeCouter, 2003). Das Gefallwachstum
lasst sich in vier Phasen unterteilen: 1. Abbau der extrazellularen Matrix (ECM) vor
allem durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) ; 2. Zell-Migration; 3. Zell-Proliferation;
4. Strukturelle Reorganisation (W. Auerbach & Auerbach, 1994; Cockerill, Gamble, &
Vadas, 1995; Goodwin, 2007). Welche Form der Angiogenese dominiert, wird vor
allem durch die Anzahl der vorbestehenden Gefalie bestimmt (Werner Risau, 1997).
Wahrend in der Embryonalentwicklung die Formation von neuen Gefallen durch
sowohl Vaskulogenese, als auch Angiogenese vonstatten geht, kommt es im
vollstandig ausgebildeten Organismus nur noch unter bestimmten physiologischen
Bedingungen zur Angiogenese (Vailhe et al., 2001). Sie findet beispielsweise im
Endometrium des Uterus unter Einfluss des Ostrogenspiegels, in der Plazenta
wahrend der Schwangerschaft und wahrend der Wundheilung statt (Vailhe et al.,
2001). Dies zeigt, dass Endothelzellen weiterhin eine hohe Plastizitat aufweisen und

auf angiogene Signale reagieren (Potente et al., 2011).

C.1 Sprouting Angiogenese

Der Vorgang der (Sprouting-) Angiogenese, welcher das Wachstum von neuen
Blutgefalien aus bereits bestehenden Gefallen bezeichnet, wurde erstmals 1977 von
Ausprunk und Folkman beschrieben (Ribatti & Crivellato, 2012). Diese Form der
Angiogenese beinhaltet zwei aufeinanderfolgende Phasen - das Wachstum von
Neovessels und ihre anschlieRende Stabilisierung (Vailhe et al., 2001). Initial 16st sich

die Basalmembran mitsamt der umgebenden interstitiellen Matrix des ,Muttergefalles*
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durch u.a. Matrix-Metalloproteinasen auf (Werner Risau, 1997; Vailhe et al., 2001). Die
entstandene Lucke wird nun von Endothelzellen geflllt, welche entlang des Gefalles
von Wachstumsfaktoren migrieren und proliferieren (Vailhe et al.,, 2001). Bei
Wachstumsfaktoren handelt es sich um eine Gruppe von Iéslichen und diffundierenden
Peptiden, welche Wachstum, Differenzierung, Proliferation und den Zellmetabolismus
verschiedenster Zelltypen regulieren (Anitua, Alkhraisat, & Orive, 2012; Canalis,
McCarthy, & Centrella, 1988). Neben dem Wachstumsfaktorgefalle dienen sowohl
andere Endothelzellen, als auch kapillarahnliche Strukturen wie Fibroblasten den
unreifen Endothelzellen als Leitstruktur (Nehls, Herrmann, & Huhnken, 1998).
AnschlielRend reift das Endothel und die ausgesprossten Zellen bilden ein Lumen
(Vailhe et al., 2001). Die Stabilisierungsphase beendet die Endothelproliferation und
umfasst einen Neuaufbau der zuvor zerstorten Basalmembran. Zudem erfolgt die
funktionelle Kopplung der Endothelzellen durch Adhasionsverbindungen, wie vascular
endothelial cadherin (Dejana, 1996; Lampugnani et al., 1995), sowie eine
Ummantelung mit Perizyten um das unreife Neovessel (Dejana, 1996; Vailhe et al.,
2001). Diese abschliellende Stabilisierung ist von ausgesprochener Bedeutung, da
das Neovessel ohne sie unwillkirlich durch Apoptose zugrunde ginge (Benjamin,
Hemo, & Keshet, 1998).

Beispielsweise ist die Sprouting Angiogenese die vorrangige Angiogeneseform in der
embryonalen Anlage des Gehirns, welche keine Angioblasten beinhaltet (Aplin, Fogel,
Zorzi, & Nicosia, 2008).

C.2 Non-Sprouting Angiogenese

Die Besonderheit der Non-Sprouting Angiogenese oder Intussception ist die
intravaskulare Ausbildung sogenannter ,Pillar® (engl. ,Pfeiler), welche zylindrischen
Mikrostrukturen entsprechen, die das Lumen von schon bestehenden kleinen Gefalen
und Kapillaren aufspannen (Mentzer & Konerding, 2014). Dies dient vor allem der
VergroRerung des kapillaren GefalRnetzwerkes (V. G. Djonov, Kurz, & Burri, 2002).
Dieser Vorgang wurde erstmals im Jahre 1986 durch Caduff et. al. in Versuchen an
Rattenlungen unter einem Elektronenmikroskop beschrieben (Caduff, Fischer, & Burri,
1986), obwohl ahnliche Prozesse bereits vorher notiert wurden (Appell, 1980).

Der Vorgang der Non-Sprouting Angiogenese folgt nach Djoniv at al. vier Phasen: 1.
Vorwolbung gegenuberliegender Kapillarwande in Richtung Lumen und ein dadurch
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entstehender Kontakt von Endothelzellen; 2. Reorganisation interzellularer Kontakte
und zentrale Perforation der endothelialen Doppelschicht; 3. Entstehung der
interstitiellen Pillars durch eindringende Zellen (Myofibroblasten und Perizyten);
4.GroRenzunahme der Pillars (V. Djonov, Schmid, Tschanz, & Burri, 2000; V. G.
Djonov, Galli, & Burri, 2000; V. G. Djonov et al., 2002). Das Wachstum solcher Pillars
ermdglicht eine Okonomisierung des Blutflusses, beispielsweise 1) durch die
Anderung eines Winkels, in welchem sich GefalRe an einer Bifurkation trennen
(Ackermann, Tsuda, Secomb, Mentzer, & Konerding, 2013), 2) durch die Verdopplung
bereits bestehender BlutgefalRe (Mentzer & Konerding, 2014) oder 3) indem sie
Mehrfachanlagen oder ineffiziente Gefalde eliminieren (Lee et al., 2011).

Im Wesentlichen unterscheidet sich diese Angiogeneseform von der Sprouting-
Angiogenese durch die Aufrechterhaltung der Basalmembran (Mentzer & Konerding,
2014). Zudem scheinen Endothelzellproliferation und Endothelzellmigration nach
abluminal hierbei nicht vonnéten zu sein (Mentzer & Konerding, 2014).

Die Non-Sprouting Angiogenese ist z.B. in der Lunge zu finden, welche vor allem
endotheliale Vorlaufer beinhaltet und urspriinglich mittels Vaskulogenese durchblutet
wird (Aplin et al., 2008; Pardanaud, Yassine, & Dieterlen-Lievre, 1989). Trotz seines
grolien therapeutischen Potentials und der biologischen Bedeutung sind die Ablaufe
der Non-Sprouting Angiogenese nicht abschliellend geklart (Simons, 2005), nicht
zuletzt auch deshalb, weil es kaum moglich ist, die intravaskularen Prozesse durch
konventionelle Lichtmikroskopie nachzuvollziehen (Mentzer & Konerding, 2014).
Dieser Unterschied gegenuber der Sprouting Angiogenese verdeutlicht, wieso in
Modellen zumeist auf das Sprouting als Quantifizierung von GefalRwachstum

zuruckgegriffen wird.

D. Hypoxia-inducible factor als Induktor der Angiogenese

Bereits im Jahr 1961 beobachtete Ashton am Modell retinaler Gefalde, dass sich ein
geringer Sauerstoffpartialdruck in verletztem Gewebe, umgeben von vitalem Gewebe,
gunstig auf das Einsprie3en neuer Blutgefalle auswirkt (Ashton, 1961). Einige Jahre
spater konnten Remensnyder und Majno durch ihre Versuche am Kremastermuskel

der Ratte bestatigen, dass das Ausmaly der Revaskularisierung stark mit dem
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hypoxischen Gradienten im Zentrum einer Wunde korreliert (Remensnyder & Majno,
1968).

Hypoxie bezeichnet einen Mangel an Sauerstoff (O2) im Gewebe, der zu einem
beeintrachtigendem Zellmetabolismus fuhrt (Okazaki & Maltepe, 2006). Die
Oxygenierung des Gewebes wird hierbei durch eine Balance zwischen
Sauerstoffversorgung durch das Gefallsystem und dem Bedarf durch metabolische
Prozesse beherrscht (P. Carmeliet, 2005). Eine vaskulare Dysfunktion durch
Gefaliokklusion kann daher zu einer geminderten Sauerstoffversorgung fuhren und
die Progredienz diabetischer Retinopathien, pAVK und ischamischer Herzkrankheiten
steigern (P. Carmeliet, 2005).

Es ist hierbei wichtig, Hypoxie als relativ zu sehen, da die physiologische O2
Konzentration zwischen den Gewebetypen stark variiert (Krock, Skuli, & Simon, 2011).
So verfugt z.B. arterielles Blut Uber einen pO2von 14%, das Myokard hat einen pOz2
von 10% und die meisten anderen Gewebe im Korper weisen einen pOz2 von etwa 5%
auf (Carreau, ElI Hafny-Rahbi, Matejuk, Grillon, & Kieda, 2011). Betrachtet man
hingegen Knorpel, Knochenmark und Thymus, liegt der dortige pO2 sogar unter 1%
(Braun, Lanzen, Snyder, & Dewhirst, 2001; Parmar, Mauch, Vergilio, Sackstein, &
Down, 2007; Stockwell, 1991). Diese Beobachtungen in der Literatur belegen, dass
Hypoxie nicht zwangslaufig ein pathologischer Zustand sein muss, sondern sogar fur
zellulare Mechanismen in Stammzellen und Vorlauferzellen eine wichtige Rolle spielt
(Keith & Simon, 2007) .

Den Ausschlag in der Induktion der Angiogenese gibt vor allem Hypoxie (P. Carmeliet,
2005; Hadjipanayi & Schilling, 2013).

Vermittelt durch einen erniedrigten Sauerstoffpartialdruck steuert die HIF Familie
(hypoxia-inducible factor) die Regulation von Genen, die in den Zellmetabolismus,
Angiogenese und Apoptose involviert sind (An et al., 1998; Bunn & Poyton, 1996; P.
Carmeliet et al., 1998; G. L. Wang, Jiang, Rue, & Semenza, 1995). Das erste Gen, fur
das 1992 eine HIF Aktivitat nachgewiesen werden konnte, war EPO (Erythropoietin),
welches einen Anstieg der Erythrozyten Produktion vermittelt (Semenza & Wang,
1992). Heute weill man, dass HIF neben der Erythropoese und Angiogenese die
Glykolyse steuert und damit auf verschiedene Art die Energiehomodostase lenkt (Gregg
L. Semenza, 2004).

HIF gehort zu der bHLH-PAS (basic helix loop helix-Per/ARNT/Sim) Proteinfamilie
(Kewley, Whitelaw, & Chapman-Smith, 2004) und besteht als Heterodimer aus den
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zwei Untereinheiten HIF-1 und der B-Untereinheit ARNT (Aryl Hydrocarbon receptor
nuclear translocator) (Krock et al., 2011). Fir HIF-1 sind die drei Sauerstoff-sensitiven
Isoformen HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a bekannt (Berra, Ginouves, & Pouyssegur, 2006;
Kaelin & Ratcliffe, 2008; Krock et al., 2011). Wahrend HIF-1a ubiquitar vorkommt,
findet die HIF-2a. Expression in adulten Organismen nur in bestimmten Zelltypen, wie
etwa Endothelzellen, Gliazellen, Kardiomyozyten, Pneumozyten oder Hepatozyten
statt (Patel & Simon, 2008; G. L. Semenza, 2004).

Besonders HIF-1a reguliert hierbei eine Vielzahl von Genen als Reaktion auf
Sauerstoffmangel (G. L. Wang et al., 1995; G. L. Wang & Semenza, 1993). Da HIF-1a
nicht selbst in der Lage ist, Sauerstoffschwankungen zu detektieren, GUbernehmen
PHD (Prolyl Hydroxylase Domain Proteins) und FIH (Factor inhibiting HIF) diese
Aufgabe (Berra et al., 2006; Kaelin & Ratcliffe, 2008; Mahon, Hirota, & Semenza,
2001). Unter normoxischen Verhaltnissen wird HIF-1a via PHD durch Hydroxylierung
in seiner Aktivitat gedampft (Appelhoff et al., 2004; LOGES, RONCAL, & CARMELIET,
2009; Maxwell et al., 1999). Die Hydroxylierung bewirkt eine Bindung von HIF-1a an
das von-Hippel-Lindau-Protein (vHL) (Krock et al., 2011). Dieses ist seinerseits ein U3
Ubiquitin Ligase Komplex und leitet den Abbau der HIF-1a Untereinheit ein (Krock et
al., 2011). Herrschen jedoch hypoxische Verhaltnisse, werden dadurch PHD und FIH
inhibiert (Krock et al., 2011). Die PDHs kénnen HIF-1a nun nicht mehr hydroxylieren,
wodurch HIF-1a an Hypoxia-response Elemente (HRE) bindet und die Transkription
der HIF-Zielgene eingeleitet wird (Fong & Takeda, 2008; Kaelin & Ratcliffe, 2008;
Semenza, 1998). Der HIF Komplex wird somit durch die Hypoxie stabilisiert und
aktiviert die Transkription einer Reihe pro-angiogener Gene (Krock et al., 2011). Durch
die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF werden somit, sei es direkt oder
indirekt, angiogene Mediatoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),
Placental Growth Factor (PIGF), Platelet derived Growth Factor (PDGF), Angiopoietin-
2 und Matrix-Metalloproteinasen induziert (Kelly et al., 2003).

E. Vorkommen von Angiogenese

Das Wachstum von BlutgefaRen ist ein fragiles Konstrukt in einem komplexen

Zusammenspiel von Angiogenese begunstigenden und inhibierenden Molekulen und
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Zellen (Bussolino et al., 2009; Hodivala-Dilke et al., 2003; Springer, 2006). Kommt es
zu einer Dysregulation der Angiogenese, begunstigt dies die Entstehung
unterschiedlichster Krankheiten (P. Carmeliet, 2003).

Ein UberschieRendes Gefallwachstum tragt beispielsweise malgeblich zur
Pathogenese von Retinopathien, Adipositas, metabolischen Erkrankungen oder
chronischen Entzundungsreaktionen bei (Cao, 2014; P. Carmeliet & Collen, 1998).
Eine Sonderstellung nimmt hierbei die GefalRneubildung im Zuge der Wundheilung ein.
Dabei durchdringen feine Neovessels das Fibrin-/ Fibronektin-reiche Koagel, sodass
sich binnen weniger Tage ein mikrovaskulares Netzwerk im Granulationsgewebe
gebildet hat (De Rossi, Scotland, & Whiteford, 2013). Auch hierbei ist das
Gleichgewicht der pro- und antiangiogenen Wachstumsfaktoren zugunsten der
angiogenen Faktoren (z.B. VEGF, FGF und Angiopoetin) verschoben (De Rossi et al.,
2013).

Andererseits kann eine verminderte Gefaldversorgung zu Gewebeischamie und
Organversagen fuhren, wie es z.B. bei Myokardinfarkten, Schlaganfallen,
Osteoporose, Praeklampsie oder neurodegenerativen Erkrankungen der Fall ist (P.
Carmeliet, 2003; P. Carmeliet & Collen, 1998; Folkman, 2007). Durch
Grundlagenforschung im Feld der Angiogenese konnten bereits wichtige Fortschritte
im Hinblick auf Krankheiten wie Arteriosklerose, der peripheren arteriellen
Verschlusskrankheit und chronischen Wundheilungsstorungen erzielt werden
(Wagoner LE, 2007).

Aktuell sind Uber 70 Krankheiten bekannt, an deren Entstehung eine abnorme
Angiogenese beteiligt ist (P. Carmeliet, 2005). Die Liste wird fortlaufend erweitert (P.
Carmeliet, 2003).

Als Folkman 1971 erkannte, dass UberschieRendes GefalRwachstum eine der
Grundvoraussetzungen fir das Wachstum von Tumoren ist, bildete dies den
Grundstein neuer Therapeutika mit dem Ziel der Gefal3inhibition (Folkman, 1971).
Tumore bendtigen ein standiges Gefallwachstum, um an Grdélke zuzunehmen und
einen Anschluss an das systemische Blut- und Lymphsystem, um Ableger zu streuen
(Liekens et al., 2001).

Aktuell sind unterschiedlichste Therapeutika zugelassen, die entweder Fordernd oder
Hemmend auf die Antiogenese wirken. Dabei dient z.B. der monoklonale anti-VEGF
Antikorper Bevacizumab (Avastin®, Hersteller Roche) seit 2004 der Behandlung des

metastasierenden kolorektalen Karzinoms (Chamberlain, 2011). Drei Jahre spater
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folgte die Zulassung flr die Glioblastom Therapie durch die US-amerikanische Food
and Drug Administration (Chamberlain, 2011). Heute wird Bevacizumab zur
Behandlung verschiedenster Tumoren, wie dem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom, dem Nierenzellkarzinom, metastasiertem Brustkrebs, sowie off-
label zur Therapie der feuchten Makuladegeneration eingesetzt (Folkman, 2007;
Potente et al., 2011).

Im Gegensatz dazu sind proangiogene Pharmazeutika Gegenstand der Forschung,
wenn es um die Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen wie der koronaren
Herzkrankheit geht, welche eine der Haupttodesursachen weltweit darstellen
(Stegmann et al., 2000).

Ein besseres Verstandnis der Ablaufe einer physiologischen Angiogenese kann daher

wegbereitend flr neue Therapieansatze sein.

F. Therapeutische Angiogenese

In den vergangenen Jahren hat die Pravalenz chronischer Wunden insbesondere
durch die demografische Entwicklung in der westlichen Welt stark zugenommen
(Chicharro-Alcantara et al., 2018). Als Folge von chirurgischen Eingriffen,
Verbrennungen, Infektionen, Druckulzera oder diabetischen und vendsen Ulzera
leiden weltweit Millionen von Menschen an akuten oder chronischen Gewebeschaden
(Teng, Huang, & Zhang, 2014). Es wird angenommen, dass von den weltweit 150
Millionen Diabetikern bis zu 15% an Fululzera leiden, die sich oft zu nicht heilenden
Wunden entwickeln (Boulton, Vileikyte, Ragnarson-Tennvall, & Apelqgvist, 2005). Dies
hat nicht zuletzt eine grofRe sozio-6konomische Bedeutung, da in Europa fast 2% des
jahrlichen gesundheitspolitischen Budgets direkt oder indirekt fir das Management
chronischer Wunden aufgebracht werden (Posnett, Gottrup, Lundgren, & Saal, 2009).
Dabei liegt die Erfolgsrate entsprechender Therapien bei schatzungsweise 50%. Diese
mussen oftmals wiederholt werden, was die Behandlungskosten steigert (Kozlik &
Woijcicki, 2014). Im Gebiet der regenerativen Medizin wurden in den vergangenen
Jahren grol3e Fortschritte erzielt, welche durch minimal invasive Prozeduren und
Behandlungsstrategien bei Patienten zu einer verringerten Morbiditat und einer

gesteigerten Lebensqualitat fihren konnten.
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Das Ziel der therapeutischen Angiogenese ist es hierbei, den Heilungs- und
Regenerationsprozess von unzureichend vaskularisiertem Gewebe zu unterstutzen.
Die Behandlungsansatze konzentrierten sich dabei lange Zeit auf die Zufuhr isolierter,
einzelner rekombinanter Wachstumsfaktoren, mit Uberschaubarem Erfolg in klinischen
Studien (Cao, 2009; Peter Carmeliet, 2000; Ho, Abraham, Black, & Baker, 2006;
LOGES et al., 2009; Maulik & Thirunavukkarasu, 2008; Simons, 2005). Dies fuhrt die
Komplexitat des Gefallwachstums vor Augen und zwingt Wissenschaftler weltweit
dazu, ihren Forschungsansatz von der Nachahmung angiogener Prozesse zu ihrer

Induktion hin zu verschieben (Hadjipanayi & Schilling, 2013).

Durch vorherige Versuche wurde bereits nachgewiesen, dass periphere Blutzellen
(einschliellich Lymphozyten und Monozyten) unter dem Einfluss von Hypoxie/
Ischamie, Inflammation oder Ultraschall mit der Ausschuttung diverser angiogener
Wachstumsfaktoren reagieren (Hadjipanayi et al., 2013). Diese waren u.a. VEGF
(Burke et al., 2003; Griga, Gutzeit, Sommerkamp, & May, 1999; Kolar, Gaber, Perka,
Duda, & Buttgereit, 2011; Lichtenauer et al., 2011; Panutsopulos et al., 2003; Reher,
Doan, Bradnock, Meghji, & Harris, 1999), PDGF (Pang et al., 2008), bFGF
(Lichtenauer et al., 2011; Panutsopulos et al., 2003), IL-8 (Kolar et al., 2011;
Lichtenauer et al., 2011) und MMP-9 (Lichtenauer et al., 2011) und besal3en allesamt
die Fahigkeit der Angiogeneseinduktion sowohl in vitro (Bouchentouf et al., 2010;
Montesano, Mossaz, Ryser, Orci, & Vassalli, 1984) als auch in vivo (lba et al., 2002;
Kamihata et al., 2002; Kobayashi et al., 2002; Kubo et al., 2008; Leor et al., 2006; Li,
Zhou, & Han, 2006). Aus diversen Patientenstudien ging auf3erdem hervor, dass die
Autotransplantation peripherer Zellen aus dem Blut oder mesenchymaler Zellen des
Knochenmarks imstande ist, die Perfusion kritisch ischamischer Extremitaten zu
verstarken (Al-Khaldi, Al-Sabti, Galipeau, & Lachapelle, 2003; Amann, Luedemann,
Ratei, & Schmidt-Lucke, 2009; Ozturk et al., 2012), die Herzfunktion nach
stattgehabtem Herzinfarkt zu verbessern (Tatsumi et al., 2007) und den
Heilungsprozess von Hautulzerationen und nach Verbrennungen voranzutreiben
(Hadjipanayi & Schilling, 2014; Holzinger et al., 1994; Zuloff-Shani et al., 2004).

Aktuell bestehen unterschiedliche Ansatze fur die therapeutische Angiogenese.
Zum einen werden hierbei Stammzellen in vitro hypoxisch prakonditioniert und

anschlielend mit dem Ziel der Faktorfreisetzung in vivo implantiert (Kubo et al., 2009;
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Kubo et al., 2008). Die zweite Moglichkeit ist, die angiogene Hypoxie-vermittelte
Signalkaskade in vivo durch Gentherapie oder Pharmazeutika anzustofR3en (Milkiewicz,
Pugh, & Egginton, 2004; Siddig, Aminova, & Ratan, 2007; Zou et al., 2011).

In der Literatur wurden bereits unterschiedliche Ansatze der Angiogeneseinduktion

durch Hypoxieeinfluss auf Blutzellen beschrieben.

F.1 Angiogenese durch Prakonditionierung von Zellen

Die Forschungsgruppe um Masayuki Kubo verdffentlichte 2008 eine Studie, in der
hypoxisch prakonditionierte periphere Blutzellen intramuskular in die Hinterlaufe von
Mausen injiziert wurden (Kubo et al., 2008). Schon 3 Tage nach der Injektion konnte
eine signifikant hohere Uberlebensrate der hypoxisch prakonditionierten Zellen
gegenuber Normoxie-kultivierten Zellen detektiert werden (Kubo et al., 2008). Nach 28
Tagen konnten in der Hypoxie-Gruppe schlieldlich sogar eine hdhere Dichte an
Neovessels und eine signifikant gesteigerte Perfusion der Gefalde gemessen werden
(Kubo et al., 2008). Die Ergebnisse der Studie legten damit nahe, dass hypoxische
Prakonditionierung der peripheren Blutzellen inr Uberleben und ihre angiogene Potenz
durch Resistenzmechanismen gegenuber oxidativem Stress steigert (Kubo et al.,
2008).

Im Falle von hypoxisch prakonditionierten mesenchymalen Stammzellen wurde
gezeigt, dass ihr Potenzial gesteigert werden konnte, beschadigtes Myokard nach
einem Infarkt zu reparieren (X. Hu et al., 2008).

Eine weitere Studie aus dem Jahr 2012 lie® erkennen, dass durch die Transplantation
hypoxisch prakonditionierter mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks die
Angiogenese und Neurogenese von Ratten anregt wurde, welche einen zerebralen
Insult erlitten hatten (Wei, Fraser, Lu, Hu, & Yu, 2012). Die Arbeitsgruppe um Wei
zeigte damit erstmals das neurologische Regenerationspotential hypoxisch
prakonditionierter Zellen (Wei et al., 2012).

Doch nicht nur Blutzellen, auch Fettzellen profitieren von der hypoxischen
Vorbehandlung. So konnte gezeigt werden, dass die VEGF Ausschuttung hypoxisch
prakonditionierter ASCs (adipose-derived stem cells) dramatisch anstieg und bei
Injektion die 7-Tage Uberlebensrate ischamischer Lappenplastiken an Ratten

gesteigert wurde (Hollenbeck et al., 2012).
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F.2 Angiogenese durch zellfreie Prakonditionierung

Eine weitere Moglichkeit der Angiogeneseinduktion ist es, die Zellen nicht direkt in das
ischamische Gewebe zu transplantieren, sondern lediglich den Wachstumsfaktor-
reichen Uberstand der hypoxisch prakonditionierten Zellkultur zu verwenden.
Basierend auf diesem Ansatz publizierten Di Santo et al. 2009 eine Studie, in welcher
sie durch das Medium endothelialer Vorlauferzellen (EPC-CM) die Apoptose reifer
Endothelzellen inhibieren konnten (Di Santo et al., 2009). Die entsprechenden
Vorlauferzellen wurden hierbei 72 Std. hypoxisch prakonditioniert. Anschlielend
wurde der zellfreie Uberstand weiter verarbeitet (Di Santo et al., 2009). Zusétzlich
konnte im Ratten Aortic Ring Assay Angiogenese induziert werden. Nachdem die
angiogene Wirkung in vitro bewiesen wurde, wurde der Effekt auch in vivo bestatigt.
Im Tierversuch zeigte sich nach der intramuskularen Injektion des EPC-CM in
chronisch ischamische Hinterlaufe von Ratten ein signifikant gesteigerter Blutfluss und
eine gesteigerte Muskelleistung (Di Santo et al., 2009). Die Angiogenese-response
stand der EPC Transplantation in nichts nach (Di Santo et al., 2009).

In der Literatur sind bereits eine Vielzahl an Angiogeneseinduktoren beschrieben, von
denen Blut jedoch nur eine Option darstellt. Dieses kann wiederum auf
unterschiedliche Weise aufbereitet und in einzelne Zellgruppen unterteilt werden. Da
bereits noch unbekannt ist, wie sich unterschiedliche hypoxisch aufbereitete
Blutprodukte auf das GefalRwachstum auswirken, bildete dies die Grundlage meiner

Forschung.
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IV. Hypothesen

IV. Hypothesen

Da temporare Hypoxie einen Schlusselreiz fur die Angiogenese im Gewebe darstellt,
wurde in peripher entnommenem Blut eine wundahnliche Hypoxie imitiert, um die
Freisetzung einer Reihe pro- und anti-angiogener Signalmolekuile zu induzieren.
Dieser Ansatz befasst sich mit der Fragestellung, wie Blutprodukte hypoxisch
aufbereitet werden missen, um ein mdglichst groles angiogenes Potential entfalten
zu konnen.

Neben dem Vergleich von Modifikationsmoglichkeiten in der Aufbereitung von
Blutprodukten stellt sich die Frage, welchen Einfluss z.B. Konzentration von parakrinen
Proteinen oder die Veranderung des Herstellungsprozesses auf die Angiogenese in

den Assays hat.
Hierzu wurden folgende Hypothesen aufgestellt und gepruft:

e Unterschiedliche Blutprodukte wirken sich unterschiedlich stark auf
die Tube Formation und das Vessel Sprouting in vitro aus.

e Eine unterschiedliche Inkubationszeit von hypoxisch
prakonditionierten Blutprodukten (hypB) wirkt sich signifikant auf ihr
angiogenes Potential aus.

e Die Konzentration von hypB hat Einfluss auf ihre angiogene
Wirksamkeit.
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V. Material und Methoden

Um das Angiogenesepotential unterschiedlicher Blutderivate miteinander in vitro zu
vergleichen, wurden zweierlei Assays zur Bewertung des Vessel Sproutings und der

Tube Formation verwendet.

A. Aortic Ring Assay (ARA)

Der Aortic Ring Assay (ARA) spiegelt den Vorgang des Vessel Sproutings wider. Es
dient der in Matrigel™ gebettete Mauseaortenring als Quelle der zur Angiogenese
bendtigten Zellen.

Hierbei handelt es sich um ein ex vivo Modell, das in der Literatur vielfach beschrieben
ist, um Faktoren zu untersuchen, die sich begunstigend oder hemmend auf die
Angiogenese auswirken (Aplin et al., 2008; Baker et al., 2011; Goodwin, 2007). Der
ARA ist charakterisiert durch das Wachstum neuer BlutgefalRe aus Segmenten einer
Mauseaorta.

In leichter Abweichung von beschriebenen Verfahren wurde die Methodik zum Zwecke

dieser Arbeit angepasst.

A.1 Chirurgische Entnahme der Mausaorta

Zur Durchfihrung des ARA wurden funf mannliche und weibliche Sentinel Mause im
Alter von sechs Monaten bis einem Jahr verwendet. Bei Sentinel Tieren handelt es
sich um Kontrolltiere, die dem Nachweis latent vorhandener Krankheitserreger in
Zucht- und Kontrollpopulationen dienen (Lipman & Homberger, 2003).

Ihre Praparation erfolgte in steriler Umgebung und unter einer Sterilwerkbank mit
Laminar Flow. Ein wichtiges Qualitatskriterium zur Durchfihrung des ARA war es, die
Zeitspanne zwischen Tod der Mause und ihrer Praparation mdglichst gering zu halten,
damit der einsetzende Verwesungsprozess des Organismus das Sprouting nicht
blockiert.
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Die Sentinel Mause wurden durch qualifiziertes und lizensiertes Fachpersonal mittels
Sevofluran Intoxikation getotet. Von der alternativen Totung durch Genickbruch wird
zu diesem Zweck abgeraten, da es hier oftmals zu Schaden an der Aorta kommt.
Bezlglich dieser Totung zu wissenschaftlichen Zwecken erfolgte eine Meldung an das
Veterindramt durch das Zuchtpersonal ( §9 Absatz 1 TierSchG). Ein entsprechender

Ethikantrag wurde unter der Referenznummer 497/16S bewilligt.

Nach grundlicher Reinigung der Sterilwerkbank und Vorbereiten des sterilen
chirurgischen Materials wurde jede Maus fur jeweils mindestens 2 min. in 70% Ethanol
eingelegt.

Anschlieltend wurde das Tier in Rlckenlage an allen 4 Extremitaten und dem Schwanz
auf der Unterlage aufgespannt. Der Hautschnitt erfolgte mittels eines 15er Skalpells
vom Kehlkopf nach kaudal bis zur Schwanzbasis. Durch stumpfe Praparation mit einer
Schere wurde die Haut von der darunter liegenden Muskelschicht abgehoben und
ebenfalls seitlich abgespannt. Anschlie®end wurde der Corpus erneut durch 70%
Ethanol desinfiziert.

Im folgenden Schritt erfolgte ein erneuter Langsschnitt durch Eréffnung des Thorax
und des Bauchraumes im Sinne einer Thorakotomie und Laparotomie.

Folgende Arbeitsschritte wurden zur praziseren Arbeit mithilfe einer Lupenbrille (2,5-
fache Vergrofierung) und mikrochirurgischem Besteck durchgefihrt.

Zur Darstellung der Aorta wurden samtliche Darmanteile mit sterilen Wattestabchen
angehoben und sicher identifizierbare Organe entfernt. Bei diesen handelte es sich in
erster Linie um Leber und Lungen, da eine Verletzung des Darmes eine unmittelbare
Kontamination des Operationsgebietes zur Folge gehabt hatte.

Es folgte somit die Eroffnung des Retroperitonealraumes mit Sicht auf Aorta und
Wirbelsaule. Eine einwandfreie Identifikation der Aorta bot hierbei der thorakale Arcus
aortae und die kaudale lliakalbifurkation. Erst nach Durchtrennung samtlicher
Aortenabgange (Truncus coeliacus, Nierenarterien, Mesenterialgefalde) wurde die
Aorta in ihrer Lange von kaudal an der lliakalbifurkation nach kranial am Arcus aortae
prapariert und abgel6st. Anschlieend wurde die Aorta eines jeden Tieres in eine
eigene mit opti-MEM® Reduced Serum (Life Technologies, Germany) geflllte
Petrischale gelegt. Dem opti-MEM® Reduced Serum war zusatzlich ein

Antimykotikum und ein Antibiotikum (Streptomycin) zugesetzt.
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A.2 Praparation der Mausaorta

AnschlieRend wurden die in den Petrischalen befindlichen Aorten mikrochirurgisch
gesaubert und von Fettgewebe und bindegewebigen Anhangen gereinigt. Ebenso
wurde versucht, moglichst schonend auch die Adventitia mit zu entfernen und als
nachstes das Lumen zu spulen, sodass es einsehbar wurde.

Darauf folgend wurde die etwa 45 mm lange Aorta mithilfe einer mikrochirurgischen
Schere in circa 1-2 mm breite Ringe geschnitten. Hierbei galt es zu beachten, dass die
Ringe jeweils im rechten Winkel zur GefalBwand abgeschnitten wurden. Auch sollte
ihre Lange im Verhaltnis von 1:1 zum Lumen stehen, da so gewahrleistet werden kann,
dass sich die Ringe plan auf das Matrigel™ (Corning™ Matrigel™ Basement Membrane
Matrix High Concentration) setzen lassen und im spateren ARA eine Einsicht ins
Lumen moglich ist. Es zeigte sich, dass bei zunehmender Lange der Ringe selbige
schneller im Well kippen und eine Lumeneinsicht verhindern.

Wahrend der Zerteilung der Aorta wurde versucht, selbige mittels einer
mikrochirurgischen Schere in moglichst gleich lange Teile zu separieren. Mit
zunehmender Grolie des Ringes nahme auch die Flache flr potenziell aussprossende
GefalRe zu, was wiederum die Vergleichbarkeit zwischen den Testmedien behindern
wurde. Um dem entgegenzusteuern, wurde daher der Einsatz einer Schablone auf
Basis eines 3D-Ausdrucks getestet (siehe Abb. 1). Diese sollte die exakt gleiche Grolke
aller verwendeten Aortenringe ermdglichen. Bei der Verwendung der Schablone
wurde jedoch deutlich, dass die Aorta beim Durchschneiden durch das Skalpell massiv
in die Schnittfugen gepresst wurde, was zu einer inakzeptablen Verletzung der
Gefalintima und des Endothels flhrte. Zudem waren auch die resultierenden
Schnittflachen weniger sauber als bei der Zerteilung mittels mikrochirurgischer Schere.
In Anbetracht dieser gravierenden Schwachen des Systems, wurde auf die Schablone

zugunsten der Praparation mittels Schere verzichtet.
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Abb. 1.a: zweiteilige Schablone aus 3D-Drucker, b Schablone mit einliegender Mauseaorta ,

c. Gebrauch der Schablone

Optimalerweise lieen sich so aus einer Aorta bis zu 35 Ringe generieren.

Jeder Aortenring, welcher den Anforderungen genulgte, wurde im nachsten Schritt in
eine neue mit opti-MEM® Reduced Serum befillte Petrischale transferiert. Es bot sich
an, die Ringe eines Tieres jeweils in eine eigene Schale zu geben.

Die Petrischalen wurden im weiteren Verlauf bei 37°C und 5% CO:2gelagert.

Dieses Vorgehen diente der Serum Starvation mit dem Ziel, die basale Zellaktivitat
innerhalb der Aortenringe auf ein Minimum zu reduzieren und so eine uniforme

Ausgangsposition zu schaffen (Baker et al., 2011).

A.3 Kultivierung der Mausaorta in Matrigel™

Es erwies sich als vorteilhaft, die erste Schicht Matrigel™ (Corning™ Matrigel™
Basement Membrane Matrix High Concentration) mit je 50 pl pro Well, am Tag der
Aortenpraparation durchzufihren. Die so gecoateten 96 Well Platten harteten unter
denselben Bedingungen wie die Mauseaorten im Inkubator bei 37°C und 5% COzaus.
Das Matrigel™ wurde hierzu bereits am Vortag Uber Nacht auf Eis lagernd aufgetaut
und in einem Verhaltnis von 1:6 mit DMEM w/o Phenol (Life Technologies, Germany)
gemischt. Zusatzlich wurde auch in diesem Schritt ein Antimykotikum und ein
Antibiotikum (Streptomycin) hinzugegeben. Bei dem Verzicht auf Phenol red als
Indikator im DMEM erwies sich die spatere Mikroskopie als deutlich vereinfacht und

die daraus resultierenden Bilder als scharfer.
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Um in jedem der Wells vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurde die Platzierung
der Aortenringe erneut mithilfe einer 2,5-fach vergroernden Lupenbrille und
mikrochirurgischem Besteck durchgefihrt.
Dazu wurde das Lumen eines Aortenringes mit einer mikrochirurgischen Pinzette
aufgenommen. Der jeweilige Ring wurde nun vorsichtig in das Zentrum des mit
Matrigel™ gefullten Well gesetzt, wobei dieser idealerweise auf dem viskdsen
Matrigel™ anheftete, sodass er sich leicht von der Pinzette abstreifen liel3.
Waren alle bendtigten Ringe platziert, wurde sorgfaltig noch einmal deren Position
uberpruft und ggf. korrigiert.
War dies geschehen, konnte mit dem Auftragen der zweiten Schicht Matrigel™
begonnen werden, welche 65 ul mald.
Jeder Ring lag folglich eingebettet zwischen einer unteren Schicht Matrigel™ mit
50 ul und einer oberen Schicht mit 65 pl.
FUr den Versuch entscheidend ist hierbei, dass der Ring vollstandig von dem, die
extrazellulare Matrix imitierenden, Matrigel™ umgeben ist und beim Auftragen des
selbigen keine Luftblasen durch die Pipette eingebracht wurden.
Nun wurde ein Deckel auf die 96 Well Platte gesetzt und diese vorsichtig und horizontal
gehalten in den Inkubator gesetzt. Hier hartete der Assay in den folgenden 6 Std. bei
37°C und 5% CO2aus.
War dies erfolgt, wurde auf jedes Well 150ul der jeweils zu testenden Kondition
pipettiert. Dabei wurde die Pipettenspitze am Rand eines Wells angesetzt und die
entsprechende FlUssigkeit an der Wand entlang laufend eingeflo3t. Hierbei war
aufgrund des geringen Durchmessers der einzelnen Wells ein Meniskusphanomen zu
beobachten. Ein zentrales Eintropfen war hierbei aufgrund einer moglichen
Beschadigung des Matrigels™ und des Aortenringes nicht anzuraten. Es wurden vier
Ringe pro Kondition getestet und die Aorten wurden gleichmallig auf die

verschiedenen Medien aufgeteilt.
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A.4 Mediumwechsel

Der Mediumwechsel der einzelnen Konditionen wurde jeweils am 3. und am 5. Tag
nach Ansetzen des Aortic Ring Assays vollzogen, um zu gewahrleisten, dass der
Gehalt an angiogenen Faktoren im Medium konstant bleibt.

Zu diesem Zweck wurden jeweils 120 ul des alten Mediums entnommen und 150 pl
des neuen Mediums hinzugeflgt. Es wurde zugunsten der Intaktheit der Aortenringe
und des Matrigels™ darauf verzichtet, die gesamte Menge des Mediums zu

entnehmen.

B. Tube Formation Assay (TFA)

Die Durchfuhrung eines Tube Formation Assays (TFA) wurde erstmals 1988 von
Kubota et. al. beschrieben, welche auf dem Prinzip basiert, dass Endothelzellen die
Fahigkeit besitzen, sich in Gegenwart angiogener Signale zu teilen und zu migrieren
(Arnaoutova, George, Kleinman, & Benton, 2009; Kubota, Kleinman, Martin, & Lawley,
1988). Zudem sind diese Zellen weiter in der Lage, Tube-ahnliche Strukturen zu bilden
und sich durch Schlussleistenkomplexe zu verbinden, wenn sie, wie hier gezeigt, auf
einem Basalmembran Extrakt kultiviert werden (DeCicco-Skinner et al., 2014). Zur
Darstellung der Tube Formation wurde hierbei auf humane Endothelzellen der
Nabelschnurvene zurtckgegriffen. Da sich diese Methodik durch ihre leichte und
schnelle Anwendbarkeit auszeichnet und zudem noch preisgunstig ist, gilt sie auch 30
Jahre nach ihrer Entwicklung als der am haufigsten verwendete in vitro Angiogenese

Assay (Arnaoutova et al., 2009).

B.1 Herstellung Tube Formation Assays

Far die Durchfihrung des TFA wurden ausschlieRlich y-Slide Angiogenesis der Firma

ibidi® verwendet. Die Assays wurden nach Herstellerempfehlung erstellt.
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B.1.1 Vorbereitung des Matrigels™ und der Slides

Am Tag vor dem Einsetzen der HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
wurde das gefrorene Matrigel™ (MatrigelTM Growth Factor Reduced, Phenol Red-Free

,CorningTM ) iber Nacht auf Eis im Kiihlschrank bei 4°C aufgetaut. Pipettenspitzen,
Pipetten und Angiogenese Slides wurden ebenfalls bei 4°C gekulhlt. Das Experiment

wurde unter einer Sterilwerkbank unter Laminar Flow durchgefuhrt.

Vor weiterer Durchfuhrung des Experimentes wurden die Slides beschriftet (Name des
Experimentes, Datum der Herstellung, Kirzel). AnschlieRend wurden die Slides auf
Kuhlakkus gesetzt und sofort 10 yl Matrigel™ in jedes der Wells appliziert. Dabei galt
es zu beachten, dass die Pipettenspitze senkrecht und zentral Uber dem unteren Well
gehalten wird, um den Kontakt des Matrigels™ zu dem oberen Well zu vermeiden.
Auch galt es, das Matrigel™ langsam und ohne Einbringen von Luftblasen zu
applizieren, da diese die Adhasion und das Vernetzen der Zellen behindern. Zur
Uberprifung der richtigen Menge an Matrigel™ pro Well wurde das Slide auf
Millimeterpapier gesetzt und durch die gefillten Wells gesehen. Bei korrektem
Volumen an Gel bestand kein vergroRernder oder verkleinernder Effekt. Andernfalls
musste das Volumen in den Wells angepasst werden. Fir die Inkubation der Slides
wurde eine Feuchtigkeitskammer vorbereitet, indem eine ausreichend grofRRe
Petrischale mit wassergetrankten Papiertuchern ausgelegt worden ist. Das jeweilige
Slide wurde mit dem Deckel wieder verschlossen und in der Feuchtigkeitskammer flur

2 Std. bei 37°C inkubiert, um dadurch die Polymerisation des Matrigels™ zu bewirken.

B.1.2 Vorbereitung der Zellen und der Medien

Zur Praparation der Zellen wurden die HUVECSs trypsiniert, indem 3 ml Trypsin zu den
Zellen gegeben und das Rohrchen 5 min. bei 20°C und 1200 rpm zentrifugiert wurde.
Anschliel3end erfolgte das Auszahlen der Zellen, um eine Zellsuspension von 1x10°
Zellen /mlin AIM V als Tragermedium herstellen zu konnen.

Die zuvor vorbereiteten und bei -20°C gelagerten Medien wurden zudem bei 20°C

aufgetaut und anschlief3end griindlich geschuttelt.
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B.1.3 Assay Durchfuhrung

Nach 2 Std. Inkubation konnten die Slides wieder unter der Sterilwerkbank platziert
und geoffnet werden.

Anschlielend wurden pro Well 10 ul Zellsuspension sowie 40 pl des zu testenden
Mediums in das obere Well gegeben und diese mittels einer Multichannelpipette gut
gemischt. Pro Medium wurden zwei Wells beimpft.

Danach konnte das richtige Volumen erneut mit Millimeterpapier Uberprift werden.
Durch die plane Flache am Boden der Wells verteilten sich die Zellen nach einigen
Minuten gleichméaRig ohne Uberlappungseffekt. Ein Meniskus entstand hierbei nicht.
Die Slides wurden nun fiir 16 Std. bei 37°C und 5% CO:z inkubiert.

oberes Well )
Zellmedium
oo sedimentierte Zellen
0.8 mm unteres Well Matrigel
4 mm
5mm

Abb. 2: Querschnitt eines u-Slide Angiogenesis, mit freundlicher Genehmigung der ibidi
GmbH, ibidi.com

B.1.4 Calcein-Farbung zur Auswertung durch ein

Fluoreszenzmikroskop

Nach Beendigung der 16-stundigen Inkubation der Slides wurden zunachst die 40 pl
Testmedium vorsichtig abpipettiert (Gefahr der Beschadigung des Gels oder
Zellnetzwerkes).

Erst vor unmittelbarem Gebrauch wurde anschlieBend Calcein AM im Verhaltnis
1:8000 in PBS (mit Ca?*/ Mg?*) verdiinnt und mdglichst unter Abschirmung von Licht
50 pl dieser Calcein AM Ldsung in jedes Well gegeben. Hierbei galt es zu beachten,
nicht direkt auf die Zellen zu pipettieren. Bei nicht Verwenden der Calcein AM Ldsung
wurde diese in Alufolie gewickelt, um eine Beeinflussung der Reaktion durch Licht zu

vermeiden. Es folgte eine Inkubation der Slides im Dunkeln bei Raumtemperatur fir 2
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min. . Abschlielend folgte das Abpipettieren der Calcein AM Lésung und die Wells
wurden je 3-mal vorsichtig mit PBS gespuilt.
Nun waren die Wells bereit zur Bildanalyse durch ein Fluoreszenz Mikroskop unter 50-

bzw. 100-facher Vergro3erung.

C. Herstellung der Untersuchungsgruppen

FUr die Herstellung aller Untersuchungsgruppen, welche auf Blutprodukten aus

peripheren Blutzellen basierten, wurde standardisiert wie folgt vorgegangen.

Bei den Blutspendern, welche der Blutspende schriftlich einwilligten, handelte es sich
um je 2 weibliche und 2 mannliche Probanden im Alter von 23 bis 27 Jahren mit einem
BMI von 21 bis 23 kg/m? Sie alle waren Nichtraucher, nahmen keine
blutverdunnenden Medikamente zu sich und litten unter keiner chronischen
Erkrankung. Zur Gewinnung des vendsen Blutes wurde immer eine Vene in der
Ellenbeuge ausgewahlt und die Haut entsprechend desinfiziert. Nach Ablauf der
Desinfektionszeit erfolgte die Punktion der Vene (Blood Collection Set, Safety Lok, BD
Vacutainer®, Dickinson and Company, USA) mit Aspiration in das jeweilige
Blutréhrchen. Anschlie3end wurde die Nadel aus der peripheren Armvene entfernt und
das Blutentnahmesystem in den dafir vorgesehenen Mull entsorgt. Abschlielend

wurde die Punktionsstelle mit Verbandsmaterial versorgt.

C.1 Negativ-Kontrolle: PBS

Als negativ-Kontrolle im Aortic Ring Assay und im Tube Formation Assay wurde das

Medium PBS (PBS, Life Technologies, Germany) verwendet.
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C.2 Positiv-Kontrolle: VEGF

Um die positiv-Kontrolle VEGF (Rekombinant Human VEGF 165) im Aortic Ring Assay
und im Tube Formation Assay zu testen, wurde es in einer Konzentration von 90 ng/ml

zu PBS gegeben.

C.3 Plasma (EDTA)

Die Standard Blutabnahme von 10 ml Blut erfolgte in einen EDTA Vacutainer® (BD
Vacutainer® EDTA, 10 ml). Unmittelbar nach erfolgter Venenpunktion wurde das
Roéhrchen 8-10-mal Invertiert, um durch den EDTA Zusatz ein Gerinnen des Vollblutes
zu verhindern. War dies geschehen, wurde der Vacutainer® fur 10 min. bei 1200 rpm
(& 274 g) und 22°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde unter der Sterilwerkbank das
Roéhrchen gedffnet und das gelbe Plasma abpipettiert, dabei jedoch 0,5 cm Abstand

zum buffy coat gehalten, um die Reinheit des Plasmas zu gewahrleisten.

Das Plasma entspricht dem flissigen Teil des Blutes ohne Blutzellen, jedoch mit darin
geldsten Elektrolyten, Glukose, Harnstoff und Proteinen wie Albumin und den fur die
Gerinnung essentiellen Eiweil3en Fibrin und Fibrinogen (Jan Behrends, 2012, pp. 166-
180).

C.4 Hypoxia Preconditioned Plasma (HPP) (EDTA)

Die Standard Blutabnahme von 10 ml Blut erfolgte in einen EDTA Vacutainer® (BD
Vacutainer® EDTA, 10 ml). Unmittelbar nach erfolgter Venenpunktion wurde das
Roéhrchen 8-10-mal Invertiert, um durch den EDTA Zusatz ein Gerinnen des Vollblutes
zu verhindern. War dies geschehen, wurde die Verschlusskappe des Vacutainers®
unter der Sterilwerkbank gedffnet und selbiger fur 5 min. offen stehen gelassen.
AnschlieRend wurde das Rohrchen mit Parafiim® luftdicht verschlossen und 4 Tage
bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator gelagert.

Nach Beendigung der Inkubation konnte das uberstehende HPP mit 0,5 cm Abstand

zum buffy coat abpipettiert und ein neues Rdhrchen transferiert werden.
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C.5 Plasma (Heparin) ohne Zentrifugation

Die Herstellung dieser Untersuchungsgruppe gestaltete sich bis zur
Stempelentfernung der Omnifix® Spritze identisch zu C .4 .

Anschlielend wurde das Heparin-Vollblut-Gemisch jedoch nicht in ein weiteres Gefafl
transferiert, sondern die Spritze ohne Stempel aufrecht stehend unter der
Sterilwerkbank belassen. Es wurde gewartet, bis nach etwa einer Stunde eine
vollstandige Sedimentation erreicht wurde.

Das gelblich Uberstehende Plasma konnte nun mit 0,5 cm Abstand zum buffy coat

abpipettiert und in ein neues, steriles Réhrchen geflllt werden.

C.6 Hypoxia Preconditioned Plasma (HPP) (Heparin) 4 und 7 Tage
inkubiert

Vor der Blutabnahme wurde zunachst 1 ml Heparin (Heparin Medunasal 500 1U/ 5 ml)
mit einer 2 ml Spritze (Injekt®Solo, B Braun) aufgezogen und uber einen 3-Wege-
Hahn in eine 10 ml Omnifix® Luer Spritze (B Braun) transferiert. In diese mit Heparin
beflllte Omnifix® Spritze erfolgte die Aspiration wahrend der Standard Blutabnahme.
Hierbei galt es zu beachten, dass die Spritze nicht vollstandig, sondern nur bis zur 10
ml Markierung beflllt wurde. Zwecks Gerinnungshemmung wurde die Spritze nun mit
Hilfe eines Combi Stoppers (B Braun) verschlossen und vorsichtig 8-10-mal invertiert.
Unter der Sterilwerkbank konnte der Stempel der Spritze nun vorsichtig entfernt
werden und die Spritze wurde aufrecht fur 5 min. offen stehen gelassen.
Anschlielend wurde das Réhrchen mit Parafilm luftdicht verschlossen und, abhangig
von der jeweilig herzustellenden Kondition, 4 Tage oder 7 Tage bei 37°C und 5% CO:2
im Inkubator gelagert.

Nach Beendigung der Inkubation konnte das uberstehende HPP mit 0,5 cm Abstand

zum buffy coat abpipettiert und ein neues Rdhrchen transferiert werden.
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C.7 Serum

Die Standard Blutabnahme erfolgte in eine 10 ml Omnifix® Luer Spritze (B Braun®).
Nachdem die Spritzenéffnung mit einem Combi Stopper (B Braun®) verschlossen
wurde, liel3 man die Spritze aufrecht fur 3 Std. unter der Sterilwerkbank stehen, um
eine zuverlassige Separierung von Serum und Blutgerinnsel zu ermdglichen. War dies
geschehen, konnte der Stempel der Spritze vorsichtig entfernt werden.

Das gelblich Gberstehende Serum konnte nun mit 0,5 cm Abstand zum Blutgerinnsel
unter der Sterilwerkbank abpipettiert und in ein neues, steriles Rohrchen gefullt
werden.

Das Blutserum entspricht somit den flissigen Blutbestandteilen (= dem Plasma),
jedoch nach dem Entzug von Fibrin und Fibrinogen, welche Teil des Blutgerinnsels
sind (Jan Behrends, 2012, pp. 166-180).

C.8 Hypoxia Preconditioned Serum (HPS) 4 und 7 Tage inkubiert

Die Standard Blutabnahme erfolgte in eine 10 ml Omnifix® Luer Spritze (B Braun®).

Nachdem die Spritzenéffnung mit einem Combi Stopper (B Braun) verschlossen
wurde, wurde die Spritze aufrecht fur 3 Std. unter der Sterilwerkbank stehen gelassen,
um eine zuverlassige Separierung von Serum und Blutgerinnsel zu ermdglichen. War
dies geschehen, wurde der Stempel der Spritze vorsichtig entfernt und die Spritze
aufrecht flr 5 min. offen stehen gelassen.

Anschlieffiend wurde das Rohrchen mit Parafilm luftdicht verschlossen und, abhangig
von der jeweilig herzustellenden Kondition, 4 Tage oder 7 Tage bei 37°C und 5% CO:2
im Inkubator gelagert.

Nach Beendigung der Inkubation konnte das Uberstehende HPS mit 0,5 cm Abstand

zum Blutgerinnsel abpipettiert und ein neues Roéhrchen transferiert werden.

C.9 Platelet-rich Plasma (PRP)

Die hier erfolgte Herstellung von PRP wurde in Anlehnung an die Anleitungen von

Nagata (Nagata et al., 2010) ,Messora (Messora, 2011) und Amable (Amable et al.,
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2013), die bereits unterschiedliche Herstellungsweisen von PRP beschrieben,
durchgefuhrt.

Die Standard Blutabnahme von 6,5 ml Blut erfolgte zunachst in einen Citrat
Vacutainer® (BD Vacutainer® Citrat, 6,5 ml).

Daran schloss sich die 1. Zentrifugation fur 20 min. bei 1300 rpm ( & 160 g) und 22°C
an. Nach diesem Arbeitsschritt wurde im Roéhrchen eine Schichtung in
Blutzellkomponenten (BCC) und (im Uberstand) Serum Komponenten (SEC) deutlich.
Mittels Lineal wurde daraufhin 1,4 mm unter der Grenze zwischen BCC und SEC eine
Markierung gesetzt.

Alles Uber dieser Markierung Befindliche wurde in ein neues Ro&hrchen ohne
Antikoagulans gegeben. Es erfolgte im Anschluss die 2. Zentrifugation fur 15 min. bei
1800 rpm ( 2 400 g) und 22°C. Durch diese 2. Zentrifugation ergab sich eine
Schichtung in PRP und SEC im Uberstand. Vom Boden des Réhrchens ausgehend
wurde erneut eine Markierung bei 0,5 ml gesetzt. Alles unterhalb dieser Marke

entsprach nun PRP.

Weitere in der Literatur beschriebene Variationen von Herstellungsprotokollen fur PRP
sind die Rotationsgeschwindigkeit bei der Zentrifugation, das Zeitfenster zwischen der
PRP Aktivierung und der klinischen Anwendung und die Methode der Blutgewinnung
(Dugrillon, Eichler, Kern, & Kluter, 2002; Efeoglu, Akcay, & Erturk, 2004; Marx, 2004).
Des Weiteren besteht Uneinigkeit daruber, ob Leukozyten Bestandteil der PRP
Zusammensetzung sein sollten. Die Arbeitsgruppe um Anitua sprach sich 2004 in
dieser Frage gegen die Integration von Leukozyten aus, da diese in der Lage seien,
die Funktion bestimmter Wachstumsfaktoren zu beeinflussen und mit anti-
inflammatorischen und katabolen Vorgangen interagieren wirden (Anitua, Andia,
Ardanza, Nurden, & Nurden, 2004). Es wurde die Meinung einiger anderer Autoren
vertreten, laut welcher die Prasenz von Leukozyten in der klinischen Anwendung einen
antimikrobiellen Effekt unterstutzen kann und somit hilft, das angiogene Potenzial des
PRP zu entfalten (Trowbridge et al., 2005). Weitere Recherchen im Bereich der
Publikationen zeigen, dass hohe Leukozyten- und Plattchenkonzentrationen im PRP
mit einem ebenso steigenden Gehalt an Wachstumsfaktoren korrelieren (Oudelaar,
Peerbooms, Huis in ‘t Veld, & Vochteloo, 2019). Unklar ist jedoch weiterhin, wie sich
eine ideale Zusammensetzung von Wachstumsfaktoren flr die Angiogenese und das

Gewebewachstum gestalten musste (Oudelaar et al., 2019).
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C.9.1 Platelet-rich Plasma (PRP) aktiviert durch CacCl,

Die Aktivierung des in C.10. entstandenen PRP (0,5 ml) erfolgte fur diese Kondition
durch Zugabe von 0,5 ml CaCl, (& 3,4 mg/ml 2 23 mM). Das PRP- CaCl,-Gemisch
wurde nun far 30 min. bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator bebrutet. Nach diesem
Schritt erfolgte die nun 3. Zentrifugation fir 20 min. bei 1800 rpm (= 400 g) und 22°C.
Danach konnten 0,5 ml zellfreier Uberstand abpipettiert werden. Das nun durch CaCl,

aktivierte PRP war bereit zur Testung.

C.9.2 Platelet-rich Plasma (PRP) aktiviert durch Thrombin und CacCl,

Die Aktivierung des generierten PRP (0,5 ml) erfolgte fiur diese Kondition durch Zugabe

von Thrombin mit CaCl..

Dafur wurde die Thrombin-L6sung des Zweikomponenten-Gewebeklebers Tisseel® 2
ml (Baxter AG) verwendet. Von der Thrombin-Lésung wurden 0,05 ml mit 25 ml CaCl,-
Lésung (1,5 mg/ml) grandlich vermischt. Die Losung wurde im Anschluss far 30 min.
bei 37°C und 5% CO2 im Inkubator bebrltet. Nach diesem Schritt erfolgte die nun 3.
Zentrifugation far 20 min. bei 1800 rpm (£ 400g) und 22°C. Danach konnten 0,5 ml

zellfreier Uberstand abpipettiert werden. Das nun durch Thrombin und CaCl, aktivierte

m — - m
1Y - - R
—t'~ . “— _—gy:

—&r= — 3— = :

PRP war bereit zur Testung.
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Abb. 3: PRP Herstellung v.l.n.r.: Nach Vollblutentnahme, nach 1. Zentrifugation, Markierung 1,4mm
unter Grenze BCC zu SEC, Uberstand in neuem Réhrchen, nach 2. Zentrifugation, nach Abpipettieren
bis auf 0,6ml, nach Zugabe von Aktivierungssubstanz, nach 3. Zentrifugation, Endprodukt PRP nach
Aktivierung
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C.10 Verdinnungsreihen von Blutprodukten

Um den Effekt von Verdunnungen spezieller Blutprodukte auf ihr angiogenes Potential

zu testen, wurden zunachst folgende Konditionen hergestellt:

Plasma (Heparin) ohne Zentrifugation (siehe C.5)
HPP (Heparin), 4 Tage inkubiert (siehe C.6)
Serum (siehe C.7)

HPS, 4 Tage inkubiert (siehe C.8)

PRP + CaCl (siehe C.9.1)

PRP + Thrombin + CaCl (siehe C.9.2)

Die bislang unveranderten Medien wurden unmittelbar vor ihrer Verwendung jeweils

in folgenden Verhaltnissen mit PBS verdunnt:

unverdunnt

1:1

1:2

1:5

1:10

1:50

1:100

1:500 (ausgenommen PRP + CaCl und PRP + Thrombin + CaCl)
1:1000 (ausgenommen PRP + CaCl und PRP + Thrombin + CaCl)

Anschliefend wurden die Verdunnungen 10-mal zum Durchmischen invertiert und

waren anschlieRend bereit zum Gebrauch.
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D. Auswertung

D.1 Mikroskopische Quantifizierung der Sprouting-Anzahl (ARA)

Nach dem Ansetzen des Aortic Ring Assays wurde die 96-Well Platte wie beschrieben
zunachst tiber Nacht und ohne Bertihrung bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert, sodass das
Matrigel™ vollstandig ausharten konnte. War dies geschehen, fand am ersten Tag
nach ARA-Herstellung eine erste Kontrollmikroskopie am Zeiss-Mikroskop statt.
Weitere Kontrollen mit Bilddokumentationen folgten am dritten, finften und achten
Tag. Dazu wurde jeder Aortenring nach einem festen Schema mikroskopisch
vergroRert fotografiert. Dieses Vorgehen sah vor, zunéchst eine Ubersichtsaufnahme
des jeweiligen Ringes in 100-facher VergrofRerung vorzunehmen. Zusatzlich wurde der
Ring in die Quadranten Q1 - Q4 (s. Abb. 4) unterteilt und jeder Quadrant in 200-facher
VergroRerung bildlich dokumentiert. Abschliel3end folgte ein Bild des Lumens (s. Abb.
4, ,L9.

a1

Abb.4: Gedachte Einteilung des Aortenringes bei der Mikroskopie und Auswertung
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Bei der Bilddokumentation stellte sich die Dreidimensionalitat des Ringes als
Schwierigkeit dar, sodass oft mehrere Ebenen eingestellt werden mussten, um zu
gewahrleisten, dass jedes ausgesprosste Gefal® erfasst wurde. Im Zuge der
Mikroskopie wurde die 96-Well Platte alle 45 min. bei 37°C und 5% CO2 fir 10 min.
zwischenzeitlich inkubiert, um den Sprouting-Prozess nicht zu gefahrden.
Anschlieltend konnte die Mikroskopie fortgeflhrt werden.

Bei der Auszahlung der Gefalle wurde ein solches gewertet, wenn es entweder direkt
Kontakt zum Aortenring hatte oder aus einem Gefal hervorging, das einen solchen
besal} (s. Abb. 5).

Aortenring

w10
e 17

13— 16\

11, .2~
- 12 T——

29 15

™% . 4 \
24 18 2 \

/ g

0772

«— Makrophagen und i

,3‘“ 31 y‘ 26
Fibroblasten

Abb.5: Visuelle Quantifizierung der Angiogenese im ARA. Gezeigt ist ein schematischer vertikaler

Querschnitt durch das Well. Die ausgesprossten Neovessels werden wie gezeigt gezahit.

Im Gegensatz zu solch regelrechten Neovessels wurden Strukturen wie proliferierende
Fibroblasten nicht in die Wertung eingeschlossen.

Diese ahnelten zwar auf den ersten Blick den Neovessels, wiesen jedoch eine erhéhte
Transparenz auf und neigten dazu, sich weiter in die Peripherie auszubreiten (s. Abb.
6.b).
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Abb. 6.a.: Regelrechte Neovessels am Beispiel der Untersuchungsgruppe Plasma (Heparin) ohne
Zentrifugation in 200-facher VergréBerung, b. Nicht gewertete Strukturen aus migrierten Fibroblasten

der Untersuchungsgruppe PRP aktiviert durch Thrombin

D.2 Mikroskopische Quantifizierung der Tubes und Nodes (TFA)

Nachdem die p-Slides fur 16 Std. inkubiert wurden (s. B.1.3.) und mittels Calcein AM
gefarbt wurden (s. B.1.4), fand eine Fluoreszenzmikroskopie am Zeiss-Mikroskop
statt. Hierzu wurden Tubes und Nodes des jeweiligen Wells in 50-facher Vergrofierung
aufgenommen. Dabei wurde das Well, analog zur ARA Auswertung in D.1, in
Quadranten aufgeteilt, diese jeweils fotografiert und abschlieliend das Zentrum des
Wells erfasst, da hier kein Lumen vorlag.

Aufgrund der planen Auflageflache der HUVECs auf dem Matrigel™ fand die
Darstellung des Assays in nur einer Ebene statt, was dessen Auswertung leichter
gestaltete, als die des ARAs.

Ein Tube entsprach einem Gefal} zwischen zwei Nodes.

Ein Node wiederum stellte die Verbindung zwischen zwei oder mehr Tubes dar.
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Abb. 7.a: Tube Formation Assay des Mediums HPS:PBS in der Verdiinnung 1:50, exemplarische

Markierung von Nodes (*) und Tubes (), b. ausbleibende Ausbildung von Nodes und Tubes am
Beispiel des Mediums PBS

D.3 Ubersicht der Auswertungen jeder Untersuchungsgruppe

Die folgende Tabelle (Tab. 2) zeigt eine Ubersicht aller insgesamt getesteten
Blutprodukte, sowie die negativ Kontrolle (PBS) und die positiv Kontrolle (VEGF) mit
ihrer zugehorigen verwendeten Methodik.

Zum in vitro Nachweis induzierter Neovessels/ Sprouting wurde ein Aortic Ring Assay
durchgefuhrt.

Dieselben im ARA getesteten Medien wurden auch im Tube Formation Assay
eingesetzt, um die Ausbildung von Tubes und Nodes nachzuweisen. Zusatzlich wurde
in diesem Verfahren jedoch auch die Auswirkung einer unterschiedlichen

Inkubationszeit von HPP und HPS auf ihre angiogene Wirkung beobachtet.

Tab. 2: Ubersicht aller getesteten Medien mit zugehériger Methodik

Aortic Ring Assay Tube Formation Assay
Anzahl Neovessels Anzahl Tubes und Nodes
neg. Kontrolle PBS neg. Kontrolle PBS
pos. Kontrolle VEGF pos. Kontrolle VEGF
Plasma (EDTA) Plasma (EDTA)
Plasma (Heparin) ohne Zentrifugation Plasma (Heparin) ohne Zentrifugation
Serum Serum
PRP aktiviert durch CacCl, PRP aktiviert durch CacCl,
PRP aktiviert durch Thrombin PRP aktiviert durch Thrombin
HPP (EDTA) HPP (EDTA)
HPP (Heparin) 4 Tage inkubiert
HPP (Heparin) 7 Tage inkubiert
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HPS 4 Tage inkubiert

HPS 7 Tage inkubiert

Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:1 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:1
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:2 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:2
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:5 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:5
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:10 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:10
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:50 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:50
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:100 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:100
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:500 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:500
Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:1000 Plasma ohne Zentrifugation : PBS 1:1000
HPP : PBS 1:1 HPP : PBS 1:1
HPP : PBS 1:2 HPP : PBS 1:2
HPP : PBS 1:5 HPP : PBS 1:5
HPP : PBS 1:10 HPP : PBS 1:10
HPP : PBS 1:50 HPP : PBS 1:50
HPP : PBS 1:100 HPP : PBS 1:100
HPP : PBS 1:500 HPP : PBS 1:500
HPP : PBS 1:1000 HPP : PBS 1:1000
Serum : PBS 1:1 Serum : PBS 1:1
Serum : PBS 1:2 Serum : PBS 1:2
Serum : PBS 1:5 Serum : PBS 1:5
Serum : PBS 1:10 Serum : PBS 1:10
Serum : PBS 1:50 Serum : PBS 1:50
Serum : PBS 1:100 Serum : PBS 1:100
Serum : PBS 1:500 Serum : PBS 1:500
Serum : PBS 1:1000 Serum : PBS 1:1000
HPS : PBS 1:1 HPS : PBS 1:1
HPS : PBS 1:2 HPS : PBS 1:2
HPS : PBS 1:5 HPS : PBS 1:5
HPS : PBS 1:10 HPS : PBS 1:10
HPS : PBS 1:50 HPS : PBS 1:50
HPS : PBS 1:100 HPS : PBS 1:100
HPS : PBS 1:500 HPS : PBS 1:500
HPS : PBS 1:1000 HPS : PBS 1:1000
PRP + CaCl : PBS 1:1
PRP + CaCl : PBS 1:2
PRP + CaCl : PBS 1:5
PRP + CaCl : PBS 1:10
PRP + CaCl : PBS 1:50
PRP + CaCl : PBS 1:100
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:1
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:2
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:5
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:10
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:50
PRP + Thrombin+ CaCl : PBS 1:100
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E. Statistik

Die Quantifizierungen der verwendeten Versuchsreihen verlief wie im 0.g. Abschnitt
»2Auswertung“ beschrieben. Selbige wurden unabhangig voneinander und im Aufbau
identisch durchgeflhrt. Zur Erleichterung der Auszahlung einzelner Gefalle im ARA,
bzw. der Nodes und Tubes im TFR, wurde das Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel™ verwendet. Die folgende statistische Auswertung erfolgte mithilfe
des Programmes IBM SPSS® Statistics, Version 22.

Da die generierten Daten im Shapiro-Wilk Test nicht normalverteilt waren, wurde
zwecks der statistischen Analyse der Kruskal-Wallis-Test mit anschliel3ender
Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt.

Bei der statistischen Auswertung aller hier aufgeflhrten Versuchsreihen wurden
Unterschiede mit p < 0,05 bei der Berechnung des a-Fehlers als statistisch signifikant
betrachtet.

Die Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Microsoft PowerPoint™ und
Microsoft Word™.
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VI. Ergebnisse

A. Vergleich des Angiogenesepotentials unterschiedlicher Medien

An Tag 0 zeigte sich in keinem der getesteten Medien Gefallwachstum. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit wurde daher in Abb. 8, 9, 15, 18, 21 und 24 auf eine Darstellung

des ersten Kontrolltages in der Grafik verzichtet.

An Tag 3 zeigte sich in der positiv Kontroligruppe VEGF bereits ein deutlich starkeres,
wenn auch nicht signifikantes GefalRwachstum als in den Gbrigen Vergleichsgruppen.
Diese Beobachtung traf sowohl auf den Assay des mannlich, als auch auf den des
weiblichen Blutspenders zu (s. Abb. 8 und 9).

An Tag 6 zeigte sich das starkste GefalRwachstum im Assay des mannlichen Spenders
in den Testmedien Serum, Plasma (Heparin), PRP durch Thrombin und Calciumchlorid
aktiviert und HPP (Heparin) (s. Abb.8). Unter diesen Proben war keine den genannten
anderen signifikant Uberlegen. Dennoch zeigte sich bei diesen vier Proben ein
starkeres GefalRwachstum als in der positiv Kontrolle VEGF (jeweils p=1,0).

Im Falle des weiblichen Blutspenders vermochte an Tag 8 keines der Testmedien eine
starkeres Vessel Sprouting zu generieren als VEGF (s. Abb. 9). Hierbei waren die
vergleichsweise wachstumsstarksten Testmedien HPP (Heparin), HPS und Plasma
(Heparin) (jeweils p=1,0).

An Tag 8 war das GefalBwachstum im Assay des mannlichen Spenders der
Testmedien Serum, Plasma (Heparin), PRP durch Thrombin und Calciumchlorid
aktiviert und HPP (Heparin) , sowie auch HPS dem Wachstum durch VEGF Uberlegen
(jeweils p=1,0) (s. Abb. 8). Bei diesen funf Testmedien wiesen die ausgesprossten
Gefalde allerdings eine starke Streuung auf.

Im Assay des weiblichen Blutspenders (s. Abb. 9) war das starkste Sprouting in den
Medien HPP (Heparin) und Plasma (Heparin) auszumachen, welche beide eine starke
Streuung der GefalRanzahl aufwiesen, jedoch beide mehr Sprouting initiierten als die
positiv Kontrolle VEGF (jeweils p=1,0).

Spenderunabhangig war jederzeit das Gefallwachstum der negativ Kontrolle PBS,
sowie der Medien HPP (EDTA), Plasma (EDTA), Heparin, EDTA PBS, sowie Thrombin

vernachlassigbar gering oder blieb ganz aus (s. Abb. 8 und 9).
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Medium

[M PBS (neg. Kontrolle)

[ VEGF (pos. Kontrolle)

[B HPP (EDTA)

[E HPP (Heparin)

[CIHPS

[H PRP+CaCl

[CJ PRP+Thrombin+CaCl

[ Plasma (EDTA)

EPlasma (Heparin)
Serum

oo [Heparin

[CJEDTA PBS

[E Thrombin

60,00

Anzahl GefaRe pro Well

20,00

ool @ .'?'?iﬂi..# ild u :i g_ﬁ i ' . B.g

3 6 8
Tag

Abb. 8a: Aortic Ring Assay verschiedener Medien, Blutspender 26 Jahre, méannlich

100pm

>

Abb. 8b: Aortic Ring Assay verschiedener Medien, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, HPS (200x
Vergréf3erung), c¢. Serum (200x VergréBerung), d. Heparin (100x Vergréf3erung)
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Medium

[H PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)
[l HPP (EDTA)

[E HPP (Heparin)

40,00 - CIHPS

[ PRP+CaCl

[C] PRP+Thrombin+CaCl
@ Plasma (EDTA)
Plasma (Heparin)
30,00 M serum

[ Heparin

CIEDTA PBS

[E Thrombin

50,00 =

20,00

Anzahl GefaRe pro Well

10,00

: :
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3 6 8

Tag

Abb. 9a: Aortic Ring Assay verschiedener Medien, Blutspender 23 Jahre, weiblich

Abb. 9b: Aortic Ring Assay verschiedener Medien, Blutspender 23 Jahre, weiblich, HPP EDTA (200x
Vergréerung), ¢. HPP Heparin (100x VergréBerung), d. PRP+Thrombin+CaCl (200x Vergré3erung)

Im Tube Formation Assay wurde das angiogene Potential derselben Medien wie schon

im Aortic Ring Assay evaluiert.

Wie schon im Aortic Ring Assay wurde flr den Tube Formation Assay VEGF als positiv
und PBS als negativ Kontrolle festgelegt. Es wurden Blutprodukte von einem
mannlichen, sowie zwei weiblichen Spendern auf ihre Induktion von Tubes und Nodes
getestet. Spenderunabhangig bildeten sich im PBS weder Tubes noch Nodes (s. Abb.
10-12).
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Im Tube Formation Assay des mannlichen Spenders waren die angiogenese-
starksten Produkte PRP (durch Calciumchlorid oder Calciumchlorid und Thrombin
aktiviert) (s. Abb. 10). Ihre Tube Induktion war (nicht signifikant) starker als die durch
HPP oder HPS und wies eine weniger starke Streuung von Tubes und Nodes auf.
Die Tube Formation der Blutprodukte beider weiblicher Blutspender unterschied sich
nicht wesentlich. In Abb. 11 und 12 zeigt sich eine (nicht signifikant) erhohte angiogene
Aktivitat von HPP (Heparin) und HPS verglichen mit den beiden PRPs (s. Abb. 11 und
12). Auch hier wiesen Tubes und Nodes, welche durch HPP (Heparin) und HPS
induziert waren, eine breitere Streuung auf, als es bei den PRP Produkten der Fall
war.

Wie schon im Aortic Ring Assay zeigte sich im Tube Formation Assay aller Blutspender
durch die Medien PBS (negativ Kontrolle), HPP (EDTA), Plasma (EDTA), Heparin und
EDTA PBS kein Anzeichen einer Angiogeneseinduktion (s. Abb. 10-12).

Zur Vereinfachung der Ubersicht sind nicht alle Versuchsgruppen mit mikroskopischen

Beispielen versehen, sondern vor allem Eigenblutderivate, sowie VEGF als positiv

Kontrolle und PBS als negativ Kontrolle.
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Medium

200 M PBS (neg. Kontrolle)

[ VEGF (pos. Kontrolle)

[l HPP (EDTA)

[® HPP (Heparin)

[CIHPS

[ PRP+CaCl

150 [C]PRP+Thrombin+CaCl
[ Plasma (EDTA)
Plasma (Heparin)
M serum

[ Heparin

CIEDTA PBS

100 Thrombin

50

Anzahl Nodes/Tubes pro Well

Nodes Tubes

Nodes und Tubes

Abb. 10a: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 26 Jahre, méannlich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.

100 um
<>

Abb. 10b: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, Plasma, c.
Thrombin, . d. HPP Heparin, (alle in 50x VergréBerung)
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Medium

200 M PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)
M HPP (EDTA)

[® HPP (Heparin)

CIHPS

[l PRP+CaCl

150 [CJ PRP+Thrombin+CaCl

[l Plasma (EDTA)
100 é

[E Plasma (Heparin)
50

’ = M serum

Anzahl Nodes /Tubes pro Well

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 11a: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.

100 pm 100 pm

Abb. 11b: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 23 Jahre, weiblich, VEGF, c.
HPP, d. HPP EDTA , (alle in 50x Vergré3erung)
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Medium
[M PBS (neg. Kontrolle)
[ VEGF (pos. Kontrolle)
[l HPP (EDTA)
[E HPP (Heparin)
CJHPS
[H PRP+CaCl
[C] PRP+Thrombin+CaCl

[H Plasma (EDTA)
Plasma (Heparin)
150 ﬁ M serum

100 é

50

250

200

Anzahl Nodes /Tubes pro Well
—

i i

0 — —_ —-— — — —-—

Nodes Tubes

Nodes und Tubes

Abb. 12a: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 24 Jahre, weiblich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.

100 prny
.

Abb. 12b: Tube Formation Assay verschiedener Medien, Blutspender 24 Jahre, weiblich, PBS c.
Serum, d. HPS, (50x VergréBerung)

47



VI. Ergebnisse

B. Auswirkung der Inkubationszeit auf das Angiogenesepotential
von hypoxisch prakonditionierten Blutprodukten

In folgendem Teilversuch ging es darum, herauszufinden, inwiefern sich die Dauer der
hypoxischen Prakonditionierung auf die Tube Formation von Plasma und Serum
auswirkt. Als positiv Kontrolle diente auch hierbei wieder VEGF, als negativ Kontrolle
PBS. Es wurde zudem sowohl ein Assay mit Blutprodukten eines mannlichen
Spenders (s. Abb. 13), wie auch der eines weiblichen Spenders (s. Abb. 14)

miteinander verglichen.

Im Tube Formation Assay des mannlichen Blutspenders wurden kein wesentlicher
Unterschied in der Tube Formation zwischen den unterschiedlich aufbereiteten
Plasma und HPP Produkten festgestellt (s. Abb. 13). Ahnlich verhielt es sich auch
zwischen den Medien Serum und HPS, welches fir 4 Tage hypoxisch prakonditioniert
worden ist. Lediglich HPS, welches fur 7 Tage unter Hypoxie inkubiert wurde,
induzierte auf die HUVECs eine nicht signifikant starke Tube Formation als Plasma,
HPP (4 Tage inkubiert), Serum und HPS (4 Tage inkubiert). Insgesamt blieb das
Ergebnis jedoch immer noch unter der Tube Formation der Kontrollgruppe VEGF (s.
Abb. 13).

Anders verhielt es sich im Tube Formation Assay des weiblichen Blutspenders. Auch
hier waren weder Plasma noch Serum imstande, eine starkere Tube Formation zu
induzieren als VEGF (s. Abb. 14). Dies gelang jedoch durch jeweils 4-tagig hypoxisch
prakonditioniertes HPP und HPS, obgleich auch hier kein signifikant starkeres
Ergebnis erzielt worden ist. Die Tube Formation von 7 Tage lang hypoxisch
prakonditionierten Blutprodukten (hypB) lag (nicht signifikant) hinter den 4 Tage

inkubierten hypB zuruck.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind im Folgenden nur mikroskopische Aufnahmen

von HPP und HPS aufgefluhrt. Die Fragestellung dieses Versuchsabschnittes zielt

aulRerdem vor allem auf die Beeinflussung der Inkubationsdauer von hypB ab.
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VI. Ergebnisse

Medium
1 [l PBS (neg. Kontrolle)
O VEGF (pos. Kontrolle)
[l Plasma
[ HPP 4 Tage inkubiert
100 [CIHPP 7 Tage inkubiert
[l Serum

[CJHPS 4 Tage inkubiert

[ HPS 7 Tage inkubiert

80

60

40

Anzahl Nodes/Tubes pro Well

20

Nodes Tubes

Nodes und Tubes

Abb. 13a: Tube Formation Assay hypoxisch prédkonditionierter Blutprodukte unterschiedlicher
Inkubationszeit, Blutspender 26 Jahre, ménnlich. Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.

Abb. 13b: Tube Formation Assay HPS 4 Tage inkubiert, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, ¢. HPS 7
Tage inkubiert, (beide in 50x VergréBerung)
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VI. Ergebnisse

Medium
M PBS (neg. Kontrolle)
[Z] VEGF (pos. Kontrolle)

M Plasma
125 [E HPP 4 Tage inkubiert

[CJHPP 7 Tage inkubiert
M Serum

= CIHPS 4 Tage inkubiert

g 100 ? [ HPS 7 Tage inkubiert
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Abb. 14a: Tube Formation Assay hypoxisch prédkonditionierter Blutprodukte unterschiedlicher
Inkubationszeit, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.

Abb. 14b: Tube Formation Assay HPP 4 Tage inkubiert, Blutspender 23 Jahre, weiblich, c¢. HPP 7 Tage
inkubiert, (beide in 50x Vergréf3erung)
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VI. Ergebnisse

C. Auswirkung der Verdiunnung von Blutprodukten auf das
Angiogenesepotential

Die folgenden Teilversuche wurden unter der Fragestellung durchgefuhrt, in wie fern
sich die Verdinnung von Plasma, HPP; Serum, HPS, PRP mit Calciumchlorid und
PRP mit Thrombin und Calciumchlorid auf ihr jeweiliges angiogenes Potential

auswirkt.

C.1 Angiogenese unter verdiinntem Plasma

Im Aortic Ring Assay des verdunnten Plasmas (s. Abb. 15) zeigte sich an Tag 3 in den
Verdinnungsstufen 1:1,1:2, 1:5, sowie 1:10 ein (nicht signifikant) starkeres
GefaRwachstum als in den Ubrigen Vergleichsgruppen und den Kontrollmedien.

An Tag 6 zeigte sich bereits, dass die starkste Angiogeneseresponse durch 1:5
verdunntes Plasma zu generieren war, gefolgt von den Verdiinnungen 1:10 und 1:2.
Es wird deutlich, dass das GefaBwachstum bis zur Plasmaverdinnung von 1:5
proportional ansteigt und bei weiterer Verdinnung wieder abfallt. Dieser Verlauf blieb
auch an Tag 8 bestehen. Zu diesem Zeitpunkt war die Anzahl der gewachsenen
GefalRe in der Verdlinnung 1:5 signifikant groRRer als die der Verdinnung 1:1000 (p=
0,025). Ebenso war auch das Vessel Sprouting der Plasmaverdinnung 1:10 signifikant
starker, als das der Verdunnung 1:1000 (p= 0,038).
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VI. Ergebnisse

 — Medium
[ PBS (neg. Kontrolle)
CJVEGF (pos. Kontrolle)
125,00 W Plasma
M plasma:PBS 1:1
[CJPlasma:PBS 1:2
[ Plasma:PBS 1:5
100,00 [CJPlasma:PBS 1:10
[l Plasma:PBS 1:50
[E Plasma:PBS 1:100
M Plasma:PBS 1:500
75.00 [EPlasma:PBS 1:1000

50,00

Anzahl GefdRe pro Well

25,00

aﬁi bakd 'l B, ﬁiiﬁ lha

3 6 8

Tag

Abb. 15a: Aortic Ring Assay verdiinnten Plasmas, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, * = p<0,05.

100 pm

100 ym

100 um

Abb. 15b: Aortic Ring Assay verdiinnten Plasmas, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, Plasma pur, c.
Plasma:PBS 1:1, d. Plasma:PBS 1:2, e. Plasma:PBS 1:5, f. Plasma:PBS 1:10, g. Plasma:PBS 1:50, h.
Plasma:PBS 1:100, i. Plasma:PBS 1:500, j. Plasma:PBS 1:1000, (alle in 200x Vergré3erung)
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VI. Ergebnisse

Im Tube Formation Assay des mannlichen und weiblichen Spenders (s. Abb. 16 und
17) zeigte sich im Vergleich zum Aortic Ring Assay (s. Abb. 15) eine Verlagerung des
Wachstumsmaximums zugunsten der Plasma Verdunnung 1:500. Es wurde deutlich,
dass sowohl die Anzahl der Tube- als auch die der Node-Formation unter einer Plasma
Verdunnung bis zu 1:500 anstieg, um ab einer Plasmaverdinnung von 1:1000 wieder

zu sinken. Dies traf auf die Blutderivate beider Geschlechter gleichermalden zu.
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VI. Ergebnisse

Medium
M PBS (neg. Kontrolle)
O VEGF (pos. Kontrolle)
M Plasma
[ Plasma:PBS 1:1
[CJPlasma:PBS 1:2

H [l Plasma:PBS 1:5
H [CJ Plasma:PBS 1:10

250

~
o
o

[H Plasma:PBS 1:50
[E Plasma:PBS 1:100
(M Plasma:PBS 1:500
[ Plasma:PBS 1:1000

M
[
O
m
[ |
m

Anzahl Nodes/Tubes pro Well
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[

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 16a: Tube Formation Assay verdiinnten Plasmas, Blutspender 26 Jahre, ménnlich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.

*100um
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Abb. 16b: Tube Formation Assay verdiinnten Plasmas, Blutspender 26 Jahre, médnnlich, Plasma pur,
c. Plasma:PBS 1:1, d. Plasma:PBS 1:2, e. Plasma:PBS 1:5, f. Plasma:PBS 1:10, g. Plasma:PBS 1:50,
h. Plasma:PBS 1:100, i. Plasma:PBS 1:500, j. Plasma:PBS 1:1000, (alle in 50x VergréBerung)
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VI. Ergebnisse

Medium
[M PBS (neg. Kontrolle)
[ VEGF (pos. Kontrolle)
[l Plasma
[H Plasma:PBS 1:1
250 [JPlasma:PBS 1:2

[l Plasma:PBS 1:5

[CJplasma:PBS 1:10
[ Plasma:PBS 1:50
200 [E Plasma:PBS 1:100

E [M Plasma:PBS 1:500
150 lH
=]

[ Plasma:PBS 1:1000
100 é é

50

300

Anzahl Nodes/Tubes pro Well

=="F

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 17: Tube Formation Assay verdiinnten Plasmas, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum nach
16 Stunden Inkubation.

C.2 Angiogenese unter verdinntem HPP

Im Aortic Ring Assay des verdinnten HPP (s. Abb. 18) zeigte sich an Tag 3 kein
wesentlicher Unterschied in der GefalRaussprossung der unterschiedlichen HPP
Verdunnungen. Am sechsten Tag induzierte das unverdinnte HPP jedoch trotz starker
Streuung in der GefalRanzahl der behandelten Aortenringe eine deutlich starkere
Angiogeneserate (Anzahl der ausgesprossten Gefalle 38 bis maximal 156 pro
Aortenring). Die Gefaltkanzahl durch HPP war signifikant hdher als die der positiven
Kontrollgruppe VEGF (p= 0,020) und signifikant héher als die der Vergleichsgruppe
HPP in der Verdinnung 1:500 (p= 0,038). Dieser Trend setzte sich auch an Tag 8 fort,
sodass auch hier die mit Abstand starkste Wachstumsrate in der Gruppe des
unverdinnten HPP zu verzeichnen war und dieses erneut signifikant starkeres Vessel

Sprouting induzuierte, als es VEGF vermochte (p= 0,016).
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VI. Ergebnisse

Anzahl GefdRe pro Well
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Medium

M PBS (neg. Kontrolle)
] VEGF (pos. Kontrolle)
W HeP

[ Hpp:PBS 1:1
CIHPP:PBS 1:2

[E HPP:PBS 1:5
[CIHPP:PBS 1:10

[ HPP:PBS 1:50

I HPP:PBS 1:100

W HPP:PBS 1:500

[ HPP:PBS 1:1000
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Abb. 18a: Aortic Ring Assay von verdiinntem HPP, Blutspender 26 Jahre, méannlich, * = p<0,05

Abb. 18b: Aortic Ring Assay verdiinnten HPPs, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, HPP pur, ¢. HPP:PBS
1:1, d. HPP:PBS 1:2, e. HPP:PBS 1:5, f. HPP:PBS 1:10, g. HPP:PBS 1:50, h. HPP:PBS 1:100, i.
HPP:PBS 1:500, j. HPP:PBS 1:1000, (alle in 200x Vergré3erung)




VI. Ergebnisse

Im Tube Formation Assay des verdinnten HPP (s. Abb. 19 und 20) war zu sehen,
dass sowohl im Assay des mannlichen, wie auch in dem des weiblichen Blutspenders
die Anzahl an Tubes und Nodes mit zunehmender HPP Verdlinnung stieg. lhr
Maximum erreichten Tubes und Nodes unter dem Einfluss von HPP, welches in einer
Verdunnung von 1:50 bzw. 1:100 vorlag. Ab einer weiteren Verdiunnung von 1:500

wurde eine deutlich schwachere Formation der HUVEC erreicht.
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VI. Ergebnisse

Medium
[l PBS (neg. Kontrolle)
O VEGF (pos. Kontrolle)
W HPP
[ HpPP:PBS 1:1
CIHPP:PBS 1:2
[ HPP:PBS 1:5

500

400

g [CIHPP:PBS 1:10
> [ HPP:PBS 1:50
3 [E HPP:PBS 1:100
@ 300 (M HPP:PBS 1:500
3 [ HPP:PBS 1:1000
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Nodes und Tubes

Abb. 19a: Tube Formation Assay von verdiinntem HPP, Blutspender 26 Jahre, ménnlich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.
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Abb. 19b: Tube Formation Assay verdiinnten HPPs, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, HPP pur, c.
HPP:PBS 1:1, d. HPP:PBS 1:2, e. HPP:PBS 1:5, f. HPP:PBS 1:10, g. HPP:PBS 1:50, h. HPP:PBS
1:100, i. HPP:PBS 1:500, j. HPP:PBS 1:1000, (alle in 50x Vergré3erung)
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VI. Ergebnisse

Medium
[l PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)
W HpP
HPP:PBS 1:1

500 CIHPP:PBS 1:2
[ HPP:PBS 1:5
[CJHPP:PBS 1:10
[ HPP:PBS 1:50

[E HPP:PBS 1:100
[ HPP:PBS 1:500

Té [C1HPP:PBS 1:1000

600

400

300

200

Anzahl Nodes /Tubes pro Well

100 éj I éi I

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 20: Tube Formation Assay von verdiinntem HPP, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum nach
16 Stunden Inkubation.

C.3. Angiogenese unter verdiinntem Serum

Im Aortic Ring Assay des verdinnten Serums (s. Abb. 21) zeigte sich an Tag 3 ein
starkes Vessel Sprouting durch Serum, welches jeweils 1:2 und 1:5 verdinnt wurde.
Das GefaRwachstum unter diesen beiden Gruppen war signifikant starker, als das der
Vergleichsgruppe, in der das Serum 1:1000 verdinnt worden ist (p= 0,013 bzw p=
0,005). Ebenso verhielt es sich an Tag 6, hier war das Gefallwachstum unter 1:2
verdunntem Serum signifikant starker als das unter der 1:1000 Verdinnung (p= 0,015).
Auch die Verduinnung 1:5 war mit p= 0,027 signifikant pro-angiogener als die Serum
Verdunnung 1:1000. Ihren Klimax erreichte das GefalRwachstum somit bis Tag 6 unter
einer Serum-Verdunnung von 1:2 bzw. 1:5, um bei weiterer Verdunnung wieder ein
schwacheres Gefallwachstum zu induzieren.

An Tag 8 zeigte sich ein Wachstumsmaximum unter den Verdinnungen 1:1 und 1:10,

die Wachstumszahlen der Verdinnungen 1:2 und 1:5 fielen knapp dahinter zurtck.
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VI. Ergebnisse

200,00 Medium

[M PBS (neg. Kontrolle)
* [CIVEGF (pos. Kontrolle)

M serum
* | * M Serum:PBS 1:1
_1___ ] [ Serum:PBS 1:2
150,00

[E Serum:PBS 1:5
[Jserum:PBS 1:10
[ Serum:PBS 1:50
& [E Serum:PBS 1:100

M Serum:PBS 1:500
100,00 ﬁ ﬂ

[ Serum:PBS 1:1000
=
50,00 = ' I

Anzahl GefaRe pro Well

Abb. 21b: Aortic Ring Assay verdiinnten Serums, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, Serum pur, c.
Serum:PBS 1:1, d. Serum:PBS 1:2, e. Serum:PBS 1:5, f. Serum:PBS 1:10, g. Serum:PBS 1:50, h.
Serum:PBS 1:100, i. Serum:PBS 1:500, j. Serum:PBS 1:1000, (alle in 200x Vergré3erung)
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VI. Ergebnisse

Im Tube Formation Assay der Serum Verdinnungen des mannlichen Spenders (s Abb.
22) war zu sehen, dass die Anzahl an Tubes und Nodes mit zunehmender Serum
Verdunnung stieg. Ihr Maximum erreichten Tubes und Nodes mit einer Verdinnung
von 1:50, um bei weiterer Verdunnung des Serums wieder weniger zu werden.
Dieser treppenartige Anstieg an Tubes und Nodes in Abhangigkeit von der
Verdinnung des Serums war im Fall des weiblichen Blutspenders nicht zu verzeichnen
(s. Abb. 23). Vielmehr induzierten hier die Serumverdinnungen bis 1:10 eine eher
geringe Ausbildung von Nodes und Tubes (jeweils weniger als 100 pro Well). Lag die
Verdunnung aber im Bereich 1:50 bis 1:1000, so lielen sich Node- Anzahlen von 110-
188 und Tube-Formationen von 162-252 beobachten.
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Medium
[M PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)
[l Serum
[H Serum:PBS 1:1
230 I [CJSerum:PBS 1:2
[B Serum:PBS 1:5

300

[CJSerum:PBS 1:10
l [ Serum:PBS 1:50

200 [E Serum:PBS 1:100

[ Serum:PBS 1:500

[ Serum:PBS 1:1000

Anzahl Nodes /Tubes pro Well
E
i
[
[

g T

50 HB

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 22a: Tube Formation Assay verdiinnten Serums, Blutspender 26 Jahre, ménnlich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.

Abb. 22b: Tube Formation Assay verdiinnten Serums, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, Serum pur, c.
Serum:PBS 1:1, d. Serum:PBS 1:2, e. Serum:PBS 1:5, f. Serum:PBS 1:10, g. Serum:PBS 1:50, h.
Serum:PBS 1:100, i. Serum:PBS 1:500, j. Serum:PBS 1:1000, (alle in 50x VergréBerung)

62
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Medium
300 M PBS (neg. Kontrolle)
[CJVEGF (pos. Kontrolle)
M serum
[ESerum:PBS 1:1
s CJSerum:PBS 1:2
[l Serum:PBS 1:5
[CJSerum:PBS 1:10
B M Serum:PBS 1:50
H [ESerum:PBS 1:100

200
150 I IH
100 é é

50
=
=_-f= Bs-

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

M Serum:PBS 1:500
[ Serum:PBS 1:1000

Anzahl Nodes /Tubes pro Well

0 —

Abb. 23: Tube Formation Assay verdiinnten Serums, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum nach
16 Stunden Inkubation.

C.4 Angiogenese unter verdiinntem HPS

Im Aortic Ring Assay, welcher mit Verdinntem HPS inkubiert worden ist (s. Abb. 24)
zeigte sich schon an Tag 3 eine verstarkte Gefallinduktion unter HPS, welches 1:5 mit
PBS verdunnt wurde. Die Anzahl an Gefalden stieg bis zur Verdunnung 1:5
proportional mit der Verdiinnung an und fiel von da an wieder ab.

An Tag 6 verhielt sich das Wachstumsmuster ahnlich, obgleich hier die HPS
Verdiunnungen 1:2 und 1:5 ein ahnlich starkes Gefallwachstum generierten. Die
Verdunnung 1:2 war signifikant starker angiogen als die positiv Kontrollgruppe VEGF
(p=0,038).

An Tag 8 verhielt sich die Angiogeneserate von unverdinntem HPS (2-176 Gefalie)
sehr ahnlich zu dem von 1:5 verdinntem HPS (99-165 Gefale), wenngleich das

unverdinnte HPS eine starke Streuung der Gefallanzahl aufwies.
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VI. Ergebnisse

200,00 Medium

[l PBS (neg. Kontrolle)
[CJVEGF (pos. Kontrolle)
[ HPS
[ HPS:PBS 1:1
[CIHPS:PBS 1:2
150,00 HPS:PBS 1:5
[CJHPS:PBS 1:10
* I B HPS:PBS 1:50
I HPS:PBS 1:100
1 [ HPS:PBS 1:500
[ HPS:PBS 1:1000
100,00

50,00

Anzahl GefalRe pro Well
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Abb. 24a: Aortic Ring Assay von verdinntem HPS, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, * = p<0,05
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Abb. 24b: Aortic Ring Assay verdiinnten HPS, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, HPS pur, c. HPS:PBS

1:1, d. HPS:PBS 1:2, e. HPS:PBS 1:5, f. HPS:PBS 1:10, g. HPS:PBS 1:50, h. HPS:PBS 1:100, i.
HPS:PBS 1:500, j. HPS:PBS 1:1000, (a,b,d,e,i in 200x VergréBerung, c,f,g,h in 100x VergrélRerung)
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VI. Ergebnisse

Im Tube Formation Assay des verdinnten HPS (s. Abb. 25 und 26) war zu sehen,
dass sowohl im Assay des mannlichen, wie auch in dem des weiblichen Blutspenders
die Anzahl an Tubes und Nodes mit zunehmender HPS Verdinnung stieg. lhr
Maximum erreichten Tubes und Nodes unter dem Einfluss von HPS, welches in einer
Verdunnung von 1:50 bzw. 1:100 vorlag. Ab einer weiteren Verdiunnung von 1:500

wurde eine deutlich schwachere Formation der HUVEC erreicht.
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Medium
M PBS (neg. Kontrolle)
[ VEGF (pos. Kontrolle)
W HPS
[H HPS:PBS 1:1
400 [CIHPS:PBS 1:2
[ HPS:PBS 1:5
‘ CIHPs:PBS 1:10
B HPS:PBS 1:50
[E HPS:PBS 1:100
300 [ HPS:PBS 1:500

[CJHPS:PBS 1:1000
200 i é
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Nodes und Tubes

Abb. 25a: Tube Formation Assay von verdiinntem HPS, Blutspender 26 Jahre, ménnlich. Wachstum
nach 16 Stunden Inkubation.
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Abb. 25b: Tube Formation Assay verdiinnten HPS, Blutspender 26 Jahre, ménnlich, HPS pur, c.

HPS:PBS 1:1, d. HPS:PBS 1:2, e. HPS:PBS 1:5, f. HPS:PBS 1:10, g. HPS:PBS 1:50, h. HPS:PBS

1:100, i. HPS:PBS 1:500, j. HPS:PBS 1:1000, (alle in 50x Vergré3erung)
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Medium
M PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)
M HPS
[E HPs:PBS 1:1
500 [IHPS:PBS 1:2
[B HPS:PBS 1:5

600
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[ HPS:PBS 1:50
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Abb. 26: Tube Formation Assay von verdiinntem HPS, Blutspender 23 Jahre, weiblich. Wachstum nach
16 Stunden Inkubation.
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VI. Ergebnisse

C.5 Angiogenese unter verdiinntem PRP + CaCl

Die Verteilung von Nodes und Tubes in der Verdinnung von PRP mit Calciumchlorid
unterscheidet sich zwischen den Blutproben des mannlichen und des weiblichen
Spenders.

Im Tube Formation Assay des mannlichen Spenders (s. Abb. 27) wurde die meiste
Node und Tube Formation durch eine PRP Verdinnung von 1:2 bis 1:50 generiert.
Was die PRP Verdlinnungen des Spenderblutes des weiblichen Probanden betrifft, so
formierten sich die HUVEC am starksten unter Verdinnungen von 1:2 und 1:50 (s.
Abb. 28).

Medium

300 [ PBS (neg. Kontrolle)
[CJ VEGF (pos. Kontrolle)

] [l PRP+CaCl

[@ PrRP+CaCl:PBS 1:1

250 ] PRP+CaCl:PBS 1:2

[ PRP+CaCl:PBS 1:5

g [C] PRP+CaCl:PBS 1:10
> [ PRP+CaCl:PBS 1:50
£ 200 - [E PRP+CaCl:PBS 1:100
w
2
': 150
w
(Y]
©
=]
z H l I —
= 100 é
o]
50 .
-
of = — =!
Node Tube

Node und Tube

Abb. 27: Tube Formation Assay von verdinntem PRP+CaCl, Blutspender 27 Jahre, ménnlich.
Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.
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Medium
[H PBS (neg. Kontrolle)
[ VEGF (pos. Kontrolle)
[M PRP+CaCl
[H PRP+CaCl:PBS 1:1
[C1PRP+CaCl:PBS 1:2
[l PRP+CaCl:PBS 1:5

150 [CJ PRP+CaCl:PBS 1:10
B PRP+CaCl:PBS 1:50
[E PRP+CaCl:PBS 1:100

200

Anzahl Nodes/Tubes pro Well
HIT—
[
[

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 28a: Tube Formation Assay von verdiinntem PRP+CaCl, Blutspender 23 Jahre, weiblich.
Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.
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Abb. 28b: Tube Formation Assay verdiinnten PRP+CaCl, Blutspender 23 Jahre, weiblich, PRP+CaCl
pur, c. PRP+CaCI:PBS 1:1, d. PRP+CaCI:PBS 1:2, e. PRP+CaCl:PBS 1:5, f. PRP+CaCl:PBS 1:10, g.
PRP+CaClI:PBS 1:50, h. PRP+CaCl:PBS 1:100, (alle in 50x Vergré3erung)
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VI. Ergebnisse

C.6 Angiogenese unter verdinntem PRP + Thrombin + CaCl

Auch in diesem Tube Formation Assay kam es zu Unterschieden zwischen den PRP
Verdunnungen, welche durch Thrombin und Calciumchlorid aktiviert worden sind. In
den Assays der beiden Blutspender induzierten die jeweiligen Verdinnungen die Node
und Tube Formation unterschiedlich stark.

Im Assay des mannlichen Blutspenders (s. Abb. 29) wurde durch PRP Verdinnungen
von 1:2 bis 1:50 die starkste Ausbildung von Nodes und Tubes beobachtet, wobei
diese ihre maximale Auspragung unter der Verdiinnung 1:50 fanden.

Im Assay des weiblichen Spenders hingegen (s. Abb. 30) war das Node und Tube
Maximum ebenfalls unter 1:50 verdlinntem PRP registriert worden, hier waren die

Ergebnisse des unverdinnten PRP jedoch die zweitstarksten.
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Medium
M PBS (neg. Kontrolle)
[ VEGF (pos. Kontrolle)
[M PRP+Thrombin+CaCl
[H PRP+ Thrombin+CaCl:PBS 1:1
[ PRP+Thrombin+CaCl:PBS 1:2
[l PRP+ Thrombin+CaCl:PBS 1:5
150 ] PRP+Thrombin+CaCl:PBS 1:10

B PRP+Thrombin+CaCl:PBS 1:50

200

PRP+Thrombin+CaCl:PBS 1:100

100

Anzahl Nodes/Tubes pro Well

50

Nodes Tubes
Nodes und Tubes

Abb. 29a: Tube Formation Assay von verdiinntem PRP+Thrombin+CaCl, Blutspender 27 Jahre,
ménnlich. Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.

100 ym 100 fim
> >

100 pm 100 pm

<> <>

100 pm
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Abb. 29b: Tube Formation Assay verdiinnten PRP+Thrombin+CaCl, Blutspender 27 Jahre, ménnlich,
PRP+Thrombin +CaCl pur, c. PRP+Thrombin +CaCIl:PBS 1:1, d. PRP+Thrombin +CaCl:PBS 1:2, e.
PRP+Thrombin +CaCl:PBS 1:5, f. PRP+Thrombin +CaCIl:PBS 1:10, g. PRP+Thrombin +CaCl:PBS
1:50, h. PRP+Thrombin +CaCl:PBS 1:100, (alle in 50x VergréBerung)

71



VI. Ergebnisse

Medium

W PBS (neg. Kontrolle)
- O VEGF (pos. Kontrolle)

M PRP+Thrombin+CaCl

[ PRP+ Thrombin+CaCl : PBS 1:1
Loo [CIPRP+Thrombin+CaCl : PBS 1:2
[ PRP+Thrombin+CaCl : PBS 1:5
[CJPRP+Thrombin+CaCl : PBS 1:10
[ PRP+Thrombin+CaCl : PBS 1:50
80 = EPRP+Thrombin+CaCl : PBS 1:100

120

60

40

Anzahl Nodes/Tubes pro Well

. =

Nodes Tubes

Nodes und Tubes

Abb. 30: Tube Formation Assay von verdiinntem PRP+Thrombin+CaCl, Blutspender 23 Jahre,
weiblich. Wachstum nach 16 Stunden Inkubation.
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VII. Diskussion

A. Material und Methoden

Zur quantitativen Untersuchung der angiogenen Wirkung verschiedener Blutprodukte
wurde in dieser Arbeit der Nachweis mittels Aortic Ring Assay (ARA) sowie der Tube
Formation Assay (TFA) gewahlt.

In dieser Arbeit wurden PBZs einer hypoxischen extrakorporalen Inkubation
ausgesetzt, um eine Wundumgebung zu simulieren, auf welche die Zellen auf
naturliche Weise mit der Produktion parakriner Proteine reagierten. Ihr Releasate ist
daher reich an parakrinen Proteinen, die die endotheliale Zellmigration und das
Wachstum von neuen Gefallen stimulieren und regulieren (Hadjipanayi et al., 2013;
Hadjipanayi & Schilling, 2013). Im Gegensatz zu exogen zugefihrten
Wachstumsfaktoren entsteht bei der zellvermittelten Angiogenese ein deutlich
robusteres und funktionsfahigeres Gefalinetzwerk (Levenberg et al., 2005; Phelps &
Garcia, 2009; Sieveking & Ng, 2009).

Eine der groRten Herausforderungen in der Angiogeneseforschung besteht darin, eine
geeignete Methode zur Darstellung des GefalRwachstums zu finden. In vitro Assays
sind zwar per se von Nutzen, um spezifische Vorgange darzustellen, kdnnen aber nicht
den gesamten Angiogenese Hergang allumfassend abbilden. Dies ist vor allem der
schieren Komplexitat von in vivo Vorgangen geschuldet (R. Auerbach, Akhtar, Lewis,
& Shinners, 2000; Vailhe et al., 2001).

Aus physiologischer Sicht sollte ein ideales in vitro Modell der Angiogenese multiple
Kriterien erflllen. Es sollte im Allgemeinen alle Grundpfeiler des GefalRneuwachstums
aufweisen, angefangen bei der Losung der Endothelzellen von der Gefalwand bis hin
zur Bildung von Tubes, deren Reifung und Formation zu einem funktionierendem
Gefalnetzwerk (Vailhe et al., 2001). Zudem sollte es kosteneffizient, schnell und
einfach durchflhrbar, reproduzierbar und zuverlassig sein (Jain, Schlenger, Hockel, &
Yuan, 1997). Je nachdem, wie sich die Zellen reorganisieren, kdnnen Angiogenese
Assays in zwei Kategorien unterteilt werden: Zum einen solche, die sich
zweidimensional darstellen (die Zellen entwickeln plan auf der Oberflache eines
Substrates tubulare Strukturen) und Assays, in welchen die Zellmigration
dreidimensional verlauft (die Zellen dringen in die umgebende extrazellulare Matrix
ein) (Vailhe et al., 2001).
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Die in dieser Arbeit verwendeten Modelle eignen sich laut Literatur dazu, die
grundlegenden Mechanismen der Angiogenese zu untersuchen, sowie pro- und
antiangiogene Effekte in einer komplexen Kaskade zellularer und molekularer
Ereignisse zu analysieren (Aplin et al., 2008). Trotzdem stof3en auch sie beim Versuch
physiologische Vorgange zu imitieren an ihre Grenzen, wie im Folgenden verdeutlicht

wird.
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A.1 Aortic Ring Assay

Die Besonderheit des ARA beruht dabei vor allem darauf, dass im Gegensatz zu vielen
bekannten Nachweisverfahren der Assay nicht auf Endothelzellen in einem
Kulturmedium basiert, sondern ein ganzes Organ dreidimensional kultiviert wird
(Bellacen & Lewis, 2009; Goodwin, 2007).

Hierbei kann beobachtet werden, wie Gefalistrukturen aus Segmenten der Aorta in
Richtung Peripherie wachsen und Neovessels die extrazellulare Membran
durchdringen, was physiologischen und pathologischen Vorgangen im adulten
Organismus sehr nahe kommt. Die Offenlegung der luminalen GefaRoberflache fluhrt
somit zur endothelialen Reorganisation und zum Sprouting (Nicosia, 2009). Um die
Invasion der Gefalstrukturen zu ermoglichen, ist beim Versuchsaufbau auf die
Konsistenz des Matrigels™ zu achten. Da es sich bei dem Gel um eine polymere
Substanz handelt (Ferrenq, Tranqui, Vailhe, Gumery, & Tracqui, 1997), muss eine
Dichte erreicht werden, die es zwar Endothelzellen erlaubt, zu migrieren, jedoch ein
Absinken des Aortenringes verhindert. Zu diesem Zweck wurde das Matrigel™ in
einem Verhaltnis von 1:6 mit DMEM w/o Phenol (Life Technologies, Germany)
gemischt und die Well Platten damit gecoatet. Die vom Aortenring ausgehenden
Neovessels sind bemerkenswerterweise anatomisch identisch zu in vivo Formationen,
in welchen sich Perizyten und glatte Muskelzellen den Endothelzellen anlagern
(Nicosia, Bonanno, & Villaschi, 1992; Nicosia & Villaschi, 1995).

Ein Vorteil des ARA gegenlber Zellassays ist die Mdglichkeit, nicht nur einzelne
Zelllinien wie das Endothel anzusprechen, sondern auch intravaskulare Schichten
unterhalb des Endothels zu erreichen, welche an der Angiogenese beteiligt sind (R.
Auerbach et al., 2000). Kritisch sehe ich hierbei den Unterschied zum physiologischen
GefalBwandaufbau. Hierbei erreichen die Blutzellen zwar direkt das Endothel, nicht
jedoch die darunter gelegenen Zellschichten. Andererseits verandert sich im ARA die
Bioverflugbarkeit von angiogenen Faktoren durch das dreidimensionale Setting (Vailhe
et al., 2001). Die Distanz zwischen Aortenring und den Blutprodukten generiert einen
Diffusionsgradienten fur Nahrstoffe, Sauerstoff und stimulierende Faktoren, wie es
auch im lebendigen Organismus der Fall ist (Vailhe et al., 2001).

Dies ist ein mdglicher Grund daflr, weshalb die Ergebnisse zwischen ARA und TFA

teils differieren.
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Doch nicht nur exogen zugeflihrte Wachstumsfaktoren sorgen fiir eine endotheliale
Aussprossung aus den Aortenringen. In den Jahren 1989/1990 konnten die
Arbeitsgruppen um Kawasaki und Nikosia nachweisen, dass allein schon die
mechanische Reizung der Aortenringe durch ihre Praparation dazu fuhrt, dass ein
endogener Mechanismus angestoRen wird, der das GefalRwachstum begunstigt
(Kawasaki, Mori, & Awai, 1989; Nicosia & Ottinetti, 1990). Dies ist eine mogliche
Erklarung fur das Paradoxon, dass auch in der Negativkontrolle AIM im ARA ein
Vessel Sprouting zu verzeichnen war, im Tube Formation Assay eine solche
Response jedoch ausblieb. Bei der Aortenpraparation werden durch Zellen in der
GefalRwand endogene angiogene Faktoren, inflammatorische Zytokine, Chemokine,
extrazellulare Matrixmolekule, sowie proteolytische Enzyme produziert, die die aortale
Angiogenese indizieren (Nicosia, Zorzi, Ligresti, Morishita, & Aplin, 2011). Damit diese
basale Zellaktivitat so weit wie moglich unterdrickt wird, wurde unmittelbar im
Anschluss an die Aortenentnahme aus dem Organismus ein Wachstumsstillstand

mittels opti-MEM® Reduced Serum eingeleitet.

Ein weiterer Kritikpunkt des ARA ist die Anderung der Wachstumsbedingungen
zwischen der Organexplantation und der Kultivierung im Matrigel™, das fortan der
Imitation der extrazellularen Matrix dient (R. Auerbach et al., 2000). Zudem besteht in
der entnommenen Aorta kein Blutfluss mehr, was dazu fuhrt, dass keine mechano-
chemischen Signale mehr generiert werden, die im lebenden Organismus das
Gefallwachstum unterstutzen wurden (Nicosia et al., 2011).

Des Weiteren gilt es zu beachten, dass das Gefallwachstum physiologischerweise
vorranging von MikrogefalRen ausgeht und nicht von HauptgefalRen wie der Aorta
(Bellacen & Lewis, 2009; Goodwin, 2007). Davon abgesehen muss berlcksichtigt
werden, dass die gro3e Zahl an Aortenringen von mehreren Spendertieren stammt.
Auler Acht bleibt, dass unterschiedliche Aorten bzw. Mause auch unterschiedlich
ausgepragt auf Wachstumsfaktoren ansprechen und die Gefallantwort von ,angiogen
potenteren® Mausen von anderen Individuen abweicht (Bellacen & Lewis, 2009; Zhu,
lurlaro, Maclintyre, Fogel, & Nicosia, 2003). Um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen,
wurden daher die Aortenringe aller Mause gleichmalig auf die zu testenden Medien
verteilt.

Schlussendlich erweist sich der Vorteil des dreidimensionalen Wachstums als

hinderlich im Hinblick auf die Quantifizierung des GefalRwachstums (Bellacen & Lewis,
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2009). Es erfordert oftmals das grtindliche Absuchen auf Gefalstrukturen in mehreren
mikroskopischen Ebenen, sowie die damit verbundene Aufnahme mehrerer Fotos.
Wie in Abb. 6.a. und 6.b. deutlich wird, muss dartber hinaus akkurat zwischen ,echten®
proliferierten Gefalten und Fibroblasten ahnlichen Strukturen unterschieden werden.
Zeitlich geht dem Vessel Sprouting die Migration von Makrophagen der Adventitia und
Fibroblasten nach abluminal voraus (Nicosia et al., 2011). Diese Strukturen seien laut
Literatur ab dem ersten bis zweiten Tag nach Ansetzen der Kultur identifizierbar
(Nicosia et al., 2011). Dies lie3 sich auch in den vorliegenden Versuchsreihen
bestatigen. Obwohl die biologische Bedeutung dieser Strukturen bisher unklar ist,
besteht die Vermutung, dass sie dem Endothel als eine Art Leitstruktur beim Sprouting
nach abluminal dienen kénnten (Nicosia et al., 2011). In der Literatur ist ebenso
beschrieben, dass Fibroblasten eine zentrale Rolle in der Kontraktion der
extrazellularen Matrix zukommt (Majno, Gabbiani, Hirschel, Ryan, & Statkov, 1971),
was meiner Meinung nach durchaus sein kann, da bei Ansetzen der ARAs
ausnahmslos alle Aortenlumina einzusehen waren, einige Aortenringe sich jedoch mit

Dauer des Versuchs zusammenzogen und sich verdrehten.

Letztendlich sind die Vorgange im ARA keine exakte Kopie der naturlichen
Angiogenese. Allerdings stellt dieses Organmodell eine Methode dar, den
mehrschrittigen Angiogeneseprozess zufriedenstellend zu rekapitulieren (Vailhe et al.,
2001). Seine Durchfihrung ist zur Quantifizierung und Bewertung angiogener und
angiostatischer Faktoren wenig komplex und kostenglinstig (Nissanov, Tuman,
Gruver, & Fortunato, 1995; Vailhe et al., 2001).

A.2 Tube Formation Assay

Im Versuchsaufbau dieser Arbeit wurden bei der Wahl der Endothelzellen HUVECs
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) fur in vitro Angiogenese Assays verwendet
(Fox, 2001). Ein Grund hierfir ist, dass diese schnell zu beschaffen, einfach zu
isolieren und leicht zu kultivieren sind (Nakatsu & Hughes, 2008). Der Assay beruht
auf der Tatsache, dass HUVECs sich unter dem Einfluss parakriner Proteine zu
kapillarahnlichen Strukturen (CLS) formieren, wenn sie in geringer Dichte auf
Matrigel™ kultiviert werden (Arnaoutova et al., 2009; Arnaoutova & Kleinman, 2010;
Kubota et al., 1988).
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Der Gebrauch von Endothelzellen zum Nachweis von Angiogenese ist der in der
Literatur am haufigsten angewendete (AlMalki, Shahid, Mehdi, & Hafeez, 2014;
DeCicco-Skinner et al., 2014).

Der Tube Formation Assay wurde erstmals 1988 beschrieben. Folglich existiert fur
diesen Versuchsaufbau ein groRer Literaturschatz, welcher belegt, dass sich HUVECs
in diversen Assays ahnlich zu Endothelzellen verhalten, die aus anderen Gefallen
stammen (Nakatsu & Hughes, 2008).

Ein Vorteil bei der DurchfiUhrung des Tube Formation Assays ist, dass er wenig Zeit
erfordert und mehrere Tests parallel durchgefuhrt werden kdnnen, was sich bei
aufwandigen in vivo Studien als organisatorisch schwierig gestaltet (DeCicco-Skinner
etal., 2014). Zudem ist die Methodik leicht zu erlernen und auch die Auswertung zeigt
sich aufgrund der Zweidimensionalitdt des Tube Formation Assays als leicht
reproduzierbar (Goodwin, 2007). Nicht zuletzt erfordert der TFA auch einen bedeutend
geringeren finanziellen Aufwand, als es bei in vivo Tests der Fall ware (R. Auerbach
et al., 2000).

Um optimale Ergebnisse zu erzielen, sollten Zellen zwischen der zweiten und sechsten
Passage verwendet werden (DeCicco-Skinner et al., 2014). Des Weiteren ist darauf
zu achten, dass eine Zellanzahl von 1x108 Zellen / ml eingehalten wird. Bei einer zu
geringen Zelldichte im Assay bestinde die Gefahr, dass nur eine gering ausgepragte
oder gar keine Tube Formation stattfande (DeCicco-Skinner et al., 2014). Andererseits
fuhrt eine zu grolle Zellzahl zur Ausbildung eines Monolayers oder Verklumpung
(DeCicco-Skinner et al., 2014).

Eine Limitation in der Ableitung von endothelialen in vitro Assays auf in vivo Vorgange
zielt auf das Wachstumsverhalten der Endothelzellen ab. Physiologischerweise
handelt es sich bei ihnen um Zellen mit einer der niedrigsten Proliferationsraten im
gesamten Organismus, wenn man ihre Aktivierung durch den Ovarialzyklus,
Schwangerschaften oder in Wunden ausnimmt (Denekamp, 1999). Hinzu kommt eine
breite Heterogenitat unter Endothelzellen. Hierbei sind mikrovaskulare Endothelzellen
an der Angiogenese mafgeblich beteiligt. Sie variieren zwischen einzelnen Organen,
einzelnen Gefallen dieser Organe oder sogar innerhalb individueller Gefalde
(Gumkowski, Kaminska, Kaminski, Morrissey, & Auerbach, 1987; Plendl, Neumuller,
Vollmar, Auerbach, & Sinowatz, 1996). Je nach Herkunftsort der jeweiligen Zellen
erfolgen daher unterschiedlich starke Antworten auf Wachstumsreize und Inhibitoren
(R. Auerbach, 1991; Robert Auerbach & Joseph, 1984; Gumkowski et al., 1987). So
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exprimieren Endothelzellen des Gehirns spezifische Antigene und synthetisieren y-
Glutamyltransferase (Yu & Auerbach, 1999). Andererseits zeigen primitive und Tumor-
induzierte Gefalle eine Hochregulation von Adhasionsmolekilen und spezifischen
Integrinrezeptoren und selbst innerhalb verschiedener Tumorarten wurde eine
organselektive Anhaftung nachgewiesen (Alby & Auerbach, 1984; Robert Auerbach &
Joseph, 1984; Madri, Pratt, & Tucker, 1988; Zetter, 1990). Des Weiteren produzieren
unterschiedliche Endothelzellen verschiedene Zytokine, die sowohl pro- als auch
antiangiogen wirken (R. Auerbach et al., 2000).

Eine weitere Besonderheit dieser Zellen ist ihre Stéranfalligkeit in Zellkulturen,
wahrend sie in vivo aulderst langlebig sind (R. Auerbach et al., 2000). So wirken
geringste Schwankungen im pH-Wert oder der Osmolaritat zytotoxisch (R. Auerbach
et al., 2000). Daher besteht das Risiko, dass im Assay vermeintlich angiostatische
Reagenzien das Zellwachstum hemmen und die Migration unterbinden, aber selbige
in vivo wirkungslos bleiben (R. Auerbach et al., 2000). AuRerdem existiert eine grof3e
Anzahl an zytotoxischen Substanzen, die nicht spezifisch auf Endothelzellen wirken
und somit wenig selektiven Einfluss auf die Angiogenese nahmen (R. Auerbach et al.,
2000).

Bei der Durchfihrung des TFA sollte beachtet werden, dass dieser Kulturansatz nurin
der Lage ist, bestimmte Schritte der Angiogenese, wie der Morphogenese,
widerzuspiegeln und die Proliferation der Endothelzellen nicht berlcksichtigt wird, da
die dritte Dimension der Darstellung fehlt (Goodwin, 2007; Vailhe et al., 2001). Aus
diesem Grund deklarierten Vernon und Sage 1995 die Rolle des zweidimensionalen
Assays als reprasentativ fur nur die Non-Sprouting Angiogenese/ Intussception
(Vernon & Sage, 1995). Wie jeder Assay kann auch dieser Schwachen aufweisen.
Unter allen zweidimensionalen Modellen wird diese auf Matrigel™ basierende
Endothelkultur jedoch als einzige gesehen, die standardisiert genug ist, um dem

Vergleich mit dreidimensionalen Versuchen standzuhalten (Vailhe et al., 2001).

Letztendlich verschaffen sowohl der Aortic Ring Assay als auch der Tube Formation
Assay einen vielversprechenden ersten Uberblick Uber das angiogene Potential
verschiedener getesteter Blutprodukte. Aufgrund der komplexen Natur der vaskularen
Prozesse zwischen dem Gefal, seiner Matrix und dem Gesamtorganismus, sollte der
in vitro Testung jedoch zur Validierung zwangslaufig eine in vivo Studie folgen
(Goodwin, 2007; Patan, 2004).
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B. Steigerung des angiogenen Potentials durch Hypoxie

In dieser Studie wurden PBCs hypoxischen Verhaltnissen ausgesetzt, um die
Produktion angiogener Faktoren zu initiieren. Verschiedene in der Literatur
beschriebene in vitro Studien zeigten bereits einen Einfluss des Sauerstoffgradienten

auf die Freisetzung parakriner Proteine (Cheema, Brown, Alp, & MacRobert, 2008).

Wie hypoxische Verhaltnisse die Angiogenese stimulieren, wurde bereits in der
Einleitung anhand des Transkriptionsfaktors HIF-1a erlautert.

Paradoxerweise kommt es bei Krankheiten mit chronischer Ischamie, wie es bei
Diabetes mellitus oder der pAVK der Fall ist, zu einer stark eingeschrankten adaptiven
Angiogenese in chronischen Wunden (van Weel et al., 2007). Interessant ist hierbei,
dass sich diese Limitierung primar auf die Extremitaten bezieht, wahrend die Fahigkeit
der Gefalneubildung in anderen Geweben desselben Patienten erhalten bleibt
(Hadjipanayi & Schilling, 2013). In der Literatur gilt dahingehend die Annahme, dass
periphere Blutzellen (PBCs) aufgrund wiederholter oder verlangerter hypoxischer
Episoden die Fahigkeit einblUfen, mit einer Hochregulation HIF-1a gesteuerter
angiogener Wachstumsfaktoren zu reagieren (Hadjipanayi et al., 2012; Levy, 1999;
Pichiule & LaManna, 2002; van Weel et al., 2007; A. Yamamoto et al., 2008; Yuan, Li,
Pitera, Long, & Woolf, 2003). In einer Studie von 2007 verglichen Van Weel et al. die
Expression von VEGF und weiteren Angiogenesefaktoren in den amputierten muskel-
ischamischen Gliedmalien von 16 pAVK-Patienten mit nicht-ischamischen Muskeln
von Patienten, die an chronischer Ischamie litten (van Weel et al., 2007). Es zeigte
sich in den muskel-ischamen Gliedmalen eine stark verminderte Genexpression von
angiogenen Wachstumsfaktoren (van Weel et al., 2007). Lediglich akut ischamisches
Gewebe wies eine erhdhte Expression von HIF-1a-abhangigen Genen auf (van Weel
et al., 2007). Dies untermauert die Hypothese, dass kurzzeitig einwirkende Hypoxie
zwar die Ausschittung angiogener Faktoren hochreguliert, diese aber unter
chronischem Sauerstoffmangel heruntergefahren werden (Hadjipanayi & Schilling,
2013).
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C. Vergleich der Angiogeneseinduktion zwischen PRP und

hypoxisch prakonditionierten Blutprodukten

Die Tatsache, dass periphere Blutzellen (PBZs) im Uberfluss vorhanden und leicht zu
extrahieren sind, macht diese zum idealen Zellmaterial fur autologe
Angiogenesetherapien, z.B. in der Wundheilung, da sie sofort gebrauchsfertig sind und
eine lange Kultivierung nicht nétig ist (Hadjipanayi et al., 2013). Wenn es somit méglich
ware, das chronisch ischamische Gewebe mit der gesamten Bandbreite an
Angiogenesefaktoren zu versorgen, die normalerweise vorhanden sind, ermdéglichte
dies eine erneute adaptive Angiogenese (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Zudem
kénnte der Einsatz hypoxisch prakonditionierter Sekretome die Durchblutung von
autologen Transplantaten (Haut-, Fett-, Muskel-, oder Knochentransplantate)
verbessern und damit ihre Einheilungszeit verklrzen (Hadjipanayi & Schilling, 2014).
Da es sich bei PBZs um patienteneigene Zellen handelt ist das Risiko
immunologischer Abstol3ungsreaktionen oder Entziindungen sehr gering (Hadjipanayi
et al., 2013). Man kann hierbei folglich von einer individuellen, eigens auf den
Patienten zugeschnittenen angiogenen Therapie sprechen (Hadjipanayi et al., 2013;
Ozturk et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde Vollblut mit und ohne Gerinnungshemmer Uber 4 Tage bei 37°C
(der physiologischen Kdorpertemperatur) und unter physiologischer Hypoxie bei 1-5%
Sauerstoff gelagert (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Aus dem Uberstand des Vollblutes
entstand Hypoxia preconditioned Plasma (HPP) und aus dem Uberstand des
antikoagulierten Blutes Hypoxia preconditioned Serum (HPS). Weitere entscheidende
Faktoren sind die Wahl des verwendeten Antikoagulans bzw. Koagulans. In dieser
Arbeit wurde sich fur Citrat als Antikoagulans entschieden, da dieses die Membran der
Blutplattchen nicht beeinflusst und die Antikoagulation einfach durch Beigabe von
Calciumchlorid aufgehoben werden kann (Anitua, 1999; Landesberg, Roy, &
Glickman, 2000). Zwar wurde in einer zweiten Untersuchungsgruppe PRP mit
Calciumchlorid und Thrombin aktiviert, hinsichtlich der klinischen Anwendung sei
jedoch erwahnt, dass der Gebrauch von bovinem Thrombin das potenzielle Risiko
einer Koagulopathie birgt (Cmolik, Spero, Magovern, & Clark, 1993; Landesberg et al.,
2000; Spero, 1993). Zudem ist beim Gebrauch von Citrat der Anteil an vorzeitig

aktivierten Plattchen bei der Blutgewinnung geringer als beispielsweise bei EDTA-
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Antikoagulation (Efeoglu et al., 2004). Meine erbrachten Ergebnisse im Abschnitt V.A
zeigen letztendlich keine Uberlegenheit des PRP gegeniiber HPP oder HPS und zwar
unabhangig davon, wie es aktiviert worden ist. Die Notwendigkeit einer Aktivierung
zwecks Faktorfreisetzung entfallt im Falle von HPP oder HPS.

Interessant scheint hierbei besonders HPP, welches wie auch PRP Fibrinogen
beinhaltet. Das Fibrinogen wird durch (physiologischen oder externen) Kontakt mit
Thrombin zu Fibrin gespalten. Durch Quervernetzung mit Faktor Xl entsteht eine
dreidimensionale Fibrinmatrix, die einen Teil der Angiogenesefaktoren zurtickhalt und
aulRerdem ein temporares Gerust fir endogene Zellen darstellt (Anitua et al., 2012). In
den vorliegenden Versuchen stellte sich HPS jedoch mit HPP und PRP verglichen als
gleichwertig dar.

Das Besondere an diesen Kulturmedien ist, dass ihre Zusammensetzung hinsichtlich
Konzentration und Verhaltnis von der GroRe der vorliegenden patienteneigenen
Zellpopulationen abhangig ist (Di Santo et al., 2009; Hadjipanayi & Schilling, 2014).
Diese Feststellung konnte auch erklaren, dass trotz identischer Aufbereitung der

Spenderblutproben unterschiedliche Ergebnisse in den Assays erzielt wurden.

Hadjipanayi et al. konnten 2013 beobachten, dass es durch die hypoxisch
prakonditionierten PBZs gesunder Probanden zu einer signifikant unterschiedlichen
VEGF Expression kommt (Hadjipanayi et al., 2013). Zu erklaren ware dies
moglicherweise durch individuelle Differenzen im HIF System selbst (Brooks et al.,
2009). Diese Heterogenitat weist auf eventuelle Unterschiede in den Anforderungen
an die adaptive Angiogenese und damit auf eine suffiziente Wundheilung hin
(Hadjipanayi & Schilling, 2014). Auch dies ware ein Erklarungsansatz fur die
unterschiedlichen Ergebnisse der Blutderivate verschiedener Blutspender der

vorliegenden Arbeit.

In der Literatur ist seit langerer Zeit bekannt, dass die Aktivitat des Zellmetabolismus
direkt mit der Proteinsynthese selbiger Zellen korreliert (Burdon, 1987). Vor diesem
Hintergrund liegt die Annahme nah, dass die Expression angiogener
Wachstumsfaktoren ebenso stark temperaturabhangig ist. Daher haben Hadjipanayi
et al. anhand des VEGF-Spiegels isolierte PBZ Blutkulturen bei 20°C
(Raumtemperatur) und bei 37°C (Korpertemperatur) beobachtet (Hadjipanayi et al.,

2013). Es zeigten sich bei 37°C VEGF Konzentrationen, die 3-mal héher ausfielen, als
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in der Vergleichsgruppe unter Raumtemperatur (Hadjipanayi et al., 2013). Diese
Feststellung zeigt die Bedeutung der physiologischen Umgebungstemperatur, unter
welcher auch in der vorliegenden Arbeit PBZs extrakorporal zu konditionieren waren.
Es qilt jedoch zu beachten, dass der VEGF Spiegel schon bei der Blutabnahme steigt,
da hierbei die Intima des Blutgefalles durch die Punktion iatrogen verletzt wird. Es
resultiert eine Aggregation der Thrombozyten, welche vasoaktive Substanzen wie
VEGEF freisetzen (Maloney et al., 1998). In meinem Versuchsaufbau ist dies jedoch ein
unumganglicher Storfaktor. Da jedoch die Blutentnahme aller Testmedien unter
denselben Bedingungen vonstatten ging, gehe ich davon aus, dass die Level der
Wachstumsfaktoren immer dieselben waren.

Doch nicht nur Thrombozyten und Granulozyten, sondern auch die peripheren
mononuklearen Zellen sind Produzenten von angiogenen Proteinen (de Paulis et al.,
2006; Hadjipanayi et al., 2013; Kusumanto, Dam, Hospers, Meijer, & Mulder, 2003;
Maloney et al., 1998; McCourt, Wang, Sookhai, & Redmond, 1999; Puxeddu et al.,
2005). Da die entsprechenden Vollblutprodukte bei ihrer Testung im Aortic Ring Assay
und im Tube Formation Assay unterschiedlich vorbehandelt waren, differieren
mutmallich auch die Konzentrationen an Wachstumsfaktoren im Endprodukt.

Die Versuchsergebnisse unter Abschnitt V.A legen nahe, dass flr die Freisetzung von
parakrinen Proteinen in Plasma und HPP das Vorliegen von Calcium zwingend
notwendig ist. Dies erklart, weshalb es unter EDTA-Antikoagulation weder zu einem

Vessel Sprouting im ARA, noch zu einer Formation von Nodes und Tubes im TFA kam.

Die hypoxische Konditionierung der Zellen kann entweder durch einen Sauerstoff-
kontrollierenden Inkubator erfolgen oder durch eine hypoxische Mikroumgebung, in
welcher der niedrige Sauerstoffgehalt durch den eigenen Sauerstoffverbrauch der
Zellen entsteht (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Letztere bringt den Vorteil mit sich,
dass die Zellen keiner kunstlichen Umgebung ausgesetzt sind, sondern sich die Zellen
in ihrer selbst regulierten Hypoxie sehr naturlich in enger Anlehnung an in vivo
Konditionen verhalten (Hadjipanayi & Schilling, 2014 ). Dies hatte zudem den positiven
Effekt einer erleichterten und glinstigeren klinischen Anwendung, da ein spezieller

Sauerstoff-kontrollierender Inkubator nicht mehr notig ware.

Da bereits nachgewiesen werden konnte, dass sich die Faktor-Expression der PBZs

in Laufe der Zeit andert (Hadjipanayi et al., 2013), schien die Dauer der
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Konditionierung eine geeignete Stellschraube in Bezug auf Faktor-Konzentration und
-Verhaltnis. Unsere Arbeitsgruppe zeigte zuvor, dass die VEGF Freisetzung in
Hypoxie-konditionierten PBZs hochreguliert war, die Expression des antiangiogenen
Faktors TSP-1 jedoch erst hoch- und dann unter Iangerer Hypoxie herunterreguliert
schien (Hadjipanayi et al., 2013). Auch andere Autoren diskutierten bereits den
moglicherweise inhibierenden Effekt der Hypoxie auf die antiangiogene
Signalkaskade, die eine Anpassung sein kénnte, um auch unter Hypoxie langfristig die
Angiogenese ermaoglichen zu kdnnen (Hadjipanayi et al., 2013; C. J. Hu et al., 2006;
Laderoute et al., 2000; Tenan et al., 2000). Dieses zeigt vor allem, wie anhangig die
Angiogenese von einer dynamischen, fein abgestimmten Balance pro- und
antiangiogener Faktoren ist. Von diesen Erkenntnissen ausgehend, vermuteten wir,
dass eine Hypoxie-Inkubation von 4 Tagen versus 7 Tagen eine veranderte
Angiogenese Response im Tube Formation Assay generieren wirde. Diese Annahme
konnte in den vorliegenden Versuchen jedoch nicht bestatigt werden (s. Abb. 13 und
14) .

Auch wenn hypoxischer Stress die Zellen dazu anregt, Wachstumsfaktoren
auszuschultten, so geht dieser Effekt auch mit einem vermehrten Zelltod einher
(Cheema et al., 2008; Hadjipanayi et al., 2013). Denn obwohl die verwendeten
hypoxisch prakonditionierten Blutprodukte (hypB) autologen Ursprungs sind, birgt das
Einbringen apoptotischer Zellen die Gefahr einer immunologischen oder
inflammatorischen Reaktion (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Im Fall von PRP ware das
Produkt jedoch sofort gebrauchsfertig, ohne einen groRen Teil an Zelldetritus zu
beinhalten. Aus diesem Grund mussten bei dem Gebrauch von HPP und HPS vor der
Anwendung am lebendigen Organismus entsprechende Sekretome vorher gefiltert
werden, um zellulare Komponenten zu eliminieren (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Ein
entsprechendes Filtersystem wurde fur das Beispiel HPP bereits von Hadjipanayi et

al. entwickelt (Hadjipanayi et al., 2013).

Lange Zeit wurde die Plattchen Aktivierung in PRP und die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren aus ihren Granula als vielversprechende Strategie gesehen, um
die Angiogenese zu induzieren (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Trotzdem sollte nicht
auller Acht gelassen werden, dass neben den proangiogenen Faktoren ebenso eine

grolde Menge an angiostatischen Faktoren, wie z.B. PF-4 (Platelet Factor-4) oder TSP-
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1 (Thrombospondin-1) aus den Plattchen freigesetzt wird (Hadjipanayi & Schilling,
2014). In Plattchenkonzentraten wie PRP kommen solche Faktoren in unphysiologisch
hohen Konzentrationen vor und sind daher in der Lage, die angiogene Response
negativ zu beeinflussen (Hadjipanayi & Schilling, 2014). Dies konnte der Grund dafur
sein, dass der Erfolg von PRP-Therapien bei chronischen Wunden in klinischen
Studien bislang ausblieb (Carter, Fylling, & Parnell, 2011; Martinez-Zapata et al., 2016)
und auch im durchgefihrten ARA und TFA zu keiner starken Ausbildung von
Gefalstrukturen fuhrte. Verglichen mit Plattchenprodukten bietet die hypoxische
Prakonditionierung von Serum oder Plasma eine natlrliche Steigerung der
Wachstumsfaktorausschuttung aus peripheren Blutzellen, ohne sich nur auf die
Faktoren aus der Plattchengranula zu beschranken (Hadjipanayi & Schilling, 2014).
Dies trifft besonders auf HPP zu, in welchem durch Antikoagulation keine
Plattchenaktivierung stattfindet. In vorherigen Studien fanden sich in HPP PF-4
Konzentrationen, die bis zu 30% geringer waren, als in Serum (Hadjipanayi et al.,
2013).

Zudem muss die Frage aufgeworfen werden, in wie fern Thrombozyten Uberhaupt
stimulierend auf die Angiogenese in Wunden wirken. Wahrend der Wundheilung sind
Blutplattchen vor allem in der Initialphase der Entzindung aktiv und vermitteln die
primare Hamostase wenige Minuten nach der Gewebeverletzung (Midwood, Williams,
& Schwarzbauer, 2004; Reinke & Sorg, 2012). Erst nach 3-4 Tagen kommt es in der
Granulationsphase der Wundheilung zum Einsetzen der Angiogenese, bei der
verschiedene Stimuli auf die Thrombozyten einwirken und pro- oder antiangiogene
Faktoren freigesetzt werden (Chatterjee et al., 2011; Reinke & Sorg, 2012; P. H. Wang,
Huang, Horng, Yeh, & Chen, 2018). Moglicherweise wirken Thrombozyten daher eher

regulatorisch, anstatt die Angiogenese zu induzieren (Hadjipanayi & Schilling, 2014).

Der Einsatz von hypB in (chronischen) Wunden bietet somit die Moglichkeit, PBCs
einer naturlichen, hypoxischen Wundsimulation auszusetzen. Dem
minderperfundierten Gewebe wird somit eine feinjustierte Zusammensetzung an pro-
und antiangiogenen Proteinen zur Verfligung gestellt, obwohl das komplexe
Zusammenspiel an Wachstumsfaktoren noch nicht vollstandig entschlusselt ist
(Hadjipanayi & Schilling, 2013).

85



VII. Diskussion

D. Steigerung der Angiogenese durch Verdiinnung hypoxisch

prakonditionierter Blutprodukte

In meinen Versuchen wurde deutlich, dass unverdinnte Blutderivate sowohl im Aortic
Ring Assay, als auch in Tube Formation Assay eine schwachere
Angiogeneseresponse generierten, als bei der Verwendung in bestimmten
Verdinnungen.

Diese Feststellung scheint zunachst paradox, geht man davon aus, dass sich eine
hohe Konzentration an Wachstumsfaktoren proportional zum Gefallwachstum verhait.
Es darf jedoch nicht auRer Acht gelassen werden, dass die Zellen in beiden Assays
unphysiologisch hohen Mengen an Wachstumsfaktoren ausgesetzt sind. Denn
wahrend entsprechende parakrine Proteine im Korper zwar lokal wirken und sich in
das umliegende Gewebe verteilen und abgebaut werden, sammeln sich die
Wachstumsfaktoren in den Assays auf kleinstem Raum.

Im ARA wurde jeweils am 3. und am 5. Tag nach Ansetzen des Assays ein
Medienwechsel vollzogen, um zu gewahrleisten, dass der Gehalt an angiogenen
Faktoren im Medium konstant bleibt.

Zur Schonung des Matrigels™ wurden jeweils 120 pl des alten Mediums enthommen
und 150 ul des neuen Mediums hinzugefiugt. Wenn nun von einem Absinken der
Wachstumsfaktoren mit Diffusion in die Gelmatrix ausgegangen wird, hatte dies zur
Folge, dass der Gehalt an Wachstumsfaktoren keinesfalls gleich bliebe, sondern sich
konsekutiv mit jedem Medienwechsel erhoht. Da ein Medienwechsel lediglich im ARA,
nicht jedoch im TFA erfolgte, bewerte ich auch dies als Grund fur unterschiedliche
Wachstumsergebnisse zwischen den Assays.

Somit kann auch der pro-angiogene Faktor VEGF, in grol3en Mengen verwendet, das
GefaRwachstum negativ beeinflussen, indem funktionslose, pordse Gefalde entstehen
(De Rossi et al., 2013; Rouwkema, Rivron, & van Blitterswijk, 2008). Dies passt zu der
Feststellung, dass VEGF als Positivkontrolle in meinen Versuchen ein deutlich
geringeres Wachstum im ARA und TFA generiert, als es in Vollblutderivaten wie
Serum und Plasma der Fall ist. Nichtsdestotrotz wird allein durch den Versuchsaufbau
des ARA ein Verduinnungseffekt der Blutprodukte erzielt. Denn wahrend die HUVECs
im Tube Formation Assay unmittelbar von den Blutderivaten umgeben sind, findet im
ARA eine Diffusion der Wachstumsfaktoren durch das Matrigel hindurch in Richtung

des Aortenringes statt. Diese zusatzliche Verdinnung der Faktorkonzentration ist
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daher auch ein moglicher Erklarungsansatz dafiir, dass das Angiogenesemaximum
verschiedener (vorverdunnter) Blutprodukte in den Assays bei unterschiedlicher
Verdunnungsstarke erzielt wurde.

Wie eingangs erwahnt, wird das Milieu von Wachstumsfaktoren in einer Wundsituation
durch eine feine Balance pro- und anti-angiogener Proteine bestimmt. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass fur eine suffiziente Gefalneubildung neben den
stimulierenden Faktoren auch eine Inhibition notwendig ist.

So ist seit einiger Zeit bekannt, dass der angiostatische Faktor PF-4 mit VEGF
interagiert und Uber Modulation der Zellmigration VEGF in seiner angiogenen Wirkung
unterstutzt (Hang et al.,, 2013). Wenn nun in unseren Versuchen das jeweilige
Sekretom verdinnt wurde, so blieb das Verhaltnis der Wachstumsfaktoren gleich. Es
wurde beobachtet, dass die Ausbildung von Sprouts im ARA, sowie Nodes und Tubes
im TFA jedoch ihr Maximum dann fand, wenn ein Blutderivat verdinnt wurde. Bei
weiterer Verdinnung nahm jedoch die Angiogeneseresponse ab. Wir gehen daher
davon aus, dass sich die Wirkung der angiogenen und angiostatischen Proteine nicht
linear verhalt. Eine Hemmwirkung wird vor allem bei entweder sehr hohen oder sehr
niedrigen Konzentrationen erzielt. So kdnnte auch der bisher ausgebliebene klinische
Erfolg in der Behandlung chronischer Wunden durch PRP zu erklaren sein
(Hadjipanayi & Schilling, 2014; Sclafani & McCormick, 2012; Stammers et al., 2009;
Weller, Gardiner, Arthur, Southey, & Andrews, 2019; Zhang et al., 2019), da hier mit
einer groen Menge an Thrombozyten eine ebenso grofle Konzentration an

Wachstumsfaktoren ausgeschiittet wird.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die ungleichen Wachstumsmaxima beider Assays
ist, dass die Zellen im ARA und im TFA unterschiedliche Wachstumsfaktoren
bendtigen. Da der ARA nicht nur Endothelzellen beinhaltet (siehe Kapitel VI.A.1 ,Aortic
Ring Assay®), braucht er Wachstumsfaktoren fur die Initiation des Abbaus der
extrazellularen Matrix, der Zellmigration, der Zellproliferation und der strukturellen
Reorganisation.

Der Tube Formation Assay, welcher aus Endothelzellen besteht, erfordert lediglich das

Vorhandensein der Wachstumsfaktoren fur die Zellmigration, wie z.B. PDGF.

87



VII. Diskussion

E. Limitationen

Die Interpretationsmoglichkeiten dieser Arbeit werden dadurch eingeschrankt, dass
die Testreihen mit nur vier Blutspendern durchgefihrt wurden. Daher dienen die
Ergebnisse prinzipiell einer ersten Orientierung im Sinne einer Grundlagenforschung
zur Hypothesengenerierung, die es jetzt ermdglicht, diese Daten mit grélieren
Patientenreihen zu verifizieren. Denkbar ware dann die Blutaufbereitung nicht nur, wie
hier gezeigt, von jungen, gesunden Spendern sondern insbesondere von Patienten
mit eingeschrankter adaptiver Angiogenese. Zu nennen sind hier besonders Diabetiker
und Patienten mit peripherer arteriellen Verschlusskrankheit. Da sich diese
Patientengruppen im klinischen Alltag oftmals multimorbide darstellen und
polypharmakologisch behandelt werden, wirft sich zudem die Frage auf, ob und wie
beispielsweise Antihypertensiva, Statine oder Antidiabetika das Gleichgewicht der
Angiogenesefaktoren im Blut beeinflussen. Nicht zu vergessen handelt es sich in
einem solchen Patientenkollektiv mit chronischen Wundheilungsstorungen zumeist um
altere Patienten mit verlangsamtem Metabolismus, die nicht selten zusatzlich mit einer
bakteriellen Superinfektion zu kdmpfen haben. Praxisrelevant ist daher also auch die
Frage, wie sich bestimmte Bakterienstamme oder ihre antibiotischen Therapien auf
die pro- und anti-angiogene Balance im Blut auswirken, da es zu starken
intraindividuellen Schwankungen in der Faktorzusammensetzung zu kommen scheint.
Um welche Angiogenesefaktoren es sich genau handelt und welche der vielen
bekannten Faktoren eine Rolle spielen, misste zudem in einer quantitativen
Proteinanalyse (z.B. ELISA) eruiert werden. Ebenso ist auch der genaue molekulare

Mechanismus der hier aufgefuhrten Verdunnungseffekte ungeklart.

Eine weitere Limitation der Versuchsergebnisse besteht darin, dass der Ursprung der
im ARA verwendeten Aorten nicht human, sondern murin ist. Lediglich die getesteten
Blutprodukte stammen von menschlichen Spendern. Somit wird die Aussagekraft der
angiogenen Reaktion im ARA auf die verschieden aufbereiteten Blutprodukte

eingeschrankt.
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F. Ausblick

Die Erkenntnisse dieser Arbeit spiegeln nur die angiogene Wirkung hypoxisch
prakonditionierter Blutprodukte in vitro wider.

Sollten sich die Ergebnisse in klinischen Studien mit Patienten, welche an
stenosierenden GefalRerkrankungen leiden, reproduzieren lassen, ware der nachste
Schritt die Entwicklung einer geeigneten Wundauflage. Diese Erkenntnisse erdffnen
somit die Moglichkeit auf eine neuartige, auf den Patienten angepasste,
personalisierte Therapie, die die Dauer von Hospitalisierungen womaoglich drastisch

reduziert.
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VIll. Zusammenfassung

Angiogenese ist eines der Hauptmerkmale fur eine Vielzahl an Pathologien wie
Krebserkrankungen oder chronischen Entzindungsvorgangen. Eine
Angiogeneseinduktion eroffnet die Maoglichkeit, insbesondere ischamische
Krankheitsbilder mit unzureichender Wundheilung der Haut zu behandeln.

Dies ist wissenschaftlich und sozio-6konomisch von gro3em Interesse, da okklusive
Gefalderkrankungen heutzutage die Haupttodesursache in den Industriestaaten
darstellen und ihre Verbreitung demografisch bedingt langfristig zunimmt (Chicharro-
Alcantara et al., 2018; Selvin & Erlinger, 2004).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, mit Hilfe des dreidimensionalen Aortic
Ring Assays und des zweidimensionalen Tube Formation Assays das angiogene
Potenzial hypoxisch prakonditionierter Blutprodukte zu evaluieren.

Bedeutende Vorteile der getesteten autologen hypoxisch prakonditionierten
Blutprodukte sind ihr einfacher und kostenglnstiger Herstellungsprozess, sowie ihre
gute Vertraglichkeit aufgrund der autologen Herkunft des individuell fur den Patienten
produzierten Produktes.

In unseren Versuchen wurde deutlich, dass eine Zeitverlangerung der Inkubation
keinen wesentlichen Einfluss auf die angiogene Wirkung von hypoxisch
prakonditionierten Blutprodukten hat. Jedoch konnte gezeigt werde, dass durch
Verdunnung diverser Blutderivate ein verstarktes GefalRwachstum in vitro erzielt
werden kann.

Dies erklart sich vermutlich durch die absolute Hemmwirkung von Wachstumsfaktoren,
welche entweder in sehr hohen oder sehr niedrigen Konzentrationen auf gefalleigene
Zellen einwirken.

Gelange eine Translation der hier erreichten in vitro Vorgange auf die klinische
Anwendung, so kann durch eine bestimmte Balance von pro- und anti-angiogenen

Proteinen die lokale Angiogenese in minder perfundierten Wunden gesteigert werden.
Die spatere klinische Anwendung von hypoxisch prakonditionierten Blutprodukten in

der Wundheilung kdnnte zwar die Regenerationsdauer verringern, jedoch vermag sie

vorerst essentielle konventionelle Behandlungsmethoden nicht zu ersetzen. So wird
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auch in Zukunft beispielsweise das Débridement von nekrotischem Gewebe bis auf
weiteres unumganglich sein.

Durch die vorliegenden Arbeit wurden Grundlagen der Angiogenese eruiert, welche es
ermoglichen konnten, bestehende Therapieansatze zu verbessern. Hierzu bedarf es

im nachsten Schritt jedoch klinischer Studien.
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