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1 Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie, Risikofaktoren, Histologie und Behandlungsfolgen von
Kopf-Hals-Tumoren

Etwa 30 Prozent aller Krebserkrankungen im Bereich von Kopf und Hals sind Tumore
der Mundhdéhle. Es handelt sich dabei in der Schleimhaut von Wangen, Mundboden,
Zunge, Ober- und Unterkiefer, Alveolarkammer, retromolarem Dreieck, hartem und
weichem Gaumen sowie Lippen, in der Uberwiegenden Anzahl um Plattenepithelkar-
zinome. Diese Karzinome stehen der Haufigkeit nach weltweit an 6. Stelle aller Krebs-
erkrankungen (Mishra, 2012). Die jahrliche Inzidenz wird weltweit auf Gber 350.000
Falle geschéatzt, die Mortalitatsrate belief sich 2018 auf 177.384 (Bray et al., 2018).
Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts nahm die Zahl der jahrlich neu aufgetretenen
Krebserkrankungen im Kopf-Hals-Bereich zwischen den Jahren 1980 bis 2006 um
35% bei Frauen und um mehr als 80% bei Mannern zu. Als wichtigste Risikofaktoren
sieht das Robert-Koch-Institut Tabak- und Alkoholkonsum sowie eine chronische In-
fektion mit humanen Papillomviren (Robert-Koch-Institut, 2016). Die Entstehung der
Tumore im Kopf-Hals-Bereich wird auBerdem mit der Exposition bestimmter Stoffe,
wie Asbest, Arsen, Nickel, Chrom oder polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
in Zusammenhang gebracht (Schlesinger-Raab et al., 2014). Fiur einige Unterarten
dieser Krebserkrankungen stehen als Ausléser auch Viren, HPV-16 bei Mundhdhlen-
und Larynx-Karzinomen (Gillison, 2008), und Ernahrungsfaktoren zur Diskussion
(Robert-Koch-Institut, 2017). Ebenso kénnen schlechte Mundhygiene und chronische
Traumen der Mundschleimhaut durch Prothesen oder Zahne die Gefahr einer Erkran-
kung steigern. Bei positiver Familienanamnese wird ein erhdhtes Risiko von 3,5 ange-
nommen, an einem Kopf-Hals-Tumor zu erkranken (Anaya-Saavedra et al., 2008).
Das mittlere Manifestationsalter betragt 60 +/- 15 Jahre, wobei Manner ca. viermal so
haufig betroffen sind wie Frauen (Ferlay et al., 2018; Pisani et al., 1999). Etwa 90
Prozent dieser Krebserkrankungen sind Plattenepithelkarzinome. Dabei handelt es
sich um maligne Tumore von Epithelien der Haut und Schleimhaut, die engl. als head
and neck squamous cell carcinoma; und deutsch als Plattenepithelkarzinom des Kop-
fes und Halses bezeichnet werden (Hoffman et al., 1998).

Solide Tumore werden primar oder adjuvant, das hei3t nach Operation, mit Bestrah-
lung therapiert. Dies hat insbesondere zur Folge, dass die Speicheldriisen in diesem
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Bereich einen Funktionsverlust erleiden, was zu
einer Einschrankung der Speichelproduktion
fohrt. Die Folgen sind Xerostomie, die soge-
nannte Mundtrockenheit, Karies und auch Infek-

tionen durch Pilzbefall, siehe Abbildung 1. Vo
\ : T, u“

Es kdnnen starke Probleme mit dem Schlucken Abbildung 1: _ Bild einer Mundhdhle
auftreten, da die Nahrung nicht mehr in ausrei- [t Xerostomie

Zu sehen sind 1. an den Mundwinkeln
chendem MaBe eingespeichelt werden kann. ~ Rhagaden, 2. am lateralen Zungenrand

Pilzbefall, 3. am Oberkiefer Zahnersatz bei

Gerade diese Schwierigkeiten vermindern die 4 M- Extraktion.

Lebensqualitat des Patienten in hohem MaBe. Aus den genannten Griinden gab es
zahlreiche Versuche, Speicheldrisengewebe neu anzuzlchten. Bereits im Jahre 1971
konnte von HANKS und CHAUDHRY gezeigt werden, dass sich Speicheldriisen bei
Ratten nach partieller Entfernung sehr gut erholen kénnen (Hanks und Chaudhry,
1971). Aus der Arbeitsgruppe des Niederlanders COPPES wurde 2008 ein mglicher
klinischer Ansatz zur Anregung von Zellwachstum von Driisengewebe durch Stamm-
zelltransplantation beschrieben (Lombaert et al., 2008). Auch die Generierung einer
artifiziellen Kopfspeicheldriise ist Gegenstand verschiedener Forschungsbemuhun-
gen. Deshalb knipft die vorliegende Arbeit an diesen Erfolg von LOMBAERT et al. an,
die Speicheldriisengewebe nach einer Schadigung durch Strahlen- und Chemothera-
pie regenerieren half.

1.2 Therapieansatze zur Regeneration einer geschéadigten Speicheldriise

Weltweit arbeiten Forschungsteams an der Entwicklung neuer medikamentdser The-
rapien. So untersuchte eine Arbeitsgruppe um FISHER et al. (2003) den Einsatz des
Medikaments Pilocarpin zur Reduzierung strahlenbedingter Xerostomie. Die Phase llI-
Studie fuhrte jedoch nicht zu dem gewtinschten Ergebnis. Zwar war die Speichelpro-
duktion nach Strahlentherapie im Kopf- Hals-Bereich gegenlber der Placebogruppe
erhéht, jedoch waren die damit verbundenen Nebenwirkungen so gravierend, dass
diese eine gréBere Rolle auf die Lebensqualitat gespielt hatte.

Gegenstand aktueller Forschungen ist es auch, die Auswirkungen der Strahlenthera-
pie auf das betroffene Gewebe zu minimieren. Erste Ergebnisse von WASSERMAN et
al. (2005) zeigten hier eine vielversprechende Tendenz, insbesondere mit dem Medi-
kament Amifostin. Anschlussstudien konnten diese jedoch nicht bestatigen (Rudat et
al., 2008).
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Generell berichten Betroffene vor allem von einer unangenehmen Mundtrockenheit.
Diese ist verursacht durch eine Verminderung der Speichelsekretion aufgrund der
Strahlentherapie. Dabei ist zu beachten, dass der Begriff Xerostomie (griech.: xeros =
trocken, stoma = Mund) keine Diagnose ist, vielmehr beschreibt er zunachst nur das
subjektive Empfinden einer Mundtrockenheit. Die Hyposalivation hingegen entspricht
einer tatsachlich eingeschrankten Speichelproduktion wobei die Oligosialie einen ver-
minderten Speichelfluss bezeichnet. Kann Uberhaupt kein Speichelfluss mehr nachge-
wiesen werden, liegt eine Asialie vor (Orellana et al., 2006).

Aus therapeutischer Sicht gibt es einige Mdglichkeiten, die postradiogene Mundtro-
ckenheit zu minimieren. Eine Mdglichkeit stellt die chirurgische Verlegung der Spei-
cheldrisen dar. Exemplarisch ist hier die Technik der sogenannten Autotransplanta-
tion der Unterkieferspeicheldriise nach HAGEN (2016) zu nennen. Bei diesem chirur-
gischen Verfahren wird die Submandibularspeicheldriise in den Unterarm des Patien-
ten vor Beginn der Radiotherapie autotransplantiert und 2-3 Monate nach Abschluss
der Bestrahlung in den Mundbodenbereich reimplantiert. Eine Studie unter Einschluss
einer h6heren Patientenanzahl steht aktuell aus.

In einzelnen Studien konnte auch ein Effekt durch eine nicht invasive Intervention auf
die Mundtrockenheit gezeigt werden. Eine verbesserte Speichelflussrate durch Aku-
punktur wurde wahrend und nach Durchfihrung beobachtet (Blom et al., 1992). In ei-
ner Metaanalyse aus dem Jahre 2018 konnten die Verbesserungen der Speichelfluss-
rate jedoch nicht bestatigt werden (Assy und Brand, 2018). Haufig werden auch medi-
kamentdse Therapien eingesetzt, um den Speichelfluss zu verbessern. Es handelt sich
dabei um das systemisch wirkende Acetylcholin-Analogon Pilocarpin (Fisher et al.,
2003). Bei der Anwendung sind somit unerwiinschte Nebenwirkungen aufgefallen, die
in einer Metaanalyse aus dem Jahr 2014 detailliert erfasst wurden. Ubelkeit, Erbre-
chen, erniedrigter Blutdruck und allergische Reaktion traten bei mindestens 4 % der
untersuchten Patienten mit einer Wirkung von Grad 3-4 nach dem Einteilungsprofil der
RTOG auf (Gu et al., 2014).

Im Jahr 2000 beschrieben JHA et al. eine weitere Mdglichkeit, die drohende Entwick-
lung der Mundtrockenheit, ausgeldst durch die Bestrahlung, zu verhindern: Sie verleg-
ten die Drisen in den submentalen Bereich, zwischen Kinn und Zungenbein, um auf
diese Art Beeintrachtigungen durch Strahlenschaden zu vermeiden (Jha et al., 2000).
SAIBISHKUMAR et al. (2007) entwickelten das Verfahren der intensitdtsmodulierten
Radiotherapie (engl. Intensity-modulated radiotherapy, IMRT). Durch IMRT lasst sich
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eine deutliche Verbesserung der Dosisverteilung erreichen. Unter anderem ist es mit
der Therapie mdglich, die Intensitat der Strahlendosis innerhalb eines Bestrahlungs-
feldes zu modulieren. Es wird also nicht mehr eine Gber das gesamte Bestrahlungsfeld
gleichmaBige Dosisverteilung gewahlt, sondern das Feld wird in viele kleine Teilberei-
che zerlegt, die mit jeweils unterschiedlicher Intensitat und damit auch in unterschied-
lichen Dosen bestrahlt werden. Der Querschnitt eines Strahlenbiindels hat nun an je-
dem einzelnen Punkt seines Feldes die gewlnschte Intensitat (Zabel et al., 2002). Eine
essenzielle Bedingung bei der Technik der IMRT ist die Lagerungsgenauigkeit. Bei
minimalen Anderungen in der Position des zu bestrahlenden Bereiches kann es zu
einer hdheren Belastung von Risikostrukturen oder einer inkompletten Erfassung des
Zielvolumens, beispielsweise durch geringgradige Rotation des Kopfes kommen. Aus
diesem Grund sind h6chste Préazision bei der Fixierung und der Lagerung des Patien-
ten notwendig (Sterzing et al., 2011).

1.2.1 Gentherapeutischer Ansatz
Ein gentherapeutischer Therapieansatz besteht darin, die normale Speichelsekretion
nach Behandlung durch Radiatio wiederherzustellen. Daflir kann das Gen fur Aquapo-
rin 1 (AQP1) durch einen adenoviralen Ansatz in die Zelle transfiziert werden, siehe
Abbildung 2 auf der folgenden Seite. Dies gelang im Jahre 1997 einer Forschergruppe
um DELPORTE. Sie erzielte mit dieser Methode im Nagermodell eine zwei- bis dreifa-
che Steigerung der Speichelsekretion im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der kein Gen-
transfer vorgenommen wurde (Delporte et al., 1997).
Ein Blick in die Forschungsliteratur zeigt, dass es grundsatzlich zwei unterschiedliche
Wege dieser Gentherapie gibt: Die indirekte Methode, die ex vivo durchgefihrt wird.
Dabei werden dem Patienten Zellen entnommen, welche in einer Kultur modifiziert und
anschlieBend re-transplantiert werden.
Dem gegenuber steht die direkte Methode, in vivo ausgefihrt. Es handelt sich dabei
um eine Gentransfer-Methode, bei der ein Vektor dazu dient, das veranderte Zielgen
direkt in den Organismus des Patienten einzubringen.
In der hier vorgeschlagenen Methode zum Gentransfer wird das modifizierte Zielgen,
das als Vektor fungiert, in ein spezielles Virus, den Adenovirus, eingebracht. Auf die-
sem Weg gelangt das Virus, samt seiner veranderten DNS, in den Organismus, bzw.

in die Zielzelle und wirkt als so genannter viraler Vektor. Im Nukleus der Zelle kommt
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es zur Ausbildung von Proteinen auf Grundlage des Zielgens (Rezeptorproteine/Pro-
teinsekretion). Abbildung 2 zeigt den Gentransfer durch adenovirale Ubertragung

schematisch auf.

EINBRINGUNG REZEPTOR
der DNA PROTEINE

Gt

PROTEIN-
SEKRETION

GEN ADENOVIRUS

Abbildung 2: Darstellung des Gentransfers durch adenovirale Ubertragung

Das gewlinschte modifizierte Zielgen (Gen) wird als Vektor in ein spezielles Virus (Adenovirus) einge-
bracht. Durch Applikation des Virus in den Organismus kommt es zu einer Transfektion des Vektors in
die Zielzelle (Einbringung der DNA). Nach Einbringung des Zielgens bildet sich der virale Vektor aus
(Rezeptorproteine/Proteinsekretion).

Die Arbeitsgruppe um COTRIM et al. behandelte Ratten 48 Stunden vor der Bestrah-
lung mit einem Gen fir einen Wachstumsfaktor des GefaBendothels (engl.: Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) oder einem Gen fiir einen Wachstumsfaktor fir Fib-
roblasten (engl. Fibroblast Growth Factor, FGF), beides aus Studien bekannte angio-
gene Proteine. In Folge der Behandlung konnte bei den Tieren eine Verbesserung von
70 Prozent fir VEGF und 80 Prozent fir FGF ihres Speichelflusses gegenilber der
unbehandelten Kontrollgruppe festgestellt werden (Cotrim et al., 2007).

Bei der Durchfihrung der Therapie haben sich insgesamt drei Verfahren herauskris-
tallisiert. Zum Gentransfer liegen Vektoren der ersten und zweiten Generation vor. In
der ersten Generation wird, wie Abbildung 3 zeigt, der essenzielle E1-Bereich (Early)
mit ca. 3 kb durch eine Expressionskassette flir das Transgen ersetzt. In einigen dieser
Vektoren ist auBerdem der fur die Replikation nicht essenzielle E3-Bereich deletiert,
was weitere 3 kb Verpackungskapazitat flir Fremdsequenzen schafft. Da das Virus von
der E1-Expression abhangig ist, sind diese Vektoren aber nicht vermehrungsfahig.
Daruber hinaus besteht das Problem, dass wahrend der Produktion des Vektors durch
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homologe Rekombination wieder vermehrungsfahige E1-positive Adenoviren (Repli-
kationskompetenter Adenovirus, engl.: Replication Competent Adenovirus, RCA) ent-
stehen kdnnen. AuBerdem exprimieren diese Adenovirusvektoren noch geringe Men-
gen viraler Proteine. Diese kdnnen u. U. eine antiadenovirale Immunantwort auslésen,
was die Expressionsdauer dieser Vektoren in vivo begrenzt.

In Vektoren der zweiten Generation, ebenfalls zu sehen in der Grafik Abbildung 3, sind
die E1, E2, E4 und teilweise auch die E3-Vektoren deletiert. Sie weisen eine geringere
Toxizitat auf, und auch ihre Immunogenitat ist im Vergleich zur ersten Generation bes-

ser.

Adenovirusgenom

3 E1a E1b L1 L2 L3 L4 E3 L5 5
%
5 3

E2b E2A E4

1. Generation Ad Vektor: E1(E3) deletiert

[ rarsgen [

2. Generation: E1(E3) + E2/E4 deletiert

™ e [ XL X X

3. Generation: gutless

Transgen Stuffer-DNA u

Abbildung 3: Schematische Darstellung diverser Adenovirus-Vari-
anten

Dargestellt ist das Adenovirusgenom mit den terminalen ITR’s (Inverted
Terminal Repeats, senkrechter dunkelblauer Balken), dem Verpackungs-
signal (w) und den Early- und Late-Transskriptionseinheiten (E, L). In der
1. Generation des Vektors sind die Expressionskassette des Transgens
sowie der deletierte Genombereich (X) dargestellt. In der 2. Generation
sind zusétzliche deletierte Genombereiche an der Stelle E2/E4 flr eine
vermehrte Verpackungskapazitat zu sehen. Die 3. Generation weist ledig-
lich w, das Transgen und den durch Stuffer-DNS ersetzten Genombereich
auf. Modifiziert dargestellt nach Danthinne und Imperiale (2000).

Bei einer mdglichen Therapie durch einen Helfervirus-abhangigen Adenovirus-Vektor
handelt es sich um die neueste, die dritte Generation (Danthinne und Imperiale, 2000).
Abbildung 3 lasst erkennen, dass im Genom dieser Vektoren vom Adenovirus nur die
cis-aktiven Sequenzen fir die Replikation und Verpackung des viralen Genoms ver-
blieben sind. Neben Expressionskassetten fir das Transgen enthélt das Genom noch
sogenannte nicht kodierende Stuffer-DNS, da die optimale VerpackungsgréBBe eines
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adenoviralen Genoms zwischen 27 und 38 kb liegt. Dieser Vektortyp ist nicht toxisch
und auch die Immunogenitat ist sehr gering. Ein weiterer, flir den praktischen Einsatz
nicht unerheblicher Vorteil liegt darin, dass er eine monatelange Expression des Trans-
gens in vivo in ruhenden Zeiten erméglicht.

Zur Produktion dieser sogenannten Gutless-Vektoren wird ein Helfervirus bendtigt, das
alle Genprodukte fir die Replikation und Verpackung des Vektorgenoms bereitstellt.
Damit ist eine Kontamination mit replikationskompetenten Helferviren unausweichlich
(Somia und Verma, 2000). Hier zeigt sich auch aktuell die Begrenzung der Anwen-
dung. Verfahren, die Helferviruskontaminationen vermindern, sind Gegenstand aktu-
eller Forschungsbemuhungen.

Neben den genannten Problemen gibt es Bedenken beziglich der Sicherheit beim
Einsatz von viralen Vektoren. Eine Insertionsmutation und die Entstehung von replika-
tionskompetenten Viren sind méglich. Ebenfalls wurde durch die Anwendung von Viren
als Vektor-Ubertrager eine systemische Immunantwort wie eine Leukamie-ahnliche
Erkrankung beobachtet (Woods et al., 2006). Im Jahre 2017 wurde erstmals durch
eine Arbeitsgruppe um ALEVIZOS untersucht, ob bei Patienten, die eine humorale und
zellulare Immunantwort bei Behandlung aufzeigen, eine Therapie durch Vektor-Trans-
fektion fir AQP1 versagt. ALEVIZOS et al. kamen zum Ergebnis, dass keine Vorher-
sage bezliglich einer beobachteten moderaten Immunantwort und einer erfolgreichen
Gen-Therapie getroffen werden kann. Bei starkerer Reaktion des Immunsystems muss
jedoch von einer Beeintrachtigung der durchgefiihrten Therapie ausgegangen werden
(Alevizos et al., 2017).

1.2.2 Stammzell-basierte Regeneration

Die Mobilisation von Stammzellen stellt ebenfalls eine experimentelle Mdglichkeit dar,
Speicheldriisengewebe zu regenerieren. Insbesondere die Fahigkeit der Selbsterneu-
erung und Differenzierung der verschiedenen Stammzelltypen wurde in Studien unter-
sucht.

LOMBAERT et al. konnte im Jahr 2008 zeigen, dass durch die Transplantation auto-
loger epithelialer Stammzellen mit dem Zelloberflachenmarker KIT (c-KIT) eine mor-
phologische Erneuerung und funktionelle Verbesserung strahlengeschéadigter Spei-
cheldriisen bei Mausen erzielt werden konnte. Nach Isolierung der primaren Speichel-

driisenzellen von Mausen und autonomer Formierung in Salispharen wahrend der Kul-
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tivierung wurden die Speicheldriisenzellen immunhistochemisch nach 3 Tagen cha-
rakterisiert. Die c-KIT positiven epithelialen Duktalzellen mit der Co-Expression CD117
wurden durch Injektion direkt in irreversibel strahlengeschadigte Speicheldriisen trans-
plantiert. Bereits bei einer Anzahl von 300 — 1.000 c-KIT positiven Zellen konnte eine
Verbesserung beobachtet werden. Um die Langzeitwirkung der Zellen zu Uberprifen,
wurden nach 90 Tagen zusatzlich 100 c-KIT Zellen aus den untersuchten Speichel-
drisen entnommen und erneut transplaniert. Wiederholt konnte eine Verbesserung
der eingeschrankten Speicheldrisenfunkton festgestellt werden (Lombaert et al.,
2008).

Die Arbeitsgruppe um NANDURI zeigte, dass c-KIT positive Zellen mit Co-Expression
von CD positiven Oberflachenmarker 24 und 49f zu &hnlichen morphologischen und
funktionellen Verbesserungen nach Transplantation in Speicheldriisen von Mausen
fihrten (Nanduri et al., 2013). XIAO et al. legte in seinen Ergebnissen dar, dass nach
Isolierung verschiedener Zellen die c-KIT+Lin-CD24+ Sca1+ Subpopulation am erfolg-
reichsten die Speichelproduktion wiederherstellte und die Anzahl an funktionellen Acini
erhéhte (Xiao et al., 2014).

Nicht nur die epithelialen Stammzellen konnten in Studien einen positiven Einfluss auf
Morphologie und Funktion von Speicheldriisen vorweisen, auch die Gruppe der nicht
epithelialen spezifischen Zelltypen und bioaktive Lysate aus Stammzellen wurden er-
forscht.

Verschiedene Studien untersuchten induzierte, pluripotente Stammzellen (iPS)
mesenchymale Stammzellen (MSZ) von menschlichen Fettzellen (humane adipbse
Stammzellen; hADSZ) (Xiong et al.,, 2014), und Stammzellen vom Knochenmark
(Lombaert et al., 2006; Sumita et al., 2011).

iIPS sind Zellen aus nicht-pluripotenten, ausdifferenzierten Priméarzellen, die durch Ein-
bringung bestimmter Transkriptionsfaktoren die Eigenschaft der Differenzierung ahn-
lich embryonaler Stammzellen erhalten. ONO et al. konnte zeigen, dass Kokulturen
von embryonalen Submandibularzellen mit iPS besser ausgebildete epitheliale Struk-
turen gegendber Monokulturen entwickelten (Ono et al., 2015). XIONG et al. préasen-
tierte, dass eine Transplantation mittels Injektion von hADSZ in die Submandibular-
speicheldriisen von Ratten unmittelbar nach Bestrahlung zu einer verbesserten Spei-
chelflussrate gegentber einer unbehandelten Kontrollgruppe fuhrte. Es wurde eine
morphologische Verbesserung in Form der Angiogenese, einer geringeren Apoptose
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und reduzierten Fibroserate festgestellt. Zusatzlich zeigten immunhistochemische Un-
tersuchungen eine Differenzierung in Azinus- und Duktalzellen einer kleineren Popu-
lation von hADSZ (Xiong et al., 2014). Die morphologischen Verbesserungen beruhen
auf einem parakrinen Effekt, die durch bioaktive Lysate entstehen. Die Arbeitsgruppe
um XIONG konnte erhdhte Level an mRNS von vaskularem endothelialem Wachs-
tumsfaktor (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF), Hepatozytenwachstums-
faktor (engl. hepatocyte growth factor, HGF) und Cyclooxygenase-2 (COX-2) nachwei-
sen. VEGF ist ein Gen fir Wachstumsfaktoren, das mafB3geblich an der Angiogenese
beteiligt ist und eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Speicheldriisen spielt. (Chen
et al., 2013). Neben einer immunmodulierenden Rolle wie das COX-2 Gen unterstiitzt
HGF zusatzlich das Zelliberleben, die Geweberegeneration und unterdrickt die Fib-
rosebildung (Nakamura et al., 2011). Neben den oben genannten Lysaten gibt es wei-
tere Studien, die einen Effekt von weiteren bioaktiven Substanzen auf die Zellreparatur
beschrieben.

LOMBAERT et al. beschrieben, dass die Gabe des Granulozyten-Kolonie-stimulieren-
den Faktors (engl. granulozyte colony-stimulating factor, G-CSF) Stammzellen des
Knochenmarks mobilisieren kann, was zu einem gréBeren Gewicht der im Vorfeld be-
strahlten Speicheldriisen sowie zu einer Erhéhung der Azinuszellen und einer Besse-
rung der Speichelflussrate fihrte (2006). Die beschriebenen Ergebnisse scheinen
nach der Hypothese der Autorin am ehesten durch eine Zytokinausschittung zu ent-
stehen. Weder ein direkter Effekt von G-CSF auf Azinuszellen noch eine wesentliche
Transdifferenzierung von Stammzellen konnte in der Studie nachgewiesen werden.
SchlieBlich legten SUMITA et al. dar, dass Stammzellen aus dem Knochenmark, nach
Transplantation, die Funktion von bestrahlten Speicheldrisenzellen der Glandula pa-
rotis und submandibularis von Mausen wiederherstellen kénnen (2011). Neben der
direkten Differenzierung der Spenderzellen zu epithelialen Speichelzellen wurde eine
verbesserte Regeneration und eine erhdhte Dichte der mikrovaskularen Gefal3e fest-
gestellt, welche zu einer verbesserten Durchblutung fihrte. Der positive Einfluss auf
die Heilung strahlengeschadigter Speicheldriisen durch Sekretion bioaktiven Kompo-
nenten von hADSZ und Stammzellen des Knochenmarks konnte in Studien nachge-

wiesen werden. Aktuell bleibt der genaue Gehalt der bioaktiven Substanzen unklar.
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1.2.3 Organersatz durch Tissue Engineering
Neben den hier vorgestellten Verfahren gibt es eine weitere Mdglichkeit, die strahlen-
induzierte Hyposalivation und die daraus unmittelbar resultierenden schadlichen Fol-
gen durch Organzilchtung (engl. Tissue Engineering) abzuschwachen, wenn nicht so-
gar aufzuheben. Gewebe wird entnommen, angeziichtet und reimplantiert. Das Ver-
fahren selbst geht auf experimentelle Studien von SKALAK/FOX Ende der achtziger
Jahre des 20. Jahrhunderts zurlck. Die Forscher bezeichneten mit dem Begriff Tissue
Engineering zun&chst nur ein chirurgisches Verfahren der Manipulation von Geweben
und Organen (Skalak und Fox, 1988). Doch schon bald musste der Begriff um die
allgemeine Verwendung von Biomaterialien erganzt werden. Seitdem bezeichnet der
Begriff nach der Definition von LANGER und VACANTI ein interdisziplinares Feld, das
die Prinzipien von Ingenieurs- und Lebenswissenschaften anwendet. Aus diesem f&a-
cherlbergreifenden Ansatz wird biologisches Ersatzmaterial zur Wiederherstellung,
Aufrechterhaltung oder Verbesserung der Gewebefunktion entwickelt (Langer und
Vacanti, 1993).
Ausgangspunkt der Prozesse des Tissue Engineerings sind haufig Zellen oder Zell-
produkte, die entweder von einem Spender oder vom Patienten selbst gewonnen wer-
den. Je nach Methode kann es sich hier um mehr oder weniger differenzierte Zellen
handeln (Griffith und Naughton, 2002).
Grundsatzlich werden verschiedene Mdglichkeiten der praktischen Umsetzung unter-
schieden. Es besteht die Mdglichkeit, in vitro amplifizierte Zellen direkt in die Umge-
bung geschadigten Gewebes zu injizieren. FERRARI und MAVILIO berichten von er-
folgreichen Versuchen, bei denen aus dem Knochenmark isolierte und markierte
Stammzellen nach intramuskularer Injektion in Bereiche muskuldrer Degeneration
migrieren, dort zu Muskelgewebe ausdifferenzieren und an Regenerationsprozessen
partizipieren (Ferrari und Mavilio, 2002).
Eine weitere Option besteht darin, die Zellen auf einer biologischen Tragersubstanz zu
kultivieren und gemeinsam mit dieser einzubringen. So kénnen gréBere Zellmengen
strukturiert in das geschadigte Gewebe im Wirtsorganismus eingebracht werden
(Griffith und Naughton, 2002).
Auch flr das hier zu betrachtende Verfahren zur Wiederherstellung von Speicheldri-
sengewebe beruhen die Vorteile auf dem Einsatz von kdérpereigenem Gewebe. So
kénnen etwaige AbstoBungsreaktionen minimiert werden. Bereits im Jahre 1993 einer
Gruppe um DARDICK et al. gelang die Zichtung von Speicheldriisenzellen (Dardick
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et al., 1993). Aus Gewebe der humanen Ohrspeichel- und Unterkieferspeicheldriise
wurden nach 28 Tagen die unterschiedlichen Bestandteile einer Speicheldriise immun-
histologisch und elektronenmikroskopisch isoliert. Die Zellen wurden auf Kollagen-Ge-
len angezlchtet und mit Isoprotenerol behandelt. Fir die vorliegende Arbeit ist eine
Studie von JORAKU von besonderem Interesse. Er und sein Team wiesen nach, dass
die Speicheldriisenzellen, die auf Kollagen-Matrigel geziichtet wurden, einen dreidi-
mensionalen Aufbau zeigten. Ferner konnte er sowohl eine speicheldrisendhnliche
Formierung als auch Funktion prasentieren. Das Schlussleisten (engl. Tight Junction,
TJ) Protein ZO 1 sowie TJ-assoziierte Proteine wie Occludin und Claudin konnten
ebenfalls dargestellt werden. Diese Studie konnte zeigen, dass eine funktionelle und
differenzierte Anzichtung von Gangen und Acini aus einzelnen Speicheldriisenzellen
in einer dreidimensionalen Matrix in vitro mdéglich ist (Joraku et al., 2007).

Far die experimentelle Praxis bedeutet das, dass Tissue Engineering maf3gebend von
zwei Faktoren abhangen: Die verwendeten Zellen und das Tragermaterial. Die ver-
wendeten Zellen ergeben sich aus dem jeweiligen Anwendungsgebiet. Auf dieser Ba-
sis erfolgt dann die Suche nach dem passenden Material. Sichtet man die wissen-
schaftlichen Arbeiten zum Thema Anzlichtung von Parotisgewebe, so findet man auf
der einen Seite Tragermaterialien aus Bioelastomeren auf Polyurethanbasis und auf
der anderen Seite Tragermaterialien, die auf Polyphosphazenen (Hydrogel) basieren
(Joraku et al., 2005; Pradhan et al., 2010). Der Vollstéandigkeit halber soll erwahnt wer-
den, dass ggf. auch Titan und Zemente zum Einsatz kommen kdnnten, die allerdings
in der vorliegenden Untersuchung keine Rolle spielen.

Bioelastomere bieten den Vorteil, dass fur ihren Einsatz als medizinisches Produkt
Uber mehrere Jahrzehnte hinweg Erfahrungen gesammelt werden konnten. Prinzipiell
lassen sich die Bioelastomere hinsichtlich ihres Ursprungs in drei Kategorien untertei-

len:

1. natdrlich gewonnene oder biosynthetische Bioelastomere
2. biosynthetische, abbaubare Polyester
3. chemisch synthetisch, abbaubare Elastomere

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich mit Elastomeren der Kategorie 3 ge-
arbeitet, die anhand ihres Hauptbestandteiles vereinfacht in die Gruppe der auf Poly-
caprolacton (PCL)-basierenden Polyurethane eingeordnet werden, siehe Abbildung 4.
Zentrale Anforderungen an ein Bioelastomer sind, dass der Stoff bioresorbierbar und
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hydrophil ist, eine bestimmte Abbauzeit und mechanische Fahigkeiten wie Formstabi-
litdt, Ausdehnungsbegrenzung und einen niedrigeren Transformationspunkt als die
Kérpertemperatur aufweist.

Da dieses Tragermaterial langfristig im mensch-

lichen Korper verbleiben soll, musste ausge-
schlossen werden, dass es hier zu unerwinsch-
ten Nebenwirkungen kommt, wie z.B. Vergif-
tungserscheinungen, Thrombosen, Zellverlet-
zungen, Entzindungen und/oder allergische Re-

aktionen (Yoda, 1998). Hierflr bot sich Po-  Abbildung 4: Bild eines sterilen e-Ca-
prolacton - Polyurethan-Schwammchens

lyurethan an, da das Material zum einen die ge-  mit beiliegendem MaBstab (@ 5 mm;
Héhe 2 mm)

forderten Merkmale aufwies, zum anderen aber  Um ein reproduzierbares Volumen zu erstel-
len wurde der Durchmesser von 5 mm mit

in seiner 3D-Form leicht an den jeweiligen Ein-  einer Stanzbiopsie erzeugt, die Héhe von 2
mm wurde anhand eines Skalpells mit anlie-

satzort angepasst werden konnte (Saad et al.,  gendem Lineal bestimmt.

1998).

1.3 Wachstum und Migration von Zellen auf einer Tragersubstanz

Bevor zur praktischen Umsetzung der hier zum Experiment anstehenden Versuchsan-
ordnung Ubergeleitet wird, sollen an dieser Stelle kurz die grundlegenden Prozesse
der Geweberegeneration referiert werden. Dabei kommt dem Prozess der Zellmigra-
tion und des Zellwachstums eine zentrale Bedeutung zu.

Die Zellen in einem lebenden Kérper wandern als Reaktion auf bestimmte Stimuli, wie
z. B. l6sliche Lockstoffe, so genannte Chemotaxis, an oberflachengebundene Mole-
kile (Haptotaxis) und biophysikalische Kontakte (Durotaxis oder Mechanotaxis) (Cara
etal., 2001; Redd et al., 2006). RAMON Y CAJAL stellte als Erster dar, wie anziehende
Molekiile wachsende Axone in Ihrer Richtung flihren kébnnen (Ramén y Cajal, 1892).
Seitdem ist nachgewiesen, dass In vivo-Gradienten chemischer Signale existieren.
Die Zellbewegung spielt bei einer Vielzahl physiologischer Prozesse eine zentrale
Rolle, wie beispielsweise bei der Morphogenese, der Angiogenese, der Immunantwort,
der Tumormetastasierung und der Wundheilung: Im Falle einer Hautverletzung bei-
spielsweise wandern die Entziindungszellen und Fibroblasten in das voribergehend
entstandene Gerinnsel. Wahrenddessen kommt es zu einer Vermehrung und Wande-
rung der Hautzellen, um die Oberflache wieder zu verschlieBen (Bradley et al., 1999).

Entsprechende Migrationsmechanismen wurden in ausfihrlichster Weise studiert.
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Durch Fluoreszenz-Markierung kann die Zellmigration direkt in vivo dargestellt werden
(Ahmed et al., 2002).

Zellmigration ist ein komplexer Prozess, der eine Zusammenarbeit des Zytoskeletts,
der Membran und Signalwegen erfordert.

SAGITALE ANSICHT AXIALE ANSICHT

gesteuerte Bewegung
durch Lamellipodien

= &

entstehende Adhasmn mit
Untergrund

Kontrakt/on

—

Bewegungsrichtung

Abbildung 5: Schematische Zeichnung einer Zellmigration: Sagittale und axiale Ansicht einer
Zelle.

Vorwartsbewegung einer Zelle durch Retraktion, hervorgerufen durch Ablésung des hinteren Zellbe-
reichs. Eine wandernde Zelle fihrt im Inneren ihres Zellkdrpers in praziser Reihenfolge entsprechende
Schritte durch. Proteine der Rho-GTPasen steuern die Richtung der Wanderung durch Anheften der La-
mellipodien im vorderen Bereich der Zelle. Daraus folgt eine Kontraktion des Zellkérpers, die sich bis auf
die Rickseite der Zelle fortsetzt. Modifiziert nach Raftopoulou und Hall (2004).

Als Reaktion auf externe topographische oder chemische Reize ziehen sich die Zellen
an ihrer fihrenden Zellgrenze voran (Abbildung 5).

Die Richtung der erweiterten aktiven Membran beinhaltet sowohl blattartige Vor-
springe (Lamellipodien) und spitze Vorspriinge (Filopodien), welche eine Anheftung
und damit Zugkraft auf das Substrat erzeugen, wodurch eine Gegenkraft auf die Zell-
migration entsteht (Mitchison und Cramer, 1996). Die Kontraktion der Zytoskelett-Fila-
mente zieht den Zellkérper zum fihrenden Rand. Daraus entsteht eine Ablésung und
damit eine Retraktion des hinteren Bereiches der Zelle, die sie dadurch vorwéartsbe-
wegen lasst. All diese Schritte beinhalten einen Aufbau und Abbau der Zytoskelett-
Filamente, insbesondere der Aktin-Filamente. Hierbei wird eine moderate Adhasion
durch die Tragermatrix hergestellt, welche wesentlich fir eine dynamische Vorwarts-
bewegung und Kontraktion der Zelle ist (Wu et al., 2012).
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1.4 Einflisse der Biomaterialien mit molekularen Gradienten auf die Zellmig-
ration und Geweberegeneration

Zellreaktionen wie Adhésion, Proliferation, Differenzierung und Migration in Verbin-
dung mit physikalischen und chemischen Reizen des Tragermaterials wurden schon
in zahlreichen Untersuchungen getestet (Bhat et al., 2005; Borkenhagen et al., 1998;
Maheshwari et al., 2000). Dabei missen zwei Gradienten getrennt voneinander unter-
sucht werden: der physikalische Gradient auf der einen Seite, dem Eigenschaften wie
die Art des Materials oder den strukturellen Aufbau zugeschrieben werden. Auf der
anderen Seite der chemische Gradient, der sich auf den dreidimensionalen Aufbau der
Materialen auswirkt, wie zum Beispiel die Dichte oder die eingebauten funktionellen
chemischen Gruppen. Nicht zuletzt deshalb kdnnen schon sehr geringe Veranderun-
gen eines an sich gleichen Materials, zu einer nachweisbaren Beeinflussung der Zellen
fUhren.

Die Steifigkeit der Matrix hat einen groBen Einfluss auf die Zelladh&sion und die Be-
weglichkeit. ZAARI et al. (2004) fanden heraus, dass Zellen, die sich mit einem starrem
Substrat verbanden, ein besser definiertes Zytoskelett und Filamente aufwiesen. PEL-
HAM/WANG bestétigten dies und wiesen darlber hinaus nach, dass die Zellen eine
héhere Beweglichkeit und starkere Aktivitat zeigten, die auf weichen Untergrund sowie
die gelockerte Zelladhasion zurtickzuflihren war (Pelham und Wang, 1997). Daraus
lasst sich ableiten, dass ein Steifigkeitsgefélle die Zellwanderung lenken kann. Dies
wurde von WONG et al. bestétigt (Liang et al., 2004; Wong et al., 2003). In unter-
schiedlichen Studien wurde beobachtet, dass die Lage oder auch die Oberflachenbe-
schaffenheit Einfluss auf die Zellbewegung haben. Die Arbeitsgruppe um Kim erschu-
fen eine Modellsubstanz mit einer anisotropischen mikro- und nanotopograpischen
Versuchsanordnung (Kim et al., 2009).

Mit der Technik der UV-unterstitzten Kapillarlithographie konnten lokale Dichteunter-
schiede erzeugt werden. Es wurde beobachtet, dass sich Fibroblasten an den dichte-
ren Stellen anhefteten und an Erhéhungen ausgerichtet und ausgedehnt hatten. An
den dichteverminderten Stellen kam es zu einer Abnahme der Zellstabilisierung und
Minderung der Zellorientierung. Daraus resultierte eine Verlangsamung der Bewe-
gungsgeschwindigkeit.

Neben den physikalischen gibt es auch chemische Gradienten. Wie bei den physikali-
schen Gradienten, z. B. bei Wachstumsfaktoren, kébnnen Extrazellularmatrix (EZM)-

Proteine, so genannte Signal-Molekile, die Bewegungsrichtung beeinflussen. Die

-14 -



1 Einleitung

EZM besteht aus der Gesamtheit aller Makromolekile im Interzellularraum. Es handelt
sich nicht um eine unstrukturierte Ansammlung von Makromolekullen im Zellzwischen-
raum, sondern um eine sehr komplexe Umgebung aus verschiedenen Fasern, die in
eine Grundsubstanz eingebettet sind. Sie ist essentiell fir die Verankerung der Zellen
und die Formkonsistenz der Gewebe (Ayad et al., 1986).

Eine Vielzahl chemischer Stoffe wurde entwickelt, um ihren Einfluss auf das Verhalten
der Zellwanderung unter Laborbedingungen untersuchen zu kénnen. Darunter waren
kinstlich hergestellte Polymere, die sich in ihrer Polaritat, ihrer hydrophilen Eigen-
schaft, ihrer Oberflachenenergie, ihrer Ladung und sogar ihrer Biokompatibilitat an un-
terschiedlichen Stellen der Tragermatrix unterschieden. Sie lieBen sich noch einmal
anhand lhrer Bindungsart differenzieren: Eine ist an die EZM gebunden, wie die Kate-
gorie der Hormone oder Wachstumsfaktoren (Jones und Smith, 1998). Die andere Ka-
tegorie ist frei 16slich, wie die zur Erndhrung dienenden Biomolekile. lhre Verteilung
vollzieht sich nach dem Gesetz der groBen Molekile durch Konvektion und Diffusion
(Swartz und Fleury, 2007). Fir das zu erzeugende Material bedeutet das, dass in ihm
MolekUle, die an das Substrat gebunden sind und Molekle, die sich frei I6slich durch
Diffusion im Raum befinden, enthalten sein missen.

All diese Faktoren haben zwar einen Einfluss auf die Zelladh&sion, Ausbreitung und
Vermehrung, jedoch kdénnen sie nur indirekt auf die Richtung der Zellbewegung Ein-

fluss nehmen.

1.4.1 Zellmigration auf einer dreidimensionalen Matrix und mogliche An-
wendungen in der Geweberegeneration

Inzwischen existieren jedoch auch Studien, in denen es gelang, das Verhalten der
Zellbewegung auf dreidimensionalen Matrices und Hydrogelen nachzuweisen.
DODLA/BELLAMKONDA verteilten dorsales Ratten Ganglion (DRG) in Agarosegelen.
Mittels Crosslinking und einer chemischen photoreaktiven Gruppe konnte durch UV-
Licht ein Laminin-Gefélle in den Gelen isoliert werden. Dieses Gefélle flihrte zu einer
starkeren Wachstumsrate der Neuronen (Dodla und Bellamkonda, 2006). TAMPIERI
et al. implantierten Keramik-Matrices, die ein Gefélle bezuglich der Porositat aufwie-
sen, in einen Defekt eines Hasenfemur (Tampieri et al., 2001). Bei diesem Versuch
konnten neue Knochenstrukturen in den Bereichen beobachtet werden, die eine ho-
here Porositat aufwiesen. Die Arbeitsgruppe unter der Leitung von ROY benutzten
Tragermaterialen, die aus einer Polymer-Keramik-Mischung bestanden und ebenfalls
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einen Gradienten bezUiglich der PorengréB3e zeigten. Diese wurden in die Kalotte eines
Kaninchens eingesetzt (Roy et al., 2003). Auch hier konnte belegt werden, dass die
Bereiche mit einer héheren Porositat bessere Wachstumsbedingungen far Knochen
aufwiesen als die Bereiche mit einer geringeren Durchlassigkeit. Eine Arbeitsgruppe
unter der Leitung von HOFMANN stellte fest, dass Seiden-Matrices mit einem Gradi-
enten der Porositat die Formierung von Geweben mit ausgerichteter Zellstruktur un-
terstitzen (Hofmann et al., 2007).

1.5 Ziel der Arbeit

Die Generierung einer artifiziellen Kopfspeicheldrise ist Gegenstand von Forschungs-
bemihungen. Im vorliegenden Projekt soll eruiert werden, ob humanes natives Spei-
cheldriisengewebe der Glandula Parotis auf dreidimensional aufgebautem, gradien-
tenfreiem Polyurethan auf e-Caprolacton-Basis zum Wachstum und Aufrechterhaltung
der Funktionalitat angeregt werden kann.
Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit biindelt eine breite Palette von Uberlegun-
gen:
= Welche Zellen der humanen Ohrspeicheldriise sollten zur Untersuchung heran-
gezogen werden und wie ist ihre Vitalitat?
= Welche Eigenschaften muss ein Kunststoff aufweisen, der implantiert wird und
ein Zellwachstum gewébhrleisten soll?
=  Wie kann die Zell-Funktionalitat der besiedelten Konstrukte nachgewiesen wer-
den?
=  Welche Komplikationen kénnen in der Kultivierung und Passage der humanen
Speicheldriisen in der Herstellung und Lagerung des Tragermaterials auftre-
ten?
= Gibt es limitierende Faktoren, die die Vitalitat, Adh&sion und die Funktionalitat
der Zellen auf der besiedelten Matrix beeintrachtigen?
Die Beantwortung dieser Fragen soll einen Beitrag fir eine durch Tissue Engineering
hergestellte Ersatzspeicheldrise darstellen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Zur Anzichtung des Ohrspeicheldriisengewebes diente natives, rekultiviertes Gewebe
humaner Parotisdriisen. Als Testmethoden kamen ELISA und immunhistologische
Farbungen zur Bestimmung der fortdauernden Funktionalitat wie auch der Proliferation

zum Einsatz.

2.1 Probanden und Patienten

Das Gewebe der Ohrspeicheldriisen stammt von Patienten der Klinik und Poliklinik far
Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und asthetische Operationen des Uni-
versitatsklinikums Warzburg (Direktor: Universitats-Professor Dr. med. Dr. h. c. R. Ha-
gen), die im Zeitraum von Oktober 2010 bis Juli 2013 zur Entfernung von gutartigen
Tumoren der Ohrspeicheldrise routinemanig operiert wurden. Alle Patienten wurden
nach Vorgaben des Ethikkomissionsantrages (Nr. 16/06) des Universitatsklinikums
Wirzburg mindlich und schriftlich Gber die Verwendung ihres Gewebes im Sinne der
Wissenschaft informiert und das Einverstédndnis wurde eingeholt.

Das verwendete Parotisgewebe wurde von 20 Patienten im Alter von 42 bis 90 Jahren
gewonnen. Weitere Patienteneigenschaften sind tabellarisch im Ergebnisteil darge-
stellt.

2.2 Gewinnung der Ohrspeicheldriisenzellen

Nach Beendigung des operativen Eingriffs wurde das Parotisgewebe in physiologi-
scher Kochsalzlésung (0,9% NaCl Carl Roth, Karlsruhe, D) aus dem Operationssaal
in das Labor tGbergeben und dort rasch unter laborhygienischen MaBgaben einer Ste-
rilbank zur weiteren Verarbeitung aufbereitet. In einer Gewebskulturschale wurde mit
einem Einmal-Skalpell (FEATHER Safety Razor CO., LTD., Osaka, Japan) das Ge-
webe der Ohrspeicheldrise von Bindegewebe befreit und in Tmm x 1mm x 1Tmm groBe
Gewebeteile aufgetrennt. Das Gewebe befand sich wahrend der Bearbeitung in einem
Dulbecco-modifiziertem Eagle (DME)-Medium (Gibco®, life technologies™ GmbH,
Darmstadt, D). Es enthielt ein Prozent Fungizone und ein Prozent Penicillin-Strepto-
mycin-Lésung (Biochrom AG, Berlin, D).

Der nun folgende Arbeitsschritt bestand darin, das Gewebe auf eine Zellkulturplatte
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(24-Well-Platte, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D) zu transportieren. Es wur-
den jeweils 400 ml Bronchial Epithel Growth (BEG)-Medium (Promo Cell, Heidelberg,
D) zuzilglich ein Prozent Penicillin-Streptomycin-Lésung (Biochrom AG) hinzugeflgt,
um sogenannte ,Mini-Organkulturen“ (MOKSs) heranzuziichten. Vorbild waren die Un-
tersuchungen von KLEINSASSER et al., die nachweisen konnten, dass MOKs ein
sinnvolles Modell ist, um eine in vivo Situation nachzubilden (Kleinsasser et al., 2001;
Kleinsasser et al., 2004).

Um eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu gewéahrleisten, wurde
alle zwei Tage ein Austausch des Mediums vorgenommen. Zur Sicherstellung von
stabilen duBeren Bedingungen wurden die Kulturplatten in einem Inkubator (CO2 In-
kubator NU5500E, NuAire Inc., Plymouth, MA, USA) mit 5 % CO2-Gehalt und 37°C
bebritet.

Nach einer Zeitdauer von 10-14 Tagen konnte eine nahezu komplette Konfluenz an
der Bodenplatte durch adharente priméare Zellen beobachtet werden. Der nachste Ar-
beitsschritt bestand im Ablésen dieser Monolayerkultur und dem Uberfiihren in Zell-
kulturflaschen. Die Abtrennung wurde unter Hinzugabe von 250 ul der Peptidase
2,5%iges Trypsin (Gibco®, life technologies™ GmbH) mit einer Einwirkzeit von 5 — 7
Minuten bei 37°C und 5% CO2 erreicht. Durch den Einsatz des Enzyms Trypsin wur-
den die Proteine auBerhalb der Zellen aufgespalten, sodass die Zellen ihre Haftung
am Untergrund verloren. Unter Hinzugabe von Roswell Park Memorial Institute Me-
dium (RPMI-Medium, Gibco®, life technologies™ GmbH) mit einem Zusatz von feta-
lem Kalberserum (FCS, Linaris, Wertheim-Bettingen, D) wurde dieser Prozessschritt
beendet.

Die so entstandene Suspension wurde nun in ein 15 ml Falcon-Réhrchen (Greiner Bio-
One GmbH) Gbertragen und fir 7 min bei 1.000 revolutions per minute (rpm) zentrifu-
giert. Hierfr wurde eine Zentrifuge Typ 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg, D) verwen-
det. Es kam dabei zu einer Trennung der flissigen und bodenstandigen festen Be-
standteile der Suspension. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, sodass einzig
die Feststoffe, bestehend aus den abgel6sten Parotiszellen, Ubrigblieben. Anschlie-
Bend mussten die Zellen unter Hinzugabe vom BEG-Medium mit 1% Penicillin-Strep-
tomycin-Lésung wieder gelést werden. Nach darauffolgender Zahlung und Vitalitats-
bestimmung mittels einer Neubauer-Zahlkammer (A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,
D) in Kombination mit einem Trypanblau-Ausschlusstest, wurden die gelésten Zellen
gleichméBig auf Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH) mit einer GroBe 25 cm?
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verteilt. Der Wechsel des Mediums wurde alle 2 Tage vorgenommen.

Biopsie aus der Miniorgankulturen
Gl. parotis

besiedelte
PUS (PUS)

Zellisolierung

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Nach Biopsie der Glandula parotis wurde diese im Labor der HNO zu Miniorgankulturen verarbeitet.
AnschlieBend folgte die Zellisolierung der Parotiszellen. Bei Erreichen der gewlinschten Zellzahlen wur-
den sie auf eine Polyurethan-Matrix Gbertragen und dann in einer 24-Lochplatte mit Nahrmedium ver-
sorgt. Zu den Untersuchungstagen 7, 14 und 21 wurden diese dann entnommen und zur weiteren Un-
tersuchung konserviert.

Die rundlichen klaren Strukturen sind lebende Parotiszellen, die blaulich angefarbten, markierten avitale
Zellen (Pfeil). Im Hintergrund schimmern waagrechte und senkrechte Striche durch. Diese geben die
einzelnen Quadranten vor, die zur Zellzédhlung bestimmt sind.

Nach dem Erreichen einer Konfluenz von etwa 70 Prozent wurden die adharenten Zel-
len zum zweiten Mal passagiert und in neue Zellkulturflaschen bis zu einer maximalen
GroBe von 175 mm? Uibertragen. Nach Erreichen der Zellzahl von mindestens 5 x 106
Zellen, was einer Kultivierung von etwa 4 Passagen entspricht, konnten die Matrices
mit etwa 500.000 Zellen besiedelt werden. Der Versuchsaufbau ist in der Abbildung 6
schematisch dargestellt. Das abgetrennte Bindegewebe wurde zur Gewinnung von
Fibroblasten nach dem gleichen hier erlauterten Protokoll verwendet, um in der Im-

munfluoreszenz als Negativkontrolle zu dienen.

2.3 Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Die genaue Anzahl der Zellen wurde in einer Neubauer-Zéahlkammer bestimmt. Dazu
wurden 20 pl der verdiinnten Zellsuspension in die Neubauer-Zahlkammer (Invitrogen
life technologies™, Karlsruhe, D) hinzugegeben. Die runden, lebenden Parotiszellen
wurden nun in vier Quadranten eingeteilt und gezahlt. Die Summe der Zellen wurde
mit folgender Formel berechnet:
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Formel 1:

Anzahl der gezahlten Zellen
4

vitale Zellenproml = x 10* x ml Verdiinnung

Nachfolgend ging es um die Uberpriifung der Zellvitalitat mit Hilfe der Trypanblau-Fér-
bung. Dabei handelt es sich um ein bewahrtes Verfahren zur Beurteilung der Lebens-
fahigkeit von Zellen. Sie basiert auf dem Prinzip, dass bei lebenden Zellen bestimmte
Farbstoffe nicht ins Zellinnere gelangen, wahrend sich tote Zellen anférben lassen.
Dadurch kénnen vitale Zellen selektiv und deutlich unter dem Mikroskop sichtbar ge-
macht werden (Strober, 1997). In vorliegendem Fall wurde die Vitalitat durch die An-
farbung mit Trypanblau - Lésung (0,5 % (w/v) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seelze,
D) gepruft.

Weil der Farbstoff ausschlieBlich von abgestor-
benen oder perforierten Zellen aufgenommen
wird, ist mit diesem Verfahren eine klare Tren- ' | : I
nung zwischen vitalen, durchscheinenden und =3
avitalen, tiefblauen Zellen méglich (siehe Abbil- k., Rk l :
dung 7). |

Die Voraussetzung fur alle weiteren Untersu-

. T Abbildung 7: Typisches Bild einer Vi-
chungen war die Vitalitat der Zellen. So wurde ta,férbung P

S . . v Die rundlichen klaren Strukturen sind le-
neben der o. g. Mog||Chke|t der V|talfarbung bende Parotiszellen, die blaulich angefarb-

. . . ten, markierten avitale Zellen (Pfeil). Im
durch Trypanblau auch die Technik mit Flu-  Hintergrund schimmern waagrechte und

. . . . senkrechte Striche durch. Diese geben die
orescein-Diacetat-Ethidiumbromid herangezo-  ginzeinen Quadranten vor, die Zugr Zellzah-

gen. Die Lésung wurde aus 15 pl Fluoresceindi- lung bestimmt sind.
acetat (FDA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D), 2,5 ml PBS (phospatgepuf-
ferte Kochsalzlésung, Roche Diagnostics, Mannheim, D) und 30 pl Ethidiumbromid (1
mg/ml) (EB, A. Hartenstein GmbH, D) jeweils neu vor dem Gebrauch zubereitet.

Das Gemisch wurde mit einer Aluminiumfolie (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D) umhdillt,
um eine Reaktion mit Licht zu vermeiden. Mit dem Gemisch wurden die Konstrukte
bedeckt, die in eine 24-Well-Platte Ubertragen wurden. Im Anschluss wurden die Pra-
parate mit dem Programm LAS V 3.7 fiir das Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI 4000
B, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D) unter abgedunkelten Bedingungen ausge-

wertet. Die griine Farbung entsteht in vitalen Zellen durch einen enzymatischen Abbau
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von FDA zu einem grin fluoreszierenden Meta-
boliten. Ethidiumbromid gelangt durch Memb-
ranschaden in die Zelle und fihrt durch Inter-
kalation mit Nukleinsduren zu einer Rotfarbung.
Far die Lebendfarbung mit FDA wird ein blauer
Lichtfilter mit einer typischen Wellenlange von
450-490 nm Wellenlange, fur die Totfarbung
durch Ethidiumbromid ein griner Lichtfilter mit
520-560 nm Wellenlange verwendet. Werden
die beiden Bilder fusioniert, zeigt sich folgendes
Gesamtbild (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Overlay der FDA/EB-Vital-
farbung

in vitro gezlichtete humane Parotiszellen auf
einer PUR-Matrix. Dargestellt sind vitale,
grin fluoreszierende Zellen und avitale, rot-
fluoreszierende Zellen.

2.4 \Vorbereitung des Tragermaterials Polyurethan

Als Tragermaterial wurde ein auf Polycaprolactondiol und -triol (PEG-PPG-PEG),

Dextrose und Trethanolamin basierendes Polyurethan (AP1970C) der Firma PolyMa-

terials AG, Kaufbeuren) verwendet (Wiese und Maier, 2006).

Um den Kunststoff weiter bearbeiten zu kénnen,
wurde er in einem ersten Verarbeitungsschritt in
flissigen Stickstoff getaucht. Durch die Kihlung
bei -196 Grad Celsius (77 Grad Kelvin) nahm die
Elastizitdt des Materials kurzfristig so stark ab,
dass es in Scheiben geschnitten werden konnte.
Die Starke musste so angepasst werden, dass
man mit einer Biopsie-Stanze (Harris Uni-
Core™, Redding, C.A., USA) die entsprechend

Abbildung 9: Herstellung der Po-
lyurethan-Matrix

In der linken oberen Ecke erkennt man 18
Exemplare der ausgestanzten Matrices. In der
rechten oberen Ecke sieht man das PUR
Schaumsttick.

kreisrunden Matrices ausschneiden konnte (Abbildung 9). Schaumricksténde, die

Uber die Hohe hinausragten, wurden mit einem Einmalskalpell abgetragen. Das wei-

tere Vorgehen diente der Gewinnung der eigentlichen Matrices: Mit einer Derma

Punch Stanze Durchmesser 5 mm wurden aus dem heruntergekuhlten Block mehrere

Zylinder herausgestanzt. Diese wurden nun in mehrere Segmente mit einer Héhe von

2 mm unterteilt und in einem weiteren Schritt im flissigen Medium PBS autoklaviert.

Diese PUR-Matrices dienten dann als Trager der Parotiszellen. Um ein hohes Mal3 an

Sterilitdt zu gewahrleisten, wurden die einzelnen Matrices 5 Minuten in 70-prozentigen

Alkohol eingelegt und danach dreimal in PBS gewaschen.
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Aus eigenen Voruntersuchungen zur optimalen Lagerung der Polyurethan-Matrix war
bekannt, dass eine langere Aufbewahrung in PBS Uber sechs Wochen zu einer Ver-
gréBerung der Schwammchen fuhrte. Dartber hinaus waren Ablésungen in der FlUs-
sigkeit zu beobachten. Wie sich diese Anderung auf den chemischen Zusammenbau
des Stoffes, insbesondere der Hydrophilitat auswirkt, ist nur zu vermuten. Diese Be-
obachtungen fiihrten dazu, dass fir die Studie die Matrices erst kurz vor ihrer Verwen-
dung aus den Kunststoffscheiben herausgestanzt wurden und dann im flissigen Me-
dium PBS autoklaviert wurden. Pro verwendeter Scheibe konnte nur eine definierte
Anzahl von Matrices erzeugt werden. Um eine mdglichst hohe chemische Stabilitat
des Produkts zu bewahren, empfahl der Hersteller, das mit Alufolie umwickelte Mate-
rial méglichst trocken und kihl bis zur Verwendung zu lagern. Dieser Empfehlung
wurde in der Erstellung der unbesiedelten Matrices gefolgt.

2.5 Ubertragung der Parotiszellen auf die Matrices

Die adharenten Parotiszellen wurden mittels Trypsinierung von den Oberflachen der
Kulturflaschen abgeldst und temporar in RPMI-Medium zur weiteren Verarbeitung ver-
wahrt. Um bei der Ubertragung der Zellen auf den e-Caprolacton-Kunststoff eine aus-
reichende Adh&sion zu gewahrleisten, wurden diese mit einem Zweikomponentenkle-
ber aus einer Kleberproteinldsung aufgetragen. Zuerst wurde auf die PUR-Matrix die
Thrombinlésung mit einer Mikropipette aufge-
bracht. Nach Vereinigung der Kleberproteinld-
sung und der Zellsuspension wurde diese nun
zusatzlich auf die Matrix pipettiert. Nach weni-
gen Minuten vollzogen sich die Vermischung
der zwei Komponenten und die Bildung des Fib-
rin-Netzes. Die Gerinnbarkeit des verwendeten

Fibrins war dabei gréBer als 90 Prozent. Die Ge-  Abbildung 10: Polyurethan-Matrix in 2,5-
Lo . L . facher VergréBerung
schwindigkeit der Fibrinbildung hangt bekann-  Durch die hohe Dichte des Materials lieBen
. ) sich lediglich die unteren Poren-Schichten un-
termaBen von der Thrombinkonzentration ab. In  ter dem Licht-Mikroskop abbilden. Diese stel-
. ) ) . len sich wie Luftblasen auf der Abbildung dar
der Praxis haben sich relativ hohe Konzentrati-  und lassen hier ihre nahezu kreisrunde For-
. . . mation erkennen. Die gelblich schimmernden
onen (500 IE Thrombin) bewahrt. Die Kon-  Stellen (Kreis) sind Zellen mit der Kleberpro-
) ) . teinlésung und der Thrombinlésung.
strukte mit der Zellsuspension wurden im letzten

Schritt 30 min im Brutschrank bei 37 Grad Celsius ausgehartet und nach dieser Zeit

mit 400 ml RPMI zum Zwecke der Ernahrung der Zellen versorgt.
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Nach ca. 24 Stunden lie3 sich unter einem Licht-Mikroskop Uberprifen, ob es zum
Anheften der Zellen auf dem Polyurethan kam (siehe Abbildung 10). Die Bestandteile
des Klebers sind dem letzten Teil der Gerinnungsreaktion des menschlichen Kérpers
nachempfunden. Das Thrombin flihrt nach Zusammenfihren der beiden Teile zu einer
Spaltung des Fibrinogens zu Fibrin. SchlieBlich folgte die Aktivierung des ebenfalls
vorhandenen Gerinnungsfaktors XIll zu Faktor Xllla. Der aktivierte Faktor l6ste eine
Quervernetzung des Fibrins aus. Das Ergebnis dieser Reaktionen war die Entstehung
eines stabilen, z&helastischen Netzes.

2.6 Histologische Praktiken und Untersuchungen

In diesem Kapitel werden die Vorgange des Anfertigens von Gefrier- und Paraffin-
schnitten sowie der Hamatoxylin-Eosin-Farbung - gleichfalls getrennt nach Gefrier-
und Paraffinschnitten - dargelegt. Danach wird der Sandwich-ELISA/EIA zum a-
Amylasenachweis beschrieben.

Zum Zweck der Proliferation der Parotiszellen wurden die Praparate nach 7, 14 und
21 Tagen aus den Wellplatten entnommen und konserviert. Dabei wurden mehrere
Schwammchen eines Patienten genutzt. Um ausreichend diinne und auch gleichma-
Bige Schnitte der besiedelten Proben herstellen zu kénnen, wurden Gefrierschnitte
und Paraffinschnitte verwendet.

Far die Anfertigung der Gefrierschnitte boten sich immunhistologische und enzymhis-
tochemische Farbungen an. Denn im Gegensatz zur Einbettung in Paraffin enthielten
die Gefrierschnitte keine fettldsenden Substanzen. Im Einzelnen wurde dabei wie folgt
vorgegangen: Die Konstrukte aus dem Nahrmedium wurden entnommen. Zur Reini-
gung von léslichen Bestandteilen wurden die Praparate 3-malig in PBS gewaschen.
Im Anschluss wurden die Proben in 4-prozentiges Paraformaldehyd (PFA) eingebettet
und mindestens vier Stunden in RollrandgefaBen (A. Hartenstein GmbH) auf den Rtt-
ler gegeben (Schittelinkubator, Thermomixer comfort, Eppendorf AG). Dies flhrte zu
einer Fixierung der Matrix und einer irreversiblen Vernetzung der Proteine. Dadurch
konnte die Struktur der Zellverbande erhalten werden. Danach wurde die PFA-L&sung
abgesaugt und gegen eine 20-prozentige Glucose-Natrium-Phosphat-Losung ge-
tauscht. Auch diese Losung wurde in aufsteigender Konzentration in 5-prozentigen
Schritten aulftitriert, bis eine Glucose-Sattigung von 60 Prozent erreicht wurde. An-
schlieBend war eine Ruhezeit von mindestens 24 Stunden einzuhalten. Am nachsten

Tag wurde die 60-prozentige Glucoselésung grindlich entfernt und durch Tissue-Tec
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O.C.T (Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL) ersetzt. Zur Aufbewahrung
wurden die Proben in flissigem Stickstoff bei -80 Grad Celsius schockgefroren.

Um die Préparate weiterverarbeiten zu kénnen, wurden diese vorsichtig durch Uber-
tragung in eine Kihltruhe auf eine Temperatur von -20 Grad Celsius gebracht. Dies
war die angemessene Temperatur, die gewahrleistete, dass exakte Schnitte erzielt
werden konnten. Die in Tissue-Tec konservierte Probe wurde anschlieBend im Kryos-
tat abgelegt. Im nachsten Schritt wurde die Probe mit Tissue-Tec O.C.T auf einen der
beiden metallischen Schneideblécke angefroren. Um eine ausreichende Festigkeit
zum Schneiden zu erreichen, musste die Probe 10 Minuten im Objekthalter ohne Be-
rihrung verbleiben. Die gefrorene Schicht aus O.C.T, die das Praparat umgab, wurde
mit Schnitten von 50 um Starke entfernt, so dass die fertigen Schnitte auf eine Schicht-
dicke von 10um kamen.

Neben den Gefrierschnitten erfolgte die alternative Einbettung der Proben in Paraffin
sowie die Anfertigung der Paraffinschnitte. Zunachst wurden die Konstrukte aus der
Wellplatte enthommen und dreimal in PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Pro-
ben in eine vierprozentige PFA-L&sung getaucht, wo sie mindestens vier Stunden in
RollrandgefaBBen auf dem Ruttler gemischt wurden. Danach wurden die in PFA fixier-
ten Proben in Einbettkassetten verbracht und in Filterpapier fir 2 Stunden in reinem
Leitungswasser gewdssert. Fur die anschlieBende Entwéasserung der Proben diente
eine Alkoholreihe in aufsteigender Konzentration, die Uber mehrere Stunden andau-
erte. Bei Raumtemperatur wurde der Alkohol schrittweise gegen Xylol ausgetauscht,
bevor die Integration in Paraffin erfolgte. Die besiedelten Schwammchen wurden nun
in heiBes Wachs getaucht und in metallischen GieBschéalchen ausgekihlt. Nach Er-
hartung lag der fertige Paraffinblock vor und konnte nun aus dem Metallschélchen ent-
nommen werden.

Das Schneiden der Paraffinblécke wurde mit einem Rotationsmikrotom RM 2255
(Leica Microsystems GmbH) durchgeflhrt. Dazu wurden die ausgeharteten Blocke auf
dem vertikalen mobilen Probenhalter fixiert und Schnitte von 3 pum vorgenommen. Die
einzelnen Paraffinschnitte wurden nun sehr vorsichtig mit einer Pinzette in ein Was-
serbad mit kaltem Wasser gebracht. Von dort wurden die Schnitte mit sauberen, fett-
freien Superfrost-Objekttragern aufgenommen und in ein zweites Wasserbad (Julabo
U37A, A. Hartenstein GmbH) mit 50°C warmen Wasser Ubertragen, ein Vorgang, der
zur Streckung der Schnitte diente. Es folgte die Einsortierung der Schnitte zum Trock-
nen in Einmalplastikkasten bei 37 Grad Celsius im Inkubator (CO2 Incubator BBD 6220
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Heraeus, Hanau, D).

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine dichromatische Einfarbungs-
methode, die sich aus einem Farbstoff fir den Zellkern (Hdmatoxylin) und einem Farb-
stoff fir das Zytoplasma (Eosin) zusammensetzt. Himatoxylin ist ein kationischer oder
basischer Farbstoff, der eine Affinitat zu negativ geladenen (d. h. anionischen oder
sauren) Zellbestandteilen hat, die auch als basophil bezeichnet werden. Er farbt ins-
besondere die Zellkerne blau/violett und bindet an den Nucleinsauren. Eosin ist im
Gegensatz dazu ein anionischer oder saurer Farbstoff, der eine Affinitat zu positiv ge-
ladenen (d. h. kationischen oder basischen) Zellbestandteilen hat, die auch als eosino-
phil bezeichnet werden. Er farbt das Zytoplasma rosa und andere basische Zellbe-
standteile je nach dem Grad ihrer Acidophilie starker rosa/rot. Das Wirkprinzip der un-
terschiedlichen Farbdarstellung basiert auf der sogenannten Elektroabsorption. Dabei
handelt es sich um ein Verfahren zur Anderung der Absorptionseigenschaften als Ant-
wort auf ein elektrisches Feld.

EiweiBBe reagieren aufgrund ihrer chemischen Struktur als sogenannte Ampholyte. Ent-
sprechend dem pH-Wert der Umgebung werden sie als Protonenakzeptor oder als
Protonendonator verwendet. Liegt der pH-Wert unter dem isoelektrischen Punkt, so
kommt es zu einer Aufnahme des Wasserstoffatoms. Liegt der pH-Wert der Umgebung
Uber dem isoelektrischen Punkt, kommt es zu einer Abspaltung des Wasserstoffatoms
und dementsprechend zur negativen Ladung. Gibt man einen basischen Farbstoff
hinzu, werden Salze ausgebildet. Da sich die isoelektrischen Punkte des Zytoplasmas
(~ 6,5) und der Zellkerne (~3,8) unterscheiden, wird diese GesetzmaBigkeit fir die
Anfarbung genutzt. Bei einem basischen Farbstoff, dessen PH-Wert zwischen 6,5 und
3,8 liegt, werden allein die Zellkerne angefarbt, da nur diese eine negative Ladung
aufweisen. Zur Anfertigung der Gefrierschnitte wurden die Proben flir drei Minuten in
Hamatoxylin gelegt. H-E-Farbungen an Kryo-Schnitten besitzen gegentiber Wachs-
Schnitten den Vorteil, dass keine Rehydrierung des Gewebes vorgenommen werden
muss. Die Schnitte wurden nun finf Minuten lang mit destilliertem Wasser behandelt.
Die hierbei entstehende rétlich-braune Farbung weist auf die Existenz der Zellkerne
hin. Im darauffolgenden Schritt wurde die Klivette mit den Objekttragern ca. 10 Minu-
ten unter laufendes Wasser gestellt. Dieser Vorgang, der auch als Blauen bezeichnet
wird, fihrte zu einer Erhéhung des pH-Wertes, der durch die typische blau-violette
Farbung nachgewiesen wurde. In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die Objekte fir

zwei Minuten in verdinntes Eosin gelegt. Das Zytoplasma farbte sich daraufhin rot —
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ein erwinschter Effekt, um den Zellkern von den Ubrigen Zellbestandteilen unterschei-
den zu kénnen. Die Proben wurden dann jeweils flr zwei Minuten in 95- bzw. 100-
prozentigen Alkohol gegeben, um die Schnitte zu dehydrieren. Nun erfolgte die Fixie-
rung der Schnitte durch Hinzufligung von Entellan (Firma Merck, Darmstadt, D) und
die Aufbewahrung in einem dinnen, verschlossenen Deckglas.

Nun wurde die Farbung der Paraffin-Schnitte in Angriff genommen. Zur Rehydrierung
wurden sie zweimal fir 15 min in Xylol gestellt und dann jeweils zwei Minuten in eine
absteigende Alkoholreihe Ubertragen. Danach wurden die Schnitte in vollentsalztem
Wasser geschwenkt, bis keine Turbulenzen mehr sichtbar waren. Nachdem die Ob-
jekte fir acht Minuten in einer Hamalaun-Lésung verblieben, wurden die Schnitte unter
schwach flieBendes VE-Wasser gehalten,

bis keine Auswaschung der Farbe mehr zu

VERANDERTE
. PROTEINE

beobachten war. Es folgte ein kurzes Ein- 9

ANTIKORPER- =«

tauchen der aufgezogenen Objekttrager in () BESTIMRALING N\\‘
HCI-Alkohol, der durch Spllen mit VE- S ZioROTEIN
Wasser wieder entfernt wurde. Das Blauen

D — SEPAR{X.TION
der Proben wurde mit Leitungswasser vor- L’/ ANTIKORPER
genommen. Darauffolgend wurde zur Far- . e

. MIKROTITERTESTPLATTEN MIT
bung des zytoplasmatischen und extrazel- ANTIKGRPER BESCHICHTET

lularen Anteils eine 1-prozentige Eosin-L§- ~ Abbildung 11: Sandwich-ELISA Test
Mit einer Pipette wird eine Probe in Mikrotitertest-

sung benutzt. Die Einwirkzeit betrug hier  platten eingebracht, die mit Antikérper gegen das
zu bestimmende Antigen beschichtet sind. Der

eine Minute. Nach dem Farben wurden die Versuchsansatz wird gewaschen und ein Antikor-
per hinzugefligt, an den ein Enzym gekoppelt ist.

Proben unter schwach flieBendes VE-Was- Ein sekundarer Antikdrper wird gebildet. Das ge-
bundene Enzym ist in der Lage, einen hinzugeflg-
ser gehalten, um Uberschissiges Eosin zu ten Farbstoff durch Spaltung zu aktivieren.
entfernen.
Daraufhin folgte der sogenannte Sandwich-ELISA-Test (Abbildung 11). Er wird immer
dort angewandt, wo a-Amylase, ein spezifisches Enzym im Speichel der Parotis, nach-
gewiesen werden muss. Eingesetzt wird das Enzym Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) (Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest), wenn Stoffe (Antigene) mit einer
spezifischen Oberflachenstruktur nachgewiesen werden sollen. Der Nachweis funkti-
oniert bei einer StoffgréBe von wenigen nm. Die Bezeichnung Sandwich-ELISA-Test
leitet sich von der Art ab, wie sich die beiden dabei eingesetzten Antikérper an das
nachzuweisende Antigen anlagern.

Das antikdrperbasierte Nachweisverfahren gehdért, wie auch das Radioimmunassay
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(RIA), zur Gruppe der Immunassay-Verfahren. Es basiert aber nicht auf einer Radio-
aktivitatsmessung, sondern auf einer enzymatischen Farbreaktion und gehért somit zu
den enzymatischen Immunadsorptionsverfahren (engl. enzyme immunoassay, EIA).
Anstatt eines Enzym-gekoppelten Detektionsantikérpers wird als Signalverstarkung
eine Kombination aus zwei Antikdrpern benutzt. Diese besteht aus einem ungekoppel-
ten Detektions-Antikdrpers und einem zusétzlichen, dritten, sekundaren Antikérper.
Sekundar, weil es ein Antikérper gegen Antikérper ist, engl. secondary antibody, an
den ein Enzym gebunden wurde. Das Nachweisverfahren mit dem sekundéren Anti-
kbrper gestaltet sich gegenidber dem Enzym-gekoppelten Detektionsantikdrper ar-
beitsintensiver. Die Verwendung eines sekundaren Antikérperkonjugats hat jedoch
den Vorteil, dass die kostenaufwandige Herstellung vieler verschiedener Enzym-ge-
koppelter Primarantikérper, die nur fir jeweils ein Antigen spezifisch sind, umgangen
werden kann. Die verwendeten sekundaren Enzym-gekoppelten Antikérper, die als
polyklonale AntikGrper gleichzeitig an verschiedene Epitope in der konstanten Region
(Fc-Region) von allen Erstantikérpern einer Spezies binden kénnen, sind erheblich
breiter einsetzbar und fihren zu einer Signalverstéarkung. Zudem kénnen Sekundaran-
tikdrper-Enzym-Konjugate aufgrund der Spezifitdt fir Fc-Regionen eines Antikor-
persubtyps von einer Spezies fir eine Vielzahl unterschiedlicher Immunassays ver-
wendet werden, sodass es sich bei dem Sekundarantikdérper um ein kostenginstigeres
industrielles Massenfertigungsprodukt handelt (Lequin, 2005).

In der vorliegenden Untersuchung diente der Sandwich-ELISA-Test dazu, die a-
Amylase, ein spezifisches Enzym im Speichel der Parotis, nachzuweisen. Speziell ging
es dabei darum, zu explorieren, wie sich die beiden dabei eingesetzten Antikdrper an
das nachzuweisende Antigen anlagern.

In der Praxis wurden spezielle Mikropipettierplatten mit einem der beiden Antikérper,
dem sogenannten Beschichtungs-Antikérper, Gberzogen. Daflr wurde die zur Analyse
anstehende Probe zunachst pipettiert und anschlieBend inkubiert. Nach Beendigung
der Inkubationsphase wurde die Platte gespult, um ungebundene Teile zu entfernen.
Lediglich die gebundenen Antigene verblieben im Well (siehe Sandwich-Elisa Test).
Nun folgte die Verabreichung des Detektions-Antikdrpers, der mit seinem Fc-Fragment
an das Enzym Meerrettichperoxidase gebunden ist. Daraus entstand die typische na-
mensgebende Sandwich-Formation (Antikérper - Antigen - Antikérper). Ein erneutes
Waschen der Well-Platte diente dazu, Uberschissige Antikérper von der Platte abzu-

[6sen.
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Daraufhin wurde ein farbstoffbildendes Substrat hinzugegeben, das durch das Enzym
der Meerrettichperoxidase zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt wird, dessen Nach-
weis durch Fluoreszenz, Farbumschlag oder Chemoluminiszenz erfolgte. Im vorliegen-
den Fall bestand das Substrat aus Hydrogen-Carbonat, dessen Anwendung zu einer
Gelbfarbung der Flussigkeit fihrte. Zur Quantifizierung wurde eine Serie von Antigen-
konzentrationen angelegt, die als Eichkurve flir das erzeugte Signal instrumentalisiert
wurde. An den festgelegten Untersuchungstagen 7, 14 und 21 wurden die normierten
Ubersténde von 300 pl aus den einzelnen Konstrukten abpipettiert und zur Aufbewah-
rung nach Beschriftung bei -20 Grad Celsius im Gefrierschrank zwischengelagert. Als
Positivkontrolle dienten dem Amylase-ELISA-Set hinzugefligte Standardlésungen mit
definierten Konzentrationen.

Die Durchfiihrung des ELISA-Tests erfolgte nach dem Protokoll des Hdélzel-ELISA-
Sets flr Amylase. Insgesamt wurden die Proben von 20 Patienten untersucht. Unter-
suchungstage waren auch hier wieder die Tage 7, 14 und 21 nach der Besiedelung
der PUR-Matrix. Jede Probe wurde als Dublette auf der beschichteten 96-Mikrotiter-
platte (H6lzel Diagnostika; Kéln, D) angelegt. Mit dem ELISA-Reader (Multiskan EX;
Thermo Fisher Scientific; Schwerte, D) und einer Wellenlange von 450 nm konnte der
Gehalt an a-Amylase der unterschiedlichen Proben zahlenmaBig erfasst werden.

2.6.1 Bestimmung der in vitro geziichteten Parotiszellen mittels indirek-
ter Immunfluoreszenz

Zur genaueren histologischen Begutachtung wurde neben der ,klassischen® Farbung
eine Methodik aus der Immunhistochemie, die Immunfluoreszenz herangezogen. Mit
dieser Technik lassen sich spezifische Strukturen, abgestimmt auf die jeweilige zu un-
tersuchende Zellpopulation, durch Antikérpermarkierung darstellen. Diese verwende-
ten Antikdrper kénnen mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert werden. Dabei kam
die so genannte indirekte Immunfluoreszenz zum Einsatz, bei der die Zielstruktur, ein
Antigen mit einem ungebundenen Erstantikbrper, markiert wird. In einem nachsten
Schritt wurden fluorochrommarkierte Zweitantikérper hinzugeben, die sich spezifisch
gegen die Erstantikdrper richten.

2.6.2 Darstellung der Zellmorphologie mit Pan-Cytokeratin
Cytokeratine, Bestandteile des Zytoskeletts, verteilen sich im menschlichen Organis-
mus nach einem bestimmten Muster. So findet sich beispielsweise Cytokeratin 7 (CK7)

in verschiedenen Gangepithelien wie der Brust-, Schweil3- oder Speicheldriise wieder
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(Moll et al., 1982). Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse lasst sich mit monoklonalen
Cytokeratin-spezifischen Antikdrpern der Ursprung der angefarbten Zielstrukturen ge-
nau lokalisieren.

In der vorliegenden Untersuchung wurden Antikdrper gegen humanes Pan-Cytokera-
tin der Untergruppe AE1/AE3 eingesetzt. AE1 bestimmt saure Subkategorien, AE3 ba-
sische Subkategorien der Cytokeratine. Der histologische Einsatz dieser Kombination
ist ohne Festlegung auf die genaue Zusammensetzung der Filamente zur Darstellung
von normalem und neoplastischem Epithel mdglich. Um die Strukturen der Pan-Cyto-
keratin und a-Amylase darstellen zu kénnen, wird allgemein die Immunfluoreszenz-
Technik genutzt. Grundsatzlich handelt es sich dabei um ein histochemisches Verfah-
ren, bei dem Antigene durch Immunfluoreszenz, d. h. durch fluorochromierte Antikér-
per nachgewiesen werden kénnen. Zu diesem Zweck wurden die vorgesehenen Kon-
strukte zu den jeweiligen Untersuchungstagen 7 und 14 in einer 24 Well-Platte durch
Hinzufigen von 4%igem PFA geblockt. Die Flissigkeit wurde Uber 15 min auf den
Proben belassen, um der Austrocknung entgegenzuwirken. Die Reinigung der Kon-
strukte erfolgte durch mehrmaliges Eintauchen in PBS. Unspezifische Bindungsstellen
wurden mit 0,1 % Triton X und 10 % FCS in PBS geblockt. Dadurch konnten unspezi-
fische Fluoreszenzsignale vermieden werden. Zur Sicherstellung einer kompletten
Versiegelung wurde die Flussigkeit Gber einen Zeitraum von 20 min auf den Proben
belassen. Es folgte nun der erste Inkubationsschritt, bei dem die Antikérper gegen die
Zielstrukturen auf die Konstrukte aufgetragen wurden. Die folgende Tabelle zeigt die

Zielstrukturen der Immunfluoreszenz.

Tabelle 1: Zielstrukturen der Immunfluoreszenz

Antikérper gegen AK-Spezies Zielstruktur

Pan-Cytokeratin Kaninchen - monoklonal, Epithelzelle in Drisengéngen
anti-human

a-Amylase Kaninchen - monoklonal, Isoenzym im Speichel
anti-human

Im Anschluss daran wurden die Proben mehrmals mit PBS gewaschen. Danach wur-
den die Verbindungen mit Fluorescein-markierten Anti-Kaninchen-1gG-Antikérpern
(siehe Tabelle 3) visualisiert und im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die einzelnen
Zellkerne wurden mit dem Farbstoff Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Fluoromount-GTM,
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) dargestellt, welcher vorher im Verhaltnis
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1:500 mit PBS verdinnt wurde. Der Farbstoff befand sich dabei an der DNS, sodass
an dieser Stelle eine blaue Fluoreszenz sichtbar wurde. Die Ubrigen Konstrukte wur-
den derweil bei 4 Grad Celsius in einer verdunkelten Box aufbewahrt.

Humanes Parotisgewebe auf Basis von Gefrierschnitten wurde zur Positivkontrolle ge-
nutzt. Zum Zwecke der Negativkontrolle wurden aus den OP-Proben Bestandteile des
umgebenden Bindegewebes am Drisengewebe mit einem Einmal-Skalpell
(FEATHER Safety Razor CO., LTD.) entfernt. Die daraus gewonnenen Fibroblasten
wurden in separaten 24-Well-Platten herangezichtet. Dieser Schritt erfolgte nach der
Protokollierung fur die Versorgung der humanen Parotiszellen. Die mikroskopischen
Untersuchungen sowie das Erstellen der Bilder erfolgte mit dem Fluoreszenzmikro-
skop DMI 4000B der Firma Leica. Tabelle 2 gibt AK-Spezies und Isotyp/Farbung der

Fluorescein-markierte Zweitantikbrper wieder.

Tabelle 2:  Fluorescein-markierte Zweitantikérper

Antikérper AK-Spezies Isotyp/Farbung

Alexa Fluor 488 Ziege - monoklonal, lgG/ griin
Anti-Kaninchen

Alexa Fluor 555 Ziege - monoklonal, IgG/ rot
Anti-Kaninchen

2.6.3 Mikroskopische Bildaufnahmen der Inmunfluoreszenz
Um die Proben visualisieren zu kdénnen, wurde ein Sagnac-Interferometer Spectra
Cube SD-200 (Applied Spectral Imaging (ASI), MigdalHaemek, IL) eingesetzt. Das
System beinhaltet eine Xenon Kurzbogenlampe, Starke 75 Watt, mit einem durchge-
henden Lichtspektrum von ca. 270 — 700 nm benétigt. Die Untersuchung erfolgte mit
drei verschiedenen Filtersets, dem Anregungsfilter, einem Strahlfilter und einem Emis-
sionsfilter. Die Aufnahmen der Einfach- und Mehrfachfarbung wurden mit dem Triple-
band Filterset realisiert. Auf diese Art konnten gleichzeitig die unterschiedlichen Spek-
tren blau, griin und rot untersucht werden. Auch war es dadurch mdéglich, der DAPI-
Farbung die gesuchten Fluorochrome gegentberzustellen. Um das komplette Farb-
spektrum erfassen zu kénnen, wurden zwei unterschiedliche Spektral-Interferometer
zur Bilddarstellung und -auswertung der Farbungen eingesetzt. Dies hatte zur Folge,
dass der gleiche Bildausschnitt doppelt aufgenommen werden musste. Geman Anga-
ben des Herstellers emittieren die Gerate Fluorochrome in einem Bereich von 444 nm
bis 639 nm. Dies deckte den zu untersuchenden Bereich von blau bis infrarot ab. Die
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Praparate wurden mit einer maximalen VergréBerung von 250 um in einem geschlos-
senen abgedunkelten Raum durchgefihrt, um auBere Lichteinflisse, die das Ergebnis
verzerren kénnten, zu minimieren. Der Spectra Cube ist hier direkt an das 4000 DMI
B Mikroskop angeschlossen und mit einer 1,3 Megapixel schwarz-weiss CCD Kamera
verknUpft. Das komplette System wiederum war an einem PC mit dem Betriebssystem
Windows 7 Enterprise, 32-bit Operationssystem, Service Pack 1, Hauptprozessor In-
telR CoreTM Duo CPU E8400 mit 3.00 GHz und 4,00 GB installierten Speicher (RAM)
verbunden. Die installierte Software LAS V3.7 (Leica) stand fir die optische Darstel-
lung und Bildfusionierung zur Verfligung. Die verwendete Technik beruht auf dem so-
genannten Linear unmixing, welche eine Auflésung unter 30 nm Wellenlange ermdg-
lichte. Ein Wert, den das menschliche Auge nicht mehr wahrnehmen kann (Malik et
al., 1996; Rothmann et al., 1998).

2.6.4 Bildanalyse mit Hilfe des Raster- und Transmissionselektronen-
mikroskops

Histologische Schnitte stoBen in lhrer Darstellungsmaéglichkeit an die Grenze der Auf-
I6sung der Lichtmikroskopie. Um Antworten bezlglich der Struktur des Polyurethans
sowie der geschlossenen und offenen Poren der Matrix zu bekommen, war die Ver-
wendung eines Raster- und eines Elektronenmikroskops notwendig. Das Prinzip des
Gerats geht auf eine Erfindung des Physikers Hans BUSCH zuriick, der im Jahre 1925
entdeckte, dass man ein Magnetfeld als Elektronenlinse benutzen kann. Er baute als
erster ein optisches Elektronenmikroskop, bei dem ein Elektronenstrahl in einem be-
stimmten Muster Uber das vergréBert abzubildende Objekt geflhrt gerastert wird, und
Wechselwirkungen der Elektronen mit dem Objekt zur Erzeugung eines Bildes des
Objekts induziert. Die mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) erzeugten Bilder
sind also Abbildungen der Objektoberflachen und weisen eine sehr hohe Tiefenschérfe
auf (von Ardenne, 1938).

Das in der vorliegenden Untersuchung verwendete Rasterelektronenmikroskop vom
Typ DSM 950 der Firma Zeiss (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D) wurde nach
Protokoll und unter Anleitung durch Mitarbeiter der Abteilung far Elektronenmikrosko-
pie am Theodor-Boveri-Institut fir Biowissenschaften Universitat Wirzburg Prof. Dr.
G. Krohne eingesetzt. Ein Rasterelektronenmikroskop verknipft das allgemeine Elekt-

ronenmikroskop mit einem zusatzlichen Rasterprozess.

-31 -



2 Material und Methoden

Grundsatzlich basiert das Rasterelektronenmikroskop auf der Abrasterung der Objekt-
oberflache mittels eines feingeblindelten Elektronenstrahls. Mit Hilfe von Magnetspu-
len wird der Elektronenstrahl auf einen Punkt auf dem Objekt fokussiert. Trifft der Elekt-
ronenstrahl auf das Objekt, sind verschiedene Wechselwirkungen mdéglich, deren De-
tektion Informationen Uber die Beschaffenheit des Objekts geben. Die Intensitat des
Signals kann dann digital ausgewertet werden. Der gesamte Vorgang setzt eigentlich
ein Hochvakuum voraus, um Wechselwirkungen mit Atomen und Molekulen in der Luft
zu vermeiden. Dennoch war und ist die Erzeugung ein absolutes Vakuum auf der Erde
kaum madglich, deshalb begnlgt man sich bei der Technik mit einem den Anforderun-
gen entsprechendem Vakuum.

Der von der Kathode ausgehende Primérelektronenstrahl wird — dhnlich dem Prinzip
eines Rohrenfernsehers — zeilenweise Uber die Oberflache des Objekts gefihrt (Ras-
tern), wahrend das Signal in digitale Grauwertinformationen umgewandelt und syn-
chron auf dem Bildschirm dargestellt wird. Sind alle Zeilen abgetastet, fangt das Ras-
tern erneut am oberen Bildrand an. Das so erzeugte Bild ist nun nicht mehr die Ver-
gréBerung eines Gesamtbildes, vielmehr handelt es sich um die graphische Darstel-
lung des Verhaltnisses zwischen der abgerasterten Probenflache und der Monitor-
gréBe. Die VergréBerung kann bei den meisten Geraten nahezu stufenlos eingestellt
werden.

Neben den bereits angesprochenen Problemen von eventuellen Wechselwirkungen
von noch vorhandenen Mikrostrukturen im Vakuum ist auBerdem zu beachten, dass
die Topografie der Probe, Flachenneigung, Abschattung, Aufladung usw., den Kon-
trast ebenfalls beeinflussen und damit auch Materialinhomogenitaten vortauschen
kann. Das Volumen, in dem es zu derartigen Interaktionen kommt, hdngt neben dem
Material der untersuchten Probe (Ordnungszahl) stark von der Beschleunigungsspan-
nung ab. Bei 20 kV liegt die Aufldsung bei etwa 1 ym — daraus resultiert eine schlech-
tere Aufldsung. Das hier verwendete Rasterelekironenmikroskop verflgt Uber eine
technische Lésung (Elektronenoptik, Detektor) daflir, dass der Rlckstreukontrast bei
sehr kleinen Beschleunigungsenergien (1 keV und darunter) zur Abbildung benutzt
wird. Wegen des kleinen Anregungsvolumens bei diesen Energien erhalt man auch
eine deutlich bessere Ortsauflésung (Lofink et al., 2012).

Zum Erhalt der Feinstrukturen und zur Stabilisierung der Proben waren die Praparate
Uber Nacht in 6,25-prozentigem Glutaraldehyd bei + 4°C fixiert worden. Am darauffol-

genden Tag wurden die Proben fliinfmal mit 100 mM Sérensenpuffer gereinigt. Die

-32-



2 Material und Methoden

Zusammensetzung des verwendeten Sérensen Phosphat-Puffers beinhaltete Dinatri-
umhydrogenphophat (Na2PQO4), Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) und destilliertes
Wasser. Die FlUssigkeit wurde auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. In der Folge
schloss sich die Entwasserung der Proben in einer aufsteigenden Acetonreihe von
30 Prozent bis 100 Prozent an. Der Uberstand wurde anschlieBend abpipettiert. Da-
bei blieb ein Flissigkeitsrest im Glasgefal zurlick, der gewahrleistetet sollte, dass
die Probe nicht austrocknet. Es folgte die Uberfiihrung der Proben abhingig von der
GroBe in ein grobmaschiges Drahtsieb (Specimen baskets, Leica Microsystems, fri-
her: BAL-TEC AG, Liechtenstein) und die Lagerung in 100 % Aceton. Die Kritisch-
Punkt-Trocknung (engl. critical point drying, CPD) wurde mit dem Critical Point Dryer
CPD 030 (BAL-TEC AG, Balzers, FL) fertig gestellt. Als nachster Schritt wurde das
Drahtsieb samt Probe, umspult von 100-prozentigem Aceton, in die Probenkammer
des CPD 030 gelegt. Zur Weiterverarbeitung im CPD 030 mussten die Proben auf +
5 Grad Celsius abgeklhlt werden. Im Anschluss war die gesamte abgepumpte 100-
prozentige Acetonlésung durch einstrémendes flissiges CO2 zu ersetzen. Dies
musste sehr vorsichtig in insgesamt acht Schritten vollzogen werden, woraufhin eine
schrittweise Erhéhung der Temperatur auf + 31 Grad Celsius bei einem Atmospha-
rendruck von 74 bar mit der Kritisch-Punkt-Trocknung begonnen werden konnte. Da-
nach wurde die Beheizung abgebrochen, woraufhin das CO2-Gas Uber einen Zeit-
raum von ca. zwei Stunden Uber ein Ablassventil entweichen konnte.

Um die Proben auf dem Rasterelektronenmikroskop zu fixieren, wurden die Objekttel-
ler mit doppelseitiger Klebefolie versehen. Nun konnten die Objektteller mit den Proben
beschichtet werden. Die Beschichtung erfolgte mit einem Sputter Coater SCD 005
(BAL-TEC AG), der eine Mischung aus Gold/Palladium im Verhaltnis 80:20 auf den
Objektteller auftrug. Danach erfolgte die Flutung der Kammer des SCD 005 mit Argon-
gas. Die so erzeugten lonen wurden in einem elektrischen Feld (V = 2,5kV | = 20mA)
auf das Target aus Gold/Palladium beschleunigt. Sie stieBen dabei Atome heraus, was
zu einer Ablagerung einer diinnen Gold/Palladium Schicht auf der Probe fUhrte. Die so
getrockneten und besputterten Proben konnten in einem Exsikkator (NOVUS NS-Tu-
bus, DURAN Group GmbH, Mainz, D) tiber mehrere Monate aufbewahrt werden.

Wie das Rasterelektronenmikroskop so ist auch das Transmissionselektronenmikro-
skop (TEM) eine Variante der Elektronenmikroskopie. Der grof3e Unterschied der bei-
den Arten besteht im notwendigen Schneiddickegrad der Proben. Bei dem Raster-
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2 Material und Methoden

elektronenmikroskop wird die Probe so bedampft, dass die Elekironen die Oberfla-
chenstruktur abtasten (abrastern). Die Schnittdicke der Probe ist hier nicht entschei-
dend. Bei der Arbeit mit dem TEM durchwandern die Elektronen das Objekt zur Bilder-
zeugung. Aus diesem Grund dirfen die Proben eine bestimmte Schichtdicke nicht
Uberschreiten. Die einzelnen Proben bewegen sich im Rahmen von 10 nm bis zu eini-
gen 100 nm. Nach momentanem Stand der Technik lassen sich zwei Objekte mit ei-
nem minimalen Abstand von 0,5 nm getrennt voneinander darstellen. Im vorliegenden
Projekt wurden 60-70 nm dinne Schnitte untersucht.

Die Behandlung, die Betrachtung und Fotodokumentation der Proben fand durch die
Abteilung fur Elektronenmikroskopie am Theodor-Boveri-Institut fir Biowissenschaften
AG Prof. Dr. G. Krohne an dem Transmissionselektronenmikroskop JEM 2100 (Jeol
GmbH, Freising, D) in Wirzburg statt.

2.6.5 Einsatz der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Durch den Einsatz der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion kann DNS auBerhalb ei-
nes lebenden Organismus vervielfacht werden. Im Prinzip handelt es sich um eine
modifizierte Variante der PCR. Der Vorteil der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
liegt in der Moglichkeit, bestimmte DNS-Abschnitte quantitativ bestimmen zu kénnen.
Daflr stehen grundsatzlich mehrere Methoden zur Verfigung. Im vorliegenden Fall
wurde der Nachweis mit der Methodik des Foérster-Resonanzenergietransfers (FRET)
und die Bestimmung des Genotyps mit der TagMan-Analyse (siehe Abbildung 12) er-
bracht. Diese besteht aus einem Oligonukleotid, das am 5-Grad-Ende einen Donor-
(=Reporter) und am 3-Grad-Ende einen Acceptor — Anteil (=Quencher) enthielt.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, wird durch die Synthese des Gegenstranges die Tag-
Polymerase am Flnf-Grad-Ende der Sonde ein so genanntes Reporter-Teil abgespal-
ten. Da sich dadurch der Abstand zwischen den funktionellen Enden vergréBert,
kommt es zu einer VergroBerung der Fluoreszenzenergie am Donorteil, die gemessen
werden kann. Dadurch kénnen die Sonden zur Quantifizierung der DNS-Abschnitte
herangezogen werden (Edwards et al., 2004). Die hier aufgezeichneten Werte wurden
nun durch den sogenannten Ci+-Wert (engl. cycle threshold) quantitativ erfasst.

Die theoretische Variable beschreibt dabei jenen Punkt der Kurve, an dem das gemes-
sene Fluoreszenzsignal zum ersten Mal Uber den Hintergrundwert steigt. Durch die

spezielle Art der Amplifizierung der Genabschnitte stellt der Ct-Wert den Ausgangs-
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punkt einer exponentiellen Kurve dar. Je niedriger dieser Threshold Cycle Wert aus-
fallt, desto héher war die Konzentration an messbarer Desoxynucleinsaure (Klck et
al., 2005). Im Umkehrschluss heif3t das, dass bei einem sehr hohen Ct-Wert, eine sehr
niedrige DNS-Konzentration in der Ausgangssituation vorgelegen haben muss.

Um den hier beschriebenen finalen Schritt der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
durchzuflhren, waren noch einige vorbereitende MaBnahmen notwendig. Erst einmal
mussten die gewonnenen Konstrukte so behandelt werden, dass es beim Aufbewah-

ren der Proben zu keinem Verlust an Zellen,

F-FLUOROPHOR
bzw. DNS kommt. Der nachste Schritt bestand N oruiirta PCR primer -
in der Lyse der Zellen, um die darin liegende ekt "
RNS extrahieren zu kénnen. Mit Hilfe eines En- ‘3 E[jem:??bn;enﬁ B 3‘
zyms, der Transverse Transkriptase, wurde \ = ;
danach auch die dazu komplementare DNS ’ a PE—— .
(kDNS) gewonnen. Nun folgte der letzte, schon POLYMERISATION :nmapllyiii:a%ons-
oben beschriebene Schritt, bei dem durch die et
TagMan-Sonden und der kDNS die zu verviel- : 2
faltigende DNS hergestellt wurde. U .
Nun konnte zur RNS-Isolierung von in vitro kul- PN ) Xﬁfgc Elne
tivierten, humanen Parotiszellen Ubergegan- — RS .
gen werden. Zu diesem Zweck wurden die ; .
Konstrukte in einprozentiger PBS gewaschen ¢
und dann mit 0,5 ml RNAlater (Ambion, Austin, nesurruac —,],\ ;S:S\%clltixkte 0
USA) bei -20°C in einem Eppendorfer Cup der ; _ A s
GroBe 5 ml aufbewahrt. Dies flhrte zu einer —— ®

SOfOI"[Igen Inakt|V|erung der RNS-Ak’[IVI’[&’[, Abb||dung 12: Mechanismus der Taq-Man

. . v PCR
ohne die eine langere Lagerung der Proben Das Ende des einen Arms wird mit Fluorophor

. v e " markiert, das Ende des anderen Arms mit ei-
nicht moglich gewesen ware. Der vorhandene nem Quencher - Molekil. Durch unterschiedli-

. . ) che Entfernung des Fluorophors und des
Uberstand wurde abpipettiert und das Eppen- Quenchers kann die Fluoreszenz nachgewie-

dorf-Reaktionsgefal in einer Minizentrifuge mit sen werden.

13.000 rpm far 10 min geschleudert. Das besiedelte Konstrukt befand sich dadurch
am Boden des GefaBes. Als nachstes wurde das Reaktionsgefa3 mit PBS wiederauf-
geflllt. Erneut wurde die Suspension zentrifugiert und die Uberstehende FlUssigkeit

abpipettiert. Durch Zugabe von 600 ul RLT-Puffer (Qiagen GmbH, Hilden, D) erfolgte
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die Zell-Lyse. Bei 37 Grad Celsius wurde das Lysat fiir 30 min auf einem Schuttelinku-
bator inkubiert. Der Uberstand wurde nun in neue beschriftete Eppendorf-GefaBe
Uberfahrt. Damit lagen die Zellen in geldstem Zustand vor und waren bereit fur die
Weiterverarbeitung.

Im darauffolgenden Arbeitsschritt wurden 600 pl an Ethanol zum Lysat hinzugegeben
und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. Die Halfte des Lysats, ins-
gesamt 600 pl Flassigkeit, wurde in eine beschriftete RNeasy Spin-Saule gegeben und
fir 15 sec mit 13.000 rpm unter Raumtemperatur zentrifugiert. Die Bestandteile des
Durchflusses, die sich daraufhin im Sammelréhrchen befanden, wurden danach ver-
worfen. Mit den restlichen 600 pl wurde in gleicher Weise verfahren. Flr die gesamte
Flussigkeit von 1,2 ml wurde dieselbe RNeasy Spin-Saule verwendet, in der sich nun
die RNS an eine Membran gebunden befand. Durch Zugabe von zunéchst 700 ul RW1
Puffer und anschlieBender Zentrifugation mit 13.000 rpm fir 15 sec wurde die RNeasy
Spin-Saule gewaschen. Im Anschluss folgten zwei weitere Waschschritte, in deren
Anschluss die Lésung wiederum zentrifugiert wurde: Zuerst fir 15 Sekunden und dann
fir 2 Minuten — bei einer Umdrehungszahl von 13.000 rpm. Durch Pipettieren von 30
pl RNAse-freiem Wasser konnte die RNS aus der Membran eluiert werden; anschlie-
Bend wurde sie fur eine Minute mit 13.000 rpm zentrifugiert und auf Eis gestellt. Unter
Hinzufigung von 1 pl RNAse Inhibitor wurde die RNS bei -20°C aufbewahrt.

Das Experiment wurde mit dem Arbeitsschritt KDNS-Synthese aus isolierter RNS fort-
gesetzt. Zur Synthese der komplementaren DNS wurde die Reverse Transkriptase des
,High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix* (Master Mix) der Firma Applied Biosystems
(Darmstadt, D) eingesetzt. Insgesamt 4 ul RNS, 4 ul des Master Mix wurden zusam-
men mit 12 pl Diethylpyrocarbonat behandeltem Wasser (DEPC-H20) in einem ersten
Schritt far 5 Minuten mit 25 Grad Celsius und im zweiten Schritt Gber 30 Minuten mit
42 Grad Celsius inkubiert. Das Erhitzen auf 95 Grad Celsius fur fiinf Minuten sowie die
Hinzufligung von DEPC diente abschlieBend zur Inaktivierung der Reversen Tran-
skriptase. Um fUr jede Probe die gleiche Basis herstellen zu kébnnen, mussten flr die
jeweiligen Versuchsserien eine mdglichst schwankungsarme und gleichbleibende
Konzentration von kDNS gewahrleistet werden. Dazu diente eine biophotometrische
Messung. Hierbei wurde von der jeweiligen kDNS eine Verdinnung von 1:50 herge-
stellt. Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen des Eppendorf Biophotometers
wurde als Endkonzentration 100 ng/ul festgelegt. Durch Verdinnen mit RNS-freiem
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Wasser wurden standardisierte DNS-Konzentrationen der Proben erzeugt. Die An-

satze wurden verdlinnt bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.6.6 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion zur Funktionstestung der Pri-
mer a-Amylase, Cytokeratin 7 und Aquaporin 5

Die Durchfuhrung der PCR erfolgte mit TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). Die dazugehérenden genspezifischen Primer waren a-Amylase, Cytoke-
ratin 7 und Aquaporin. Um die Folgen, beispielsweise eine Fehl-Pipettierung, zu mini-
mieren, wurden vorab Ansatze flr die TagMan-Assays hergestellt. Dabei wurden die
Proben als Duplices in 50 pl Hilsen zur Berechnung des Mittelwertes angesetzt. Um
kongruente Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurden auch die Volumina fur die ge-
samten Proben fixiert. Die folgende Tabelle 3 zeigt eine Zusammenstellung der ein-

zelnen Komponenten sowie ihrer Konzentrationen.

Tabelle 3: Zusammensetzung TagMan-Assay

Komponenten Reaktion Volumen (pl)
TagMan Gene Expression Master Mix 10

TagMan Gene Expression Assay 1

kDNS 1
DEPC-H20 8

Die folgende Tabelle 4 zeigt die Inkubation der Proben im Analysegerat RT-PCR
StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D).

Tabelle 4:  Inkubation der Proben im Analysegerét fiir die RT-PCR

Schritt Temperatur Zeit Bemerkung

1 25°C 10 min UDG Intubation

2 95°C 10 min Enzymaktivierung der DNS-Po-
lymerase Ampli Tag Gold

3 95°C 15 sec Denaturierung der doppelstran-
gigen DNS

4 60°C 30 sec Annealing-Temperatur

5 72°C 30 min Elongation

6 60°C 1 min Abkulhlung

7 95°C 10 min Wiederholung des Zyklus
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2.6.7 Analyse der relativen Genexpression
Die sogenannten Ci+-Werte wurden als MessgréBe fur die Vervielfaltigung der DNS-
Startmenge verwendet. Die Ci-Werte wurden neben den Zielsequenzen a-Amylase,
Aquaporin 5 und Cytokeratin 7 auch vom Haushaltsgen GAPDH und EF1a als Refe-
renzgen mitgemessen. Als Positivkontrolle diente hier KDNS aus extrahiertem huma-
nem nativem Parotisgewebe zweier Patienten. Wie die Proben durchlief es die ent-
sprechenden Behandlungszyklen. Grundsatzlich gilt fir das Analysieren der PCR-
Werte, dass bei einem hohen Ci-Wert nur geringe Mengen des zu untersuchenden
DNS-Abschnitts zur Replikation vorliegen. Je niedriger die Wiederholungszahl der
PCR ausfallt, umso gréBer ist die Anzahl der gesuchten DNS-Abschnitte in der Probe.
Als Negativprobe wurde DEPC-H20 verwendet. Fir eine Vergleichbarkeit des DNS-
Gehalts wurde die Differenz aus der Menge an Ziel-DNS (C: (Zielgen)) und der Menge

des Referenzgens (C: (Referenzgen)) berechnet.

Formel 2:

AC; = C; (Zielgen)- C, (Referenzgen)

Um eine robuste Reliabilitdt zu gewahrleisten, wurden zwei nichtregulierte Referenz-
gene hinzugezogen. Bei einer geringen Anzahl zur Verfligung stehende Proben wur-
den lediglich zur internen Kontrolle die etablierten Referenzgene GAPDH und EF1a
verwendet (Huggett et al., 2005; Vandesompele et al., 2002).

Die Berechnung erfolgte analog zu den beiden folgenden Formeln, wobei die angege-

bene Reihenfolge verwendet wurde:

Formel 3:

AC:(C(Zielgen)- C,(GAPDH))
AC:(C;(Zielgen)- C:(EF1a))

= Ergebnisl

Formel 4:

2 — (Ergebnis1) — Ergebnis2

Zur Ermittlung der Genexpression einer Probe, bezogen auf den Untersuchungstag 7,
wurde Formel 4 mit dem Ergebnis 2 verwendet: Das sich errechnende Ergebnis 2 von
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Untersuchungstag (UT) 7 wurde gleich 1 gesetzt. Relative Genexpressionswerte
(RGE) <1 bedeuten somit eine geringere Expressionsrate und Werte >1 eine erhdhte
Expressionsrate der Zielgene. Ab einem Ct-Wert von 38 kann die Genexpression als

negativ angesehen werden.

2.6.8 Agarosegelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNS-Molekillen, um daraus ihre
GroBe im Vergleich zum Standardwert bestimmen zu kénnen. Dabei wurden die Nuk-
leinsduren unter der Wirkung eines elektrischen Feldes durch die Gelmatrix gezogen.
Aufgrund ihrer negativen Ladung wurden sie separiert, da die kleineren Molekdile einen
groBeren Weg zur positiv geladenen Elektrode zuriicklegen mussten. Nach dem Ab-
schalten des elektrischen Feldes wurden die un-
tersuchten DNS-Abschnitte durch das eingela-
gerte Ethidiumbromid unter UV-Beleuchtung
sichtbar gemacht (Abbildung 13).
Die Agarose-Konzentration des Gels lag bei 2 %,
3,0 g des Agarosepulvers LE (Biozym Scientific,
Oldendorf, D) versetzt mit 150 ml TRIS-Acetat-
Puffer (TAE, Sigma Aldrich Chemie GmbH,

. . . Abbildung 13: Beispiel einer Gelelektro-
Steinheim, D). Der Elektrophoresepuffer dient phoreseg .

wy s . Die Banden sind hier unter Blaulicht hervor-
zusatzlich zur Trennung der DNS. In dem Mikro-  genoben (DFG-Forschungszentrum Wiirz-

wellengerat Privileg 8020 (Quelle, Farth, D) °“9

wurde das Gemisch 3 min bei 600 W aufgekocht und mit 0,03 pl/ml Ethidiumbromid
versetzt.

Das flussige, erhitzte Gel wurde nun in einen Gelschlitten (PegLab Biotechnology, Er-
langen, D) gegossen und 30 Minuten abgeklhlt. Nach Erh&rtung wurden die Proben
mit Ladepuffer in die vorgesehen Taschen auf der Seite der negativen Elektrode posi-
tioniert. Die Auftrennung der einzelnen DNS-Fragmente dauerte eine Stunde mit einer
angelegten Spannung von 80 V und 180 mA in der Gelelektrophoresekammer
(PeglLab Biotechnology). Nach dem Abschalten des Stroms wurde das Gel aus der
Kammer entnommen und auf den Transilluminator positioniert. Dabei war darauf zu
achten, dass sich keine Blasen bildeten. Unter Bestrahlung mit UV-Licht von 312 nm
konnten die Fragmente sichtbar gemacht, fotographisch dokumentiert und optisch aus-

gewertet werden.
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2.7 \Vorgehen bei der statistischen Auswertung

Fdr statistische Auswertungen steht im deutschen Hochschulbereich das Programm
SPSS Statistics (International Business Machines Corporation (IBM), Armonk, New
York, USA) zur Verfligung. Hier kam die Version 20 zum Einsatz.

Die statistische Untersuchung betraf vor allem die erhobenen Werte des ELISA sowie
die Ergebnisse der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion. Es galt hier, statistisch sig-
nifikante Unterschiede zu untersuchen. Das Signifikanzniveau wurde dabei mit p <
0,05 festgelegt. Als statistische Testverfahren dienten der Wilcoxon- und der Fried-
mantest.

Der Wilcoxontest ist ein nicht-parametrisches Verfahren zum Vergleich von zwei ge-
paarten Stichproben. Mit seiner Hilfe lasst sich untersuchen, ob sich die gemessenen
Konzentrationen unterscheiden. Die hier zugrundeliegende Nullhypothese (HO) be-
steht in der Annahme, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den getesteten
Variablen, hier die jeweiligen Konzentrationen, besteht; die Alternativhypothese H1
beschreibt hingegen ein Szenario, das von einem signifikanten Unterschied zwischen
den getesteten Variablen ausgeht.

Ebenfalls ein nicht-parametrischer Test ist der Friedmantest. Dieser wird herangezo-
gen, wenn drei- oder mehr gepaarte Stichproben verglichen werden sollen. Dazu wer-
den den Mittelwerten der verschiedenen getesteten Konzentrationen jedes einzelnen
Patienten nach ihrer GréBe Range zugewiesen. AnschlieBend werden die Réange der
einzelnen Patienten aufsummiert. Es ist dann mdglich, die Rangsummen der unter-
schiedlichen Konzentrationen miteinander zu vergleichen.

Zur grafischen Darstellung wurden sogenannte Boxplots gewahlt, welche mit dem Da-
tenanalyseprogramm SPSS erstellt werden konnte. Die Lageparameter bilden hier die
waagrechte Linie, die in der Box den Median abbildet, der sich aus n-Mittelwerten zu-
sammensetzt. Die untere Beschrankung der Box stellt die Abweichung durch die 25.
Perzentile dar, die obere Begrenzung der Box entspricht der Abweichung der 75.
Perzentile. Werte, die zwischen 1,5 und 3 Seitenldngen auBerhalb der Box liegen,
werden als Ausrei3er bezeichnet und sind durch einen Kreis markiert. Werte, die mehr
als 3 Seitenlangen auBerhalb der Box liegen, werden als Extremwerte definiert und
sind durch einen Stern gekennzeichnet. Der Maximal- und Minimalwert im Bereich von
1,5 Seitenlangen wird jeweils durch eine T - férmige Linie ober- und unterhalb der Box

markiert.
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Die gewonnen Werte der Genexpression von a-Amylase, Aquaporin 5 und Cytokeratin
7 aus der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion werden im Folgenden durch Balken-
diagramme visualisiert. Zur Erzeugung der Diagramme wurde das Excel 2010 Pro-
gramm von Microsoft (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) genutzt.
Die x-Achse zeigte dabei die Genexpression relativ zu Patient 1, die y- Achse die Un-
tersuchungstage 7, 14 und 21 der Patienten 1-3 an.
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3 DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

In diesem Abschnitt wird zunachst die Patientenkohorte vorgestellt, im weiteren Ver-
lauf die Vitalitatsbestimmung. AnschlieBend erfolgt die Darstellung des Nachweises
von a-Amylase im Uberstand mit Sandwich-ELISA und der Nachweis von a-Amylase,
Aquaporin 5 und Cytokeratin 7 mittels der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion.

Danach folgt die Erlauterung der histologischen Untersuchungen, speziell zunachst
auf a-Amylase und Pan-Cytokeratin durch indirekte Immunfluoreszenz, die Dokumen-
tation und Interpretation der Rasterelektronenmikroskopaufnahmen der besiedelten
Konstrukte zum Untersuchungstag 7 und der Transmissionsmikroskopaufnahmen der
besiedelten Konstrukte zum Untersuchungstag 14. Eine Kurzzusammenfassung der

Ergebnisse schlie3t dieses Kapitel ab.

3.1 Beschreibung der Studienkohorte

Die Charakteristika der Studienkohorte sind in der folgenden Tabelle dargestellt. Dabei
ist in der zweiten Spalte das Lebensalter des Patientenkollektivs gerundet in vollen
Jahren angeben. Der Median des Patientenalters betrug danach 52,5 Jahre (Altersbe-
reich von 42 - 90 Jahre). Das mannliche Geschlecht Gberwog mit 55% (11 von 20
Patienten). Das resezierte Gewebe wurde histopathologisch untersucht. Bei einer Per-
son wurde eine maligne Erkrankung, ein B-NHL Lymphom festgestellt. Die restlichen
19 Patienten zeigten in der Aufarbeitung eine tumorfreie, bzw. benigne Erkrankung

Eine Fremdstoffexposition zeigten 41% der 20 Patienten. Nikotinabusus wird bei 82%,
also 14 Patienten, dokumentiert. Der Mittelwert des Packungsjahrs (engl. pack year;
py), die statistisch inhalierte Rauchdosis der pro Tag gerauchten Zigarettenpackungen
multipliziert mit der Anzahl der Raucherjahre, betragt zum Zeitpunkt der Erhebung
25,15 Jahre (Bereich 10 - 45 PY). 82% Patienten (14 von 20 Patienten) gaben an,

Alkohol zu konsumieren.
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Tabelle 5:  Charakteristika der Studienkohorte:

Geschlecht: weiblich (w) und ménnlich (m). Tumorentitét: Ziffer 0 = tumorfrei; Ziffer 1 = Zystadenolymphom; Ziffer 2 = pleomorphes Adenom; Ziffer 3 = Lipom;
11 = B-NHL Lymphom; - = keine histologische Angabe. Packungsjahr: Angabe in gerauchten Packungsjahren; -9 = keine Angabe. Die restlichen Spalten
der Patienteneigenschaften wurden wie folgt verschliisselt: Ziffer 0 = Eigenschaft negativ; Ziffer 1 = Eigenschaft positiv; - = keine Angabe im Fragebogen.

Patient/-in Alter in Jahren Geschlecht Tumorentitét Fremdstoffe Nikotin Packungsjahr Alkohol
1 62 w - - 0 0 1
2 45 m - 1 1 20 1
3 81 m 0 1 1 - 1
4 65 w 1 0 1 40 0
5 49 m 1 0 1 12 1
6 46 w 0 0 1 15 1
7 51 w 1 1 1 60 1
8 49 m 0 - - - -
9 81 w 11 0 1 10 1
10 49 m 1 1 1 45 1
11 55 w 0 0 1 25 1
12 40 w 2 0 1 25 1
13 56 m 2 0 1 10 1
14 52 m 1 1 1 20 1
15 90 m 0 0 1 10 1
16 40 m 2 - - - -
17 53 w 2 - - - -
18 62 m 1 1 1 35 1
19 42 m 3 1 0 0

20 56 w 1 0 0 0
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Zur Vitalitatsbestimmung wurde die Technik der indirekten Immunfluoreszenz heran-
gezogen. Sie diente der mikroskopischen Beurteilung einzelner Proben. In den folgen-
den ausgewahlten Bildern (Abbildung 14) sind Gberwiegend einzelne oder gruppierte
lebende Parotiszellen zu erkennen. Ohne Softwareunterstiitzung konnten lediglich
Ausschnitte der Konstrukte exemplarisch vorgestellt werden.

Bei Proben von 20 Patienten wurde an drei Untersuchungstagen das Nahrmedium

entnommen. Am 7. Untersuchungstag wurde ein niedriger Median von 4,4 U/l an a-

Abbildung 14: Lebend/Tot Farbung

(A-C) UT7; einzelne in Zellhaufen gruppierte Parotiszellen in griiner Fluoreszenz (Lebendfar-
bung). Im Hintergrund ist die Matrix in rot-blauer Farbung zu sehen, die grine Hintergrundlumi-
niszenz stellt das Fibrinogen-Thrombin-Gemisch dar. In Bild D UT7; sind Acini-ahnliche Struktu-
ren in griner Farbung zu erkennen. Bild E zeigt in roter Farbung einzelne abgestorbene Zellen
(im Kreis). Bild F der kleinere Kreis markiert sowohl lebende Zellen als auch tote Zellen in einer
acini-ahnlichen Struktur. Bild G UT14; wenige vitale Zellen sind sichtbar. Bild H weist eine lokale
Ansammlung von toten Zellen auf. Bild | stellt das Fusionsbild dar, in unmittelbarer Nachbar-
schaft sind vitale sowie avitale Zellen zu erkennen. Bild J; UT14 multiple Acini-ahnliche Struktu-
ren sind in griner Fluoreszenz (Lebendfarbung) Gber den Schwdmmchenabschnitt verteilt. Bild
K die offenporige Schwammchenstruktur in rot-blauer Darstellung. Bild L die einzelnen lebenden
Konglomerate der Parotiszellen sind an den Poren angeheftet.
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3 Darstellung der Ergebnisse

Amylase durch ELISA festgestellt. Die genaue Konzentration der a-Amylase konnte

durch die chemische Reaktion mit Wasserstoffperoxid photometrisch erfasst und da-

rauffolgend anhand der

Eichkurve berechnet wer- 8
den (siehe Abbildung 15).

Der a-Amylase Gehalt am
Untersuchungstag 14 wies
einen Median von 3,1 U/l

Konzentration U/
P

auf, was in etwa einem Ab-

fall von 1/4 der gemesse-

nen Werte von Untersu- 0 B
chungstag 7 entspricht. 7 14 21
Am Untersuchungstag 21 Untersuchungstag

wurde der nledngSte Me- Abbildung 15: Boxplot-Diagramm der gemessenen a-Amylase-Kon-

zentration mittels ELISA

Boxplot-Auswertung der ELISA-Messwerte von 20 Patienten Uber den
Zeitverlauf anhand der Untersuchungstage 7, 14, 21. Senkung des
Medians der a-Amylase-Konzentration von 4,4 U/l am UT7 auf 2,2 U/l am
uT21.

dian von 2,2 U/l an a-
Amylase-Konzentration

gemessen.

3.2 Histologische Untersuchungen

Zum Nachweis der Proliferation und Anlagerung der Zellen auf der Polyurethan-Matrix
wurden diverse histologische Untersuchungsmethoden herangezogen. Zur besseren
Darstellung der Zellen auf den besiedelten Matrices wurde Hamatoxilin und Eosin zur
Anfarbung benutzt. Wie bereits angedeutet, war es dabei nicht mdglich zusammen-
héangende Schnitte herzustellen, so dass keine Reproduzierbarkeit mehr méglich war.

3.2.1 Untersuchung auf a-Amylase und Pan-Cytokeratin durch indirekte
Immunfluoreszenz

Um eine grundlegende Aussage Uber die Lebensbedingungen der Parotiszellen auf
den besiedelten Polyurethan-Matrices treffen zu kénnen, wurde neben dem immun-
histochemischen Nachweis der Zellstruktur durch Pan-Cytokeratin auch die Funktio-
nalitat der Zellen mittels Antikorper Gberprift. Dieser Nachweis wurde flr a-Amylase
im Zytoplasma durchgeflhrt.

Als Positivkontrolle wurden Kryoschnitte von humanem Parotisgewebe herangezogen.
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3 Darstellung der Ergebnisse

Dabei konnte a-Amylase dadurch nachgewiesen werden, dass nach dem Kontakt mit
Sekundarantikérpern eine griine Fluoreszenz festzustellen war (Abbildung 17).

Als Negativkontrolle wurden die im Bindegewebe vorkommenden Fibroblasten heran-
gezogen. Eine blaue Fluoreszenz der Zellkerne wurde mittels des DAPI-Farbstoffes
sichtbar. Eine weitere Fluoreszenz durch Sekundarantikérper wurde nicht nachgewie-
sen (siehe Abbildung 16 D, E und Abbildung 17 D, E).

Die Pan-Cytokeratinfarbung stellte sich in den Stichproben aus den 20 untersuchten

Abbildung 16: Immunhistochemische Farbung gegen a-Amylase (Alexa Fluor 488)
(A-C): Humanes Parotisgewebe im Kryoschnitt als Positivkontrolle. Bild A: DAPI-Anfarbung
der Zellkerne Bild B: Griine a-Amylase-Farbung im Parotisgewebe. Bild C: Uberlagerung von
A und B. (D-E): Darstellung von Fibroblasten in vitro als Negativkontrolle. Bild D: DAPI-Anfar-
bung der Zellkerne. Bild E: Keine a-Amylase-Féarbung in Fibroblasten. (F-K): Représentative
Darstellung der kultivierten adharenten Zellen der Glandula parotidea auf der besiedelten Mat-
rix. (F, 1): DAPI-Anfarbung der Zellkerne. (G, J): Griine a-Amylase-Farbung in den kultivierten
Parotiszellen von UT7 (Bild G) und von UT14 (Bild J) mit sichtbarer griiner Autofluoreszenz
des Fibrinogen-Thrombin-Gemisches. (H, K): Uberlagerung von F+G und I+dJ.

Personen als stabil konstanter Marker dar. Die Varianz der grinen Fluoreszenz (Se-
kundarantikérper Alexa Fluor 488), die visuell Gberprift wurde, war sehr gering (siehe
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Abbildung 16 und Abbildung 17). Das Wasserkanalprotein Aquaporin 5 wurde in vitro

nicht immunhistochemisch nachgewiesen.

Abbildung 17: Immunhistochemische Farbung gegen Pan-Cytokeratin (Alexa Fluor 488)
A-C): Humanes Parotisgewebe im Kryoschnitt als Positivkontrolle. Bild A: DAPI-Anféarbung der
Zellkerne. Bild B: griine Pan-Cytokeratin-Farbung im Parotisgewebe. Bild C: Uberlagerung von
A und B. (D-E): Fibroblasten in vitro als Negativkontrolle. Bild D: DAPI-Anféarbung der Zellkerne.
Bild E: Keine Farbung in den Fibroblasten gegen Pan-Cytokeratin. (F-K): Reprasentative Dar-
stellung der kultivierten adhérenten Zellen der Glandula parotidea. (F, 1): DAPI-Anfarbung der
Zellkerne mit blauer Hintergrundluminiszenz der Matrix. (G, J): grine Pan-Cytokeratin-Farbung
in Parotiszellen von UT7 (Bild G) und von UT14 (Bild J). (H, K): Uberlagerung von F+G und
1+dJ.

3.2.2 Rasterelektronenmikroskopaufnahmen der besiedelten Konstrukte
zum Untersuchungstag 7

Die Fotoaufnahmen in Abbildung 18 entstammen einer besiedelten PUR-Matrix zum
Untersuchungstag 7. Zu sehen sind ovale bis kreisférmig angeordnete Vertiefungen,
die sich als Poren an der Oberflache jeweils in unmittelbarer Nachbarschaft zu ande-
ren Poren befinden. Dies stellt die synthetische Matrix des PUR-Schaums dar. Die
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Poren zeigen jeweils mindestens einen Verbindungstunnel (sogenannte interkonnek-

tive Poren), der sie miteinander verbindet.

ma\d VergroGerungy Prapar:

Spannung MV«W Praparat
15k 100 x Parots Dll?

SSpAnnNg
15k 200 x Parots cu 100 e

200 um

Abbildung 18: Besiedeltes Konstrukt in Rasterelektronenmikroskopdarstellung

Bild A: besiedeltes PR Untersuchungstag 7; Ubersicht des besiedelten PUR; Kreis markiert eine
an der Oberflache liegende Pore. Pfeil weist auf einen Verbindungstunnel hin Bild B: besiedeltes
PUR Untersuchungstag 7; flachig streifige Zell-Thrombin-Suspension auf der Matrix; Pfeil markiert
die Ubertragenen in kugeliger Form dargestellten Parotis-Zellen Bild C: besiedeltes PUR Untersu-
chungstag 7; zusatzlicher Ausschnitt Zell-Thrombin-Suspension; Kreis markiert die Interkonnektivi-
tat der Poren Bild D: besiedeltes PUR Untersuchungstag 7; Zell-Thrombin-Suspension; Pfeil mar-
kiert Verunreinigungen bzw. kleine Fibrinabsprengungen.

Exemplarisch zeigt sich oberhalb der Bildmitte, wie vier verschiedene oberflachliche
Poren mit einer darunter liegenden kommunizieren.

Auf der Unterseite sind weitere Verbindungen zu anderen Poren dargestellt. Die Bil-
derserie zeigt in zunehmender VergréBerung das gut sichtbare Zell-Fibrin-Gemisch,
welches sich gegenlber dem Kunststoff abhebt. Durch seine stark haftende Konsis-
tenz schmiegt sich die Suspension aus Zellen und Thrombin-Fibrinogen an die Ober-
flachenstruktur an. Man erkennt deutlich, wie die anfénglich liquide Substanz durch die
Porenverbindungen in das Schwammchen eindringt. Auf der Dispersion sind ovale
Strukturen erkennbar, die sich in den Aufnahmen als Parotiszellen darstellen. Einige
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wenige Zellen sind auf der PUR-Matrix zu sehen. Die einzelnen kleinen langlichen
Elemente auf der Polyurethanoberflache sind Verunreinigungen oder kleine Fibrinab-

sprengungen.

3.2.3 Transmissionsmikroskopaufnahmen der besiedelten Konstrukte
zum Untersuchungstag 14

Das Ziel in vitro kultivierte, humane Parotiszellen darzustellen, konnte mit Hilfe der
Transmissionselekironenmikroskopie erreicht werden. Hierbei wurden Bilder von ein-

zelnen Zellen fotografisch fixiert (Abbildung 19).

Abbildung 19: Transmissionelektronenmikroskopieaufnahmen
von Untersuchungstag 14 entnommenen in vitro kultivierten, humanen Parotiszellen (Bild A, B und C: <
2,5 um). Mit einem Pfeil sind die Zellfortsatze auf der Plasmamembran markiert, In Bild A und C ist eine
Zelle mit einem Zellkern zu sehen, durch einen Stern markiert. In Bild A und C sind zusétzlich Vesikel im
Zytoplasma abgebildet, durch Dreieck markiert.
Diese entstammen jenen Konstrukten, die am Besiedlungstag 14 entnommen wurden.
Wie man in Abbildung 19 erkennen kann, weisen die Zellen an der Oberflache der
Plasmamembran Zellfortsatze auf. Im Inneren lassen sich einige Vesikel neben Fett-

einschlissen erkennen. Alle Zellen weisen einen Zellkern sowie einen Nukleolus auf.

3.3 Nachweis von a-Amylase, Aquaporin 5 und Cytokeratin 7 mittels Real-
Time-Polymerase-Kettenreaktion

Nach dem einstindigen Prozess der PCR konnte DNS von GAPDH, EF1a sowie Cy-
tokeratin 7 in den Proben in ausreichendem MaBe nachgewiesen werden. Einen im
Mittelwert erhéhten Ci-Wert zeigte die a-Amylase. Aquaporin 5 konnte in den Proben
nicht sicher identifiziert werden, da bei einem Ci-Wert = 38 von einer nicht existenten
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Genexpression ausgegangen werden musste. Um einen Vergleich zwischen dem kul-
tivierten und nativen humanen Parotisgewebe zu erhalten, wurden die Mittelwerte der
Ct-Werte der 3 Patienten von Passage 1-3 denen zweier Patienten A+B gegenlber-
gestellt. In der folgenden Tabelle 6 sind diese Werte zu sehen.

Tabelle 6:  Durchschnittliche Ci-Werte aller Passagen der Patienten 1-3
- = keine Untersuchung des nativen Parotisgewebe mit EF1a, als endogene Kontrolle diente GAPDH.

Ci-Werte KHPZ Ci-Werte HPG
Primer (kultivierte humane Paro-  (natives humanes Paro-
tiszellen) tisgewebe)

Cytokeratin 7 24,74 19,89
a-Amylase 31,08 23,58
Aquaporin 5 37,84 38,20

GAPDH 22,54 24,79

EFl1a 19,11 -

Far den jeweiligen Patienten wurde unter Bezugnahme der Housekeeper GAPDH und
EF1a eine Normalisierung fir die 3 Entnahmetage vorgenommen. Diese Ergebnisse
sind in Tabelle 9-11 im Anhang Kapitel 6.1, Tabellen der Messergebnisse aufgefihrt.
FOr das native humane Parotisgewebe wurde lediglich die interne Kontrolle mit
GAPDH durchgefihrt. Stellt man die durchschnittliche Genexpression von a-Amylase
der KHPZ Werten der aus der Arbeitsgruppe stammenden, gemittelten 2D-Kultur von

Cytokeratin 7

uT 21
o UT14
ut 7
uT 21
uT 14
ut 7
UT 21
= UT14

UT 7 I—

Patient

Patient
2

Patient

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Genexpression relativ zu UT 7

Abbildung 20: Graphische Darstellung der relativen Genexpression von Cytokeratin 7
Darstellung der Werte von Patient 1-3 Uber die UT7-21. Die Anderungen der Genexpression
von UT14 und UT21 sind relativ zum Basiswert von UT7 zu sehen.
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Zellkulturflaschen gegenuber, so zeigen sich naheliegende Ct-Werte von 31,08 zu
31,27. Zur bildlichen Darstellung der gewonnen Werte wurde die Vorgehensweise, wie
in Kapitel 2.6.3 beschrieben, angewandt. Das Ergebnis der Proben des UT7 wurde zur
Normierung der Graphen = 1 gesetzt.

o - Amylase
o UT21 |
c
Lo UT14 |
(T
e ut 7 | |
o UT 21 I ——
c
-f—jw UT 14 | =
(©
e UT 7 I
= UT 21 I —
c
~g\—| UT 14 Im—
(©
[a

UT 7 I —

0,0 0,5 1,0 1,5
Genexpression relativ zu UT 7

Abbildung 21: Graphische Darstellung der relativen Genexpression von a - Amylase
Darstellung der Werte von Patient 1-3 Uber die UT7-21. Die Anderungen der Genexpression
von UT14 und UT21 sind relativ zum Basiswert von UT7 zu sehen.

Aquaporin 5

uT 21 |
o UT14 I
ut 7
uT 21
uT 14
ut 7
uT 21
uT 14
UT 7 m——

Patient

Patient
2

Patient
1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Genexpression relativ zu UT 7

Abbildung 22: Graphische Darstellung der relativen Genexpression von Aquaporin 5
Darstellung der Werte von Patient 1-3 Uber die UT7-21. Die Anderungen der Genexpression
von UT14 und UT21 sind relativ zum Basiswert von UT7 zu sehen.

Die gr6Bte Differenz der relativen Genexpression war bei Patient 2 fir Cytokeratin 7
am UT21 mit dem Wert 2,28 festzustellen. Bei einer maximalen Abweichung von 0,9
Punkten konnte eine stabile Genexpression der Gene Cytokeratin 7, a-Amylase und
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Aquaporin 5 der drei Patienten angenommen werden, wie in der Abbildung 20, Abbil-
dung 21 und Abbildung 22 grafisch dargestellt.

Zur Uberpriifung der durchgefiihrten PCR wurde exemplarisch eine Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Die dabei genauer in den Fokus genommenen Zielgene waren a-
Amylase und Aquaporin 5. Neben den untersuchten Proben der Patienten wurde dazu
humanes Parotisgewebe als Positivkontrolle, GAPDH als Housekeeping-Gen und
Wasser als Negativkontrolle benutzt. Nach 60 Minuten konnten Banden in unterschied-
licher Farbung identifiziert werden. Zum Abgleich wurde eine DNS-Leiter herangezo-
gen, die sich aus 15 chro-

matographisch aufgerei-

. . Primer UT14 | UT21
nigten und einzelnen a-Amylase (120 bp)

O
[a
I

<
T

, . N ™ O ©
DNS-Fragmenten in ei- N P

nem Intervall von 50-1000 | Basenpaare
bp zusammensetzten. Die
dinnen, flauen, zum Teil
durchscheinenden Ban-
den bestatigten die ge-
wonnen Werte der Real-
Time-PCR. Die a-

Amylase war allerdings

Abbildung 23: Gelelektrophorese von 6 Proben zum Nachweis spe-
zifischer Gene fiir GAPDH, a-Amylase und Aquaporin 5.

Im Bild von links nach rechts: die DNS-Leiter, die Positivkontrolle
(GAPDH), Probe 1-3 a-Amylase von UT14 unterschiedlicher Patienten,
Probe 4-6 a-Amylase von UT21 unterschiedlicher Patienten, ganz rechts
die Negativkontrolle (H20), am unteren Rand des Gels verschwommene
Bereiche der Primerwolken.

nur in geringer Menge
vorhanden und das Aqua-
porin 5 war kaum darstell-
bar (siehe Abbildung 23).

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die primar adharenten Parotiszellen blieben bis zu 21 Tagen nach Ubertragung in der
Polyurethan-Matrix stabil. Durch die Analyse via Sandwich-ELISA konnte a-Amylase
spezifisch fiir Speicheldriisen im Uberstand nachgewiesen werden. Die gewonnenen
Ergebnisse zeigten eine Abnahme der zu registrierenden a-Amylase-Werte.

In der histologischen Aufarbeitung durch die Technik der Fluoreszenzmikroskopie
konnte die Vitalitdt der humanen Parotiszellen auf der besiedelten Matrix mit der Flu-
orescein-Diacetat-Ethidiumbromid Farbung fir die Untersuchungstage 7 und 14 nach-
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gewiesen werden. a-Amylase und Pan-Cytokeratin waren in den kultivierten Parotis-
zellen vorhanden und konnten mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz dargestellt
werden. FUr die HE-Farbung konnten weder Kryoschnitte noch Wachsschnitte erstellt
werden. Nach einem Ablauf von 7 Tagen bildeten sich adharente Zellen in kugeliger
Form, die auf der besiedelten Matrix mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie abge-
bildet werden konnte. In der Transmissionselektronenmikroskopie konnten Zellen, die
Zellfortsatze ausgebildet hatten, nach 14 Tagen gesichtet werden. Das Verfahren der
Real-Time PCR erbrachte den Nachweis einer Genexpression fir a-Amylase. Cytoke-
ratin 7 war Gber alle Untersuchungstage feststellbar. Die Gene von Aquaporin hinge-
gen wurden statistisch nicht ausgewertet, da nur eine geringe Menge davon detektiert
werden konnte.

In der Zusammenfassung der einzelnen Untersuchungsergebnisse lasst sich feststel-
len, dass die besiedelten Konstrukte bis zum 21. Tag der Kultivierung Zellen mit Vita-
litdt und Nachweis fir a-Amylase aufwiesen. Die Anzahl der Zellen, die wahrend der
Kultivierungsdauer mikroskopisch erfasst werden konnten, war ricklaufig. Die nach-
gewiesene Konzentration der Amylase zeigte sich regredient.
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4 DISKUSSION

Die strahleninduzierte Xerostomie ist ein bekanntes Problem fur betroffene Menschen
mit Tumoren in Kopf und Hals, die durch Radiotherapie behandelt worden sind. Auch
im Bereich der Autoimmunerkrankungen ist die Mundtrockenheit ein belastendes
Symptom. Die Reduzierung der Nebenwirkung war bereits innerhalb der ersten De-
kade des 21. Jahrhunderts Gegenstand intensivster Forschung. JENSEN et al. unter-
suchte retrospektiv Arbeiten in einem Zeitraum von Uber 20 Jahren, die mit der Be-
strahlungstechnik der IMRT und medikamentéser Therapie Xerostomie bzw. Speichel-
driisenunterfunktion minimieren konnten (Jensen et al., 2010). Die Ubersichtsarbeit
von NELSON et al. setzte sich mit den unterschiedlichen Zellen und vorhandenen Zell-
linien auseinander, welche sich zur Anzlchtung einer Speicheldriise eignen wiirden
(Nelson et al., 2013).

Ziel dieser Arbeit war, den Nachweis zu fihren, dass entnommene Parotiszellen als
Monokultur auf Polyurethan ohne Funktionsverlust wachsen wirden. Aus operativ er-
langtem Parotisgewebe wurde in vitro adharente Parotiszellen gewonnen und mittels
einer Fibrin-Thrombin-Suspension auf eine Polyurethan-Matrix Gbertragen. Unter-
sucht wurde die Vitalitat der Zellen zu festgelegten Zeiten wahrend der Kultivierung in
vitro und nach Ubertragung. Das Konstrukt wurde nach 1-3 Wochen mikroskopisch,

biochemisch und durch Elektronenmikroskopie analysiert.

4.1 Humane Parotiszellen ex vivo

In den aktuellen wissenschaftlichen Arbeiten zeigt sich, dass die Nutzung von unmit-
telbar zuvor einem Patienten entnommenen Speicheldrisenzellen die besten Voraus-
setzungen bieten, eine klnstliche Speicheldriise herzustellen. Im Vergleich zu den tu-
morassoziierten Zelllinien HSY oder HSG (Wang et al., 2009) oder den unsterblichen
Zelllinien der Submandibularspeicheldriise (SMG) -C6 bzw. -C10 (Vasquez et al.,
2009), sind die Zellen in der vorliegenden Arbeit dem natirlichen Gewebe sehr viel
ahnlicher, bzw. nahezu identisch (Warner et al., 2008). Zusatzlich lassen sich diese
Zellen in vitro verandern, um sie danach in den Koérper reimplantieren zu kénnen. Ein
groBes Problem, das sich im Laufe der Forschungen stellte, war die morphologische
Azinus-Form in vitro herauszubilden, ohne die eine hypotone Speichelbildung morpho-
logisch unmdglich ist. Hinzu kommt, dass die Zellen die Tendenz zur Dedifferenzierung
haben, wenn sie auf einer Plastikoberflache angezlichtet werden (Szlavik et al., 2008).
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DarlUber hinaus reagierten die zu passagierenden Zellen mit Apoptose, wenn sie in
einer Einzelzellsuspension aufgeteilt wurden (Walsh et al., 1998).

Festgestellt werden konnte auch, dass einzelne menschliche Parotiszellen in der Lage
sind, sich in Azinus- oder Gangzellen zu differenzieren, wenn sie in einer 3D-Umge-
bung aufgewachsen sind (Joraku et al., 2007). Die humanen Azinuszellen der Parotis
wiesen dabei a-Amylase, AQP5 und Tight Junction Proteine auf, wenn diese in Growth
Factor Reduced (GFR) Matrigel geztchtet wurden (Joraku et al., 2007). Dieses Extrakt
férdert die Zelldifferenzierung und wird u. a. auch verwendet, um die Aktivitat von in-
vasiven Tumorzellen zu messen (Benton et al., 2011; Hughes et al., 2010). In vivo wird
die Substanz zur Messung angiogener Inhibitoren und Stimulatoren genutzt, um das
Uberleben des Transplantats zu verbessern, beschadigtes Gewebe zu reparieren und
das Tumorwachstum zu erhéhen (Benton et al., 2011). Eine Studie der Arbeitsgruppe
um PRADHAN et al. konnte nachweisen, dass auf einem Hydrogel auf der Basis von
Hyaluronsaure (HS) angezlichtete Parotiszellen, die Fahigkeit besalen, Tight Junc-
tions in Acini zu bilden. Dadurch schaffen sie zentrale Lumen und stellen ebenfalls a-
Amylase her (Pradhan et al., 2010).

Der Arbeitsgruppe um MARIA im Jahr 2012 gelang es, Oberflachenmarker, die nor-
malerweise im Zusammenhang mit Stammzellen eingesetzt werden, auch zur Ortung
von spezifischen Subtypen der Azinuszellen zu nutzen. Die spezifischen Subtypen un-
terschieden sich dabei in ihrer Sekretart, waren also mukds oder serés (Maria et al.,
2012).

Eine frihere Arbeit von TRAN et al. aus dem Jahre 2006 untersuchte Parotiszellen
von Rhesusaffen, die auf einer Plastik-Oberflache angesiedelt worden waren. Dabei
blieb die Fahigkeit der Zellen apikal Tight Junctions auszubilden und basolateral
Na+/K+ Pumpen auszuweisen erhalten. Dies lag an dem strukturellen und morpholo-
gischen Aufbau =Polarisierung, die noch weitere Vorteile besitzt. Ein weiterer Vorteil
dieser Zellen ist es, dass sie mit einem Vektor des Adenovirus transifiziert werden
kénnen, wodurch sie in die Lage sind AQP1 herzustellen (Tran et al., 2006).

Daraus ergaben sich wiederum weitergehende Forschungsmadglichkeiten, die allesamt
das Ziel verfolgten, den Speichel in seiner Zusammensetzung zu synthetisieren. Dabei
zeigten zunachst die Studien, dass Speicheldriisenzellen in einen lebenden Organis-
mus verpflanzt werden kdénnen. So wurde im Jahr 2005 von der Arbeitsgruppe um
JORAKU et al. menschliches Speicheldrisengewebe auf Matrices, basierend auf Po-
lyglycolsaure, unter die Haut in eine athymische Maus transplantiert (Joraku et al.,
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2005). Spater wurden die Zelltrager aus der Maus zurtickgewonnen. In diesen Proben
konnten differenzierte azinare Strukturen nachgewiesen werden (Joraku et al., 2005).
In einer anderen Studie, die von SUGITO herausgegeben wurde, wurden markierte
SMG-Zellen der unsterblichen Submandibularzelllinie in eine atrophische Speichel-
drise transplantiert. Einige Wochen spater konnten die gekennzeichneten Zellen in
einem groBen Bereich innerhalb der Speicheldriise, nahe der Acini und Gange, nach-
gewiesen werden. Die Zellen waren sowohl selektiv angezogen als auch lokal be-
grenzt auf den beschadigten Bereich, ohne normales umliegendes Gewebe zu beein-
flussen (Sugito et al., 2004).

PRADHAN et al. gelang es im Jahre 2013, Parotiszellen auf einem HS-Hydrogel an-
zuzichten. Diese Zellen waren in der Lage, sowohl Speichel als auch phanotypische
Proteine zu produzieren (Pradhan-Bhatt et al., 2013). Als Problem dabei stellt sich
nach wie vor die Polaritat der Zellen dar, insbesondere, was die Ausrichtung zum Lu-
men betrifft. In anderen Studien lie sich zeigen, dass die Verzahnung der EZM sowie
der Austausch mit den Myoepithelzellen eine gro3e Rolle bei der richtigen Einbindung
und der Ausrichtung der Zellen spielen (Ayad et al., 1998).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die kultivierten humanen Parotiszellen die richti-
gen Zelltypen darstellen, um eine kiinstliche Speicheldriise herzustellen. Die morpho-
logische Struktur, die Polarisierung im Zellaufbau, die Méglichkeit der Zelldifferenzie-
rung, die unkomplizierte Transplantation sowie das Potential, auf Neurotransmitter zu
reagieren, lasst flr diese Zellart eine positive Prognose erwarten. Es ist dabei jedoch
zu berlcksichtigen, dass diese Ergebnisse lediglich im Labor auf dem halbliquiden
Matrigel erzielt wurden. Auf Grund des karzinogenen Ursprungs wird das GFR Matrigel
lediglich, wie bereits erldutert, weitgehend nur préklinisch eingesetzt. Die Resultate
des im vorliegenden Projekt verwendeten Polyurethans zeigen, dass eine Anzichtung
der Zellen auf dem Kunststoff Gber 21 Tage mdglich ist. Sieht man die Ergebnisse im
Vergleich zu den oben genannten Studien auf Matrigel oder dezellularisiertem Schwei-
nedarm als Matrix bei BURGHARTZ (2018), liegen die Ergebnisse hinter denen der
anderen Tragersubstanzen. Sowohl die Proliferation, der Nachweis von Amylase und
das Vorhandensein von AQP5 zeigen auf anderen Matrices glnstigere Ergebnisse.
Dass Zellen unter Laborbedingungen prosperieren, konnten Arbeitsgruppen mit unter-
schiedlichen Zelllinien bereits in der Vergangenheit zeigen. Im Jahre 1990 benutzte
BUCHANAN et al. priméare Zellkulturen von Schwei3driisen (Buchanan et al., 1990).
1987 konnten menschliche Nasenepithelzellen durch BOUCHER et al. zur Etablierung
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einer Zelllinie verwendet werden (Boucher et al., 1987). Zelllinien gewahrleisten eine
gewisse Langlebigkeit sowie eine stabile Differenzierung. Was den Vergleich mit Zel-
len in vivo schwierig gestaltet, ist die Tatsache, dass es sich bei den verwendeten
Ziellinien um transformierte Zellen oder um Zellen aus Tumoren handelt. Daraus erge-
ben sich Unterschiede bezliglich Gewebestruktur, Zellzusammensetzung und Zelldif-
ferenzierung (Merkle et al., 1998). Auch die teilweise groBen Unterschiede im Wachs-
tumsverhalten kdnnen destabilisierend auf das gesamte Experiment wirken. Gerade
die Proliferation des Frischgewebes variiert von Person zu Person in erheblichem
MaBe (Singh et al., 1991).

Dagegen weist humanes Frischgewebe bzw. daraus zu Miniorgankulturen (MOKSs)
weiterbearbeitetes Gewebe erhebliche Vorteile gegentber der Zelllinie auf, da sich die
Zellen weitgehend in ihrem natlrlichen Milieu entwickeln konnten. Auf dieses Faktum
wiesen auch BATES et al. hin, indem sie zeigten, dass die interzellularen Signalwege
einen nachweisbar groBen Einfluss auf das Uberleben der Zellen haben (Bates et al.,
2000). Daher ist leicht nachvollziehbar, dass im Hinblick auf die Machbarkeit einer
Reimplantierung im Rahmen dieser Arbeit, der Einsatz von humanem Frischgewebe,
bzw. die daraus zu MOKs weiterbearbeiteten Zellkolonien bevorzugt wurden.

SINGH et al. untersuchten das Phanomen eines ungenligenden Zellwachstums ex
vivo. Dabei stellten sie fest, dass die Minderung des Wachstums der einzelnen Paro-
tiszellen auch mit einem DNS-Schaden durch Alterung der Zellen in Verbindung ste-
hen kann. Sie untersuchten einen Anstieg der DNS-Schaden in Abhangigkeit vom zu-
nehmenden Alter in einer Patientenkohorte, die ausschlieBlich aus Personen bestand,
die das 60. Lebensjahr vollendet hatten (Singh et al., 1991). Dabei besteht jedoch das
Problem, dass epidemiologisch das Hauptmanifestationsalter der an Tumoren er-
krankten Personen genau in diesem Altersbereich liegt (Robert-Koch-Institut, 2016).
Dennoch zeigten KLEINSASSER et al., dass die MOK ein tragfahiges System in vitro
darstellen, welches in der Lage ist, DNS-Schaden durch Umwelteinflisse &hnlich ei-
nem lebenden Objekt zu simulieren (Kleinsasser et al., 2009). Zu ahnlichen Ergebnis-
sen kamen auch HIRAKI et al.; allerdings wurden von ihnen auch die Schwierigkeiten
beschrieben, die den Zellkulturen aus Speicheldriisenzellen inharent sind. Sie nannten
dabei an erster Stelle die limitierte Proliferation und Differenzierung sowie auch die
absinkende Vitalitat der Zellen. Dem Problem der Zelldifferenzierung wirkten HIRAKI
et al. durch die Zugabe von Kalzium und Tetradecanoylphorbol 13-Acetat entgegen
(Hiraki et al., 2002).
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Da durch die Zellwachstum stimulierende Miniorgankultur nicht nur reine Parotiszellen,
sondern auch vorhandene Fibroblasten angeregt werden, bedarf es immer, wenn die
MOK-Technik eingesetzt wird, einer genauen Auswahl der adhdrenten Zellen. Mit die-
sen wurde die Arbeit dann weitergefiihrt. Gerade flir den indirekten Nachweis durch
ELISA war dies eine Variable, die es durch Selektion zu vermindern und im besten
Falle zu vermeiden galt. Das Problem besteht dabei konkret darin, dass die nachge-
wiesene a-Amylase ein Produkt der Epithelzelle selbst ist. Wenn die Konzentration des
nachzuweisenden Stoffes niedrig ausfallt, kann es dann entweder daran liegen, dass
die Zellen davon wenig produzieren oder dass die Zellen, die auf der Matrix angezich-

tet wurden, sowohl Speicheldriisenzellen als auch Fibroblasten waren.

4.2 Humane Parotiszellen in vitro

EYRICH et al. gelangten im Jahre 2007 zu der Erkenntnis, dass ein Gemisch aus
Knorpelzellen und Fibrin-Gel eine bessere Anziichtung sowie eine gleichmaBigere
Ausbildung an EZM gegenuber einem Aufbringen ohne Fibrin gewahrleisten konnte
(Eyrich et al., 2007). Die Zellen brauchten nach ihrer AblGsung einen Zeitraum von
mindestens einem Tag, um wieder eine Adharenz mit dem Untergrund bilden zu kén-
nen. Des Weiteren zeigte sich im Lichtmikroskop, dass beim Aufbringen der Zellen
ohne Fibrin-Gemisch, diese bei Hinzugabe
von Nahrmedium fast komplett von der Matrix
gespult wurden. Auf den REM-Bildern war zu
beobachten, dass sich die meisten Zellen auf
dem Fibrin Gemisch befanden. Hingegen sie-
delten sich auf dem Polyurethan nur eine ge-
ringe Anzahl Zellen an. Ganz offenbar fanden

die Zellen bessere Bedingungen zur Anhef-

tung auf dem Fibrin-Thrombin Gemisch vor. : — -
Abbildung 24: REM-Ubersichtsbild des be-

Wie auf dem Elektronenmikroskop-Bild Abbil-  siedelten Konstrukies N
Die Zell-Thrombin-Suspension bedeckt anteilig

dung 24 zu erkennen war, boten die an der die Oberflache des Konstruktes. Die Zellen sind
’ vorwiegend in kugeliger Form auf der Fibrin-

Oberflache Iiegenden Verbindungen ZWi- Thrombin- Suspension zu sehen. Die oberflach-
lich liegenden Verbindungen zwischen den Po-

schen den Poren ausreichend Platz fir die ren stellen sich gut sichtbar gegeniber den ein-
zelnen Parotiszellen dar. Im linken unteren Be-

Zell-Proliferation.  Eine  Interkonnektivitat  reich des Bildes ist eine tiefere, innen liegende
Ebene des Konstruktes zu sehen. Ein Unter-

scheint gegeben. Die Hypothese, dass durch  schied in der Beschaffenheit ist in der Auf-
’ nahme nicht festzustellen.

zu enge Verbindungen zwischen den Poren
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ein verminderter Nahrstoffaustausch stattgefunden habe, kann anhand der REM-BIl-
der nicht bestatigt werden.

Weder eine Behinderung des Wachstums durch rdumliche Enge, noch die Vermutung,
dass die engen Porenverbindungen eine verminderte Nahrstoffversorgung verursa-
chen kénnten, lasst sich mit diesen Beobachtungen nachweisen. Dagegen sind Stu-
dienergebnisse bekannt, die Wachstum und Migration von Zellen auf einer Tragersub-
stanz durch unterschiedliche Dichte des Tragermaterials in ihrer Ausbreitung und Aus-
richtung beeinflussen kénnen. MAK et al. gingen dem Ph&nomen genauer nach und
zeigten, dass eine kinstliche Verengung der Ausbreitungsflache zu einer gerichteten
Bewegung von Tumorzellen fiihren kann (Mak et al., 2011). Theoretisch ware es also
maoglich, durch spezifisches Stanzen einen eindimensionalen Gradienten zu erzeugen.
Damit kénnte es zu einem progredienten Zusammenschluss von Zellen kommen. Von
Interesse sind auch die Studien von PRADHAN et al. Sie unterschieden die Zellen
nach ihrer ortlichen Ausbreitung auf dem Tragermaterial nach 2-D, 2,5-D und 3-D

2-D 2,5-D 3-D

Abbildung 25: Graphische Darstellung der Auftragung der Zellen auf einer Matrix aus Hyalur-
onséaure-Hydrogel

Der Unterschied in der 3D Darstellung ist die Verteilung der Zellen in allen drei Raumrichtungen ge-
genuber einer planen Auftragung der Speichelzellen in den Ulbrigen Matrices. Modifiziert nach Prad-
han-Bhatt et al. (2013).

(siehe Abbildung 25). Im Vergleich der Ergebnisse zwischen dem Hyaluronsaure-Hyd-
rogel und dem Polyurethan zeigte sich, dass die besseren Ergebnisse auf dem Tra-
germaterial HS-Hydrogel erzielt werden konnten. Dies betraf sowohl die Zellteilung als
auch deren Differenzierung (Pradhan-Bhatt et al., 2013). Nur durch die Ausbildung
einer basalen und auch apikalen Membran sind die Zellen in der Lage, Na+/K+ - Ka-
néle in der basolateralen Membran sowie auch Wasserkanale im apikalen Bereich zu
entwickeln. Dieser beschriebene zielgerichtete Aufbau der Zellen ist die Vorausset-
zung fOr deren Funktionalitat. beschriebene zielgerichtete Aufbau der Zellen ist die
Voraussetzung fur deren Funktionalitat.
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4.3 Kiritische Betrachtung der Ergebnisse anhand der aktuellen Forschungs-
literatur

Die eigenen Forschungsergebnisse wurden anhand des aktuellen wissenschaftlichen
Erkenntnisstandes kritisch beleuchtet. Insbesondere entstanden zwischen der Theorie
der wissenschaftlichen Arbeiten und dem realen Verlauf der Experimente gewisse Wi-
derspriche. Es lag somit nahe, den Griinden fir diese Widerspriiche nachzuspiren.
Deshalb sollen im Folgenden alle wesentlichen Schritte, die zu den hier dargestellten
Ergebnissen fihrten, noch einmal kritisch hinterfragt und in den Kontext der aktuellen

Forschungsliteratur gestellt werden.

4.3.1 Die Isolation von aktiven Zellen
In den gewonnenen Bildern des Transmissionselektronenmikroskops waren keine Zel-
len zu finden, die sich aufgrund der Membranstruktur als polarisiert interpretieren lie-
Ben. Dagegen konnten nahezu ausschlieBlich singulare, kugelige Zellen festgestellt
werden. Nur in sehr wenigen Fallen zeigte sich eine Zellansammlung. Ob es sich hier
um Acinus-ahnliche Strukturen handelte, war nicht feststellbar.
Durch eine Lebend/Tot Farbung auf FDA/EB Basis konnte gezeigt werden, dass die
vorhandenen Zellen vital waren. Die kugelige Form der Zellen I&sst sich in dhnlicher
Weise in der Arbeit von KOLB beobachten (Kolb, 2018). Die Form der Zellen veran-
derte sich bei KOLB durch eine geanderte Beschichtung der gleichen Matrix. In dieser
Arbeit wurde als Ubertragungsmedium das Fibrinogen-Thrombin-Gemisch, in der Ar-
beit von KOLB Hydrogel zur Zellaufbringung verwendet.
Es zeigt sich, dass fir das Tissue Engineering eines komplexen Organs, wie einer
Drlse, die Polarisierung der verschiedenen Zellen nach wie vor ein Problem darstellt.
Im Arbeitspapier von PRADHAN et al. wird unter Bezugnahme auf Studien an apokri-
nen Drisen der Mamma spekuliert, dass durch Hinzufligung von Myoepithel eine Po-
larisierung zu erzeugen ware (Pradhan-Bhatt et al., 2013). Die Kombination aus diesen
beiden Zellarten sollte zu einem gerichteten Aufbau einer funktionsfahigen Drise fuh-
ren. In der Arbeit von BURGHARTZ et al. aus dem Jahr 2018 wurden humane Spei-
cheldrisenepithelzellen (hSEZ) als Primarzellen mit mikrovaskularen Endothelzellen
(mvEZ) als Kokultur auf dezellularisiertem Schweinedarm als Matrix angesiedelt. In
den durchgefihrten TEM-Aufnahmen konnten neben Zell-Zell Kontakten auch sekre-
torische Vesikel dargestellt werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es zu einem
gerichteten Aufbau der kultivierten Zellen kam (Burghartz et al., 2018).
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Denkbar waren auch weitere Versuche mit einem anderen Tragermedium (Woodfield
et al., 2005). Es kénnte Polyurethan versetzt mit einem Gradienten genutzt werden.
Auf diese Weise kann sich rasch eine stabile Struktur herausbilden, die zur Sekretion
in ausreichendem Maf3e befahigt ist. Ist dies gegeben, so ist ab diesem Zeitpunkt eine
Untersuchung der Zellkontakte wie Claudin-1, Zonula Occludens-1 oder p-Cadherin
sinnvoll.

In zahlreichen Experimenten wurde bestatigt, dass eine in vitro gezlichtete und aus-
reichend funktionierende Parotisspeicheldriise sehr stark von der Existenz individuel-
ler Zellmembranbestandteilen wie Aquaporin und Enzymen sowie a-Amylase abhangt.
Das Enzym der a-Amylase dient bekanntlich der Spaltung von langkettigen Zuckermo-
lekllen. Es liegt daher nahe, zun&achst im ausreichenden MalBe Gene zu exprimieren,
die dann zur Entstehung des jeweiligen Proteins bzw. Zielstruktur fihren. Jedoch ist
die Datenlage zu unterschiedlich, um daraus einen Handlungsfpfad abzuleiten. Zwar
konnte in den Versuchen per PCR die a-Amylase nachgewiesen werden, jedoch nur
in einem sehr geringen Umfang. Wollte man also ausreichend Zellen heranzichten,
muUsste eine groBe Anzahl von Zyklen durchlaufen werden.

Die Arbeitsgruppe um JORAKU konnte nachweisen, dass die Anzlchtung von Fib-
roblasten in vitro zu keiner a-Amylase-Produktion fihrte (Joraku et al., 2005). Die For-
scher schlossen daraus, dass zwar durchaus lebende Parotiszellen auf dem Konstrukt
gezlchtet wurden, dass es jedoch nur zu einer geringen Ausbildung des Enzyms ge-
kommen war.

Mit Hilfe von ELISA konnte in der vorliegenden Arbeit die a-Amylase-Konzentration
der adhéarenten Zellen festgestellt werden. Im Friedmantest mit 20 Probanden wurde
eine signifikante Abnahme der a-Amylase Uber eine bestimmte Zeitdauer hinweg dar-
gestellt. Dieses Ergebnis stimmt mit den hier gewonnen Daten aus der PCR Uberein.
Der héchste gemessene Median im ELISA Test war 4,4 U/l am ersten erhobenen Un-
tersuchungstag. Jede Probe wurde als Duplikat erstellt. Auswertungen einer anderen
Patientenkohorte aus der gleichen Arbeitsgruppe zeigten ahnliche Ergebnisse. So
konnte die Entstehung des Enzyms auf genetischer Basis durch die PCR und in seiner
Erscheinung im Speichel durch ELISA bestatigt werden.

Zieht man den reinen gemittelten Ci-Wert der a-Amylase von 31,27 der 2D-Monokultur
aus der Arbeitsgruppe zum Vergleich gegentber dem gemittelten Wert auf PUR kulti-
vierten Zellen von 31,08 heran, so unterscheiden sich diese nur gering. Beriicksichti-
gen muss man jedoch, dass die Werte der 2D-Monokultur gegen CK18 normalisiert
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wurde, in der vorliegenden Arbeit jedoch gegen GAPDH und EF1a. Ein Zusammen-
hang der fallenden Enzymaktivitat und der steigenden Ci-Werte von a-Amylase Uber
den Untersuchungszeitraum ist anzunehmen, jedoch nicht signifikant und muisste im
Ergebnis einer Wiederholung mit einer gréBeren Probenanzahl standhalten.

Wie eingangs erwahnt, ist Aquaporin essenziell zur Entstehung eines funktionsfahi-
gen, hypotonen Speichels. Zahlreiche Studien, u. a. von GRESZ und MATSUZAKI
zeigten, dass AQPS5 an der apikalen Membran des Azinus von Speicheldriisen vorzu-
finden ist (Gresz et al., 2001; Matsuzaki et al., 1999). Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit insbesondere auf den Nachweis von AQP5 Wert gelegt. Die Ergebnisse in die-
ser Arbeit zeigten, dass kein signifikanter Nachweis des Aquaporin 5 an den drei Un-
tersuchungstagen zu erbringen war. Vergleicht man die gewonnen Daten mit den Er-
gebnissen der oben genannten Arbeitsgruppen, lasst sich feststellen, dass hier ein
signifikanter Unterschied zwischen den messbaren Ergebnissen der Funktionalitats-
Uberprtfung vorliegt. Diese Arbeitsgruppen arbeiteten jedoch mit einem anderen Tra-
germaterial auf Hydrogel-Basis (Janebodin et al., 2013; Pradhan-Bhatt et al., 2014). In
der Studie von BURGHARTZ et al. konnten in 3D-Kokultur hSEZ gezeigt werden, die
zum Untersuchungstag 7 und 14 nach Kolonisierung a-Amylase und Agp5 in der Im-
munfluoreszenz ohne wesentlichen Unterschied aufwiesen. Zusatzlich wurde zur Be-
statigung funktionierender Zell-Zellkontakte Claudin 1 (CI1) als Untereinheit des
Schlussleistenkomplexes durch Immunfluoreszenz tGberprift. In den untersuchten Pro-
ben konnte an der Oberflache der Matrix CI1 positive Zellen immunhistologisch cha-
rakterisiert werden. In nativem Speicheldriisengewebe kann CI1 in Duktalzellen nach-
gewiesen werden. Aus den gewonnenen Ergebnissen dieser Studie Iasst sich schluss-
folgern, dass eine stabile Differenzierung der Zellen bis zum Untersuchungstag 14 vor-
lag. Bei ndherer Betrachtung der Studie zeigt sich, das der konstante Nachweis von a-
Amylase und Agp5 bei Zellen im Kryptengrund zu finden war, die CI1 positiven Zellen
waren ortlich getrennt an der Oberflache der besiedelten Matrix abgebildet (Burghartz
et al., 2018).

Ein méglicher Erklarungsansatz der unterschiedlichen Ergebnisse der vorangegange-
nen Studien findet sich in der Arbeit von PRADHAN-BHATT aus dem Jahre 2013. Hier
wurde von ihrer Arbeitsgruppe die Auswirkungen des Tragermaterials auf die Parotis-
zellen in Beziehung zu der Zellaufbringung und der dreidimensionalen Ausdehnung
des Hydrogels untersucht. Die Studie kam zum Ergebnis, dass die Zellen in einem 3-
D GerUst die besten Ergebnisse erzielten, sowohl was das Wachstum als auch die
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Organisation der Zellen betrifft. Zu schlussfolgern ist daher, dass bei komplexen Struk-
turen, wie einer Speicheldrise, die raumliche Anordnung der Zellen zueinander einen
essenziellen Einfluss ausibt, was u. a. auch PRADHAN-BHATT bestétigt werden
konnte (Pradhan-Bhatt et al., 2014). Wie gezeigt, glich der hier praktizierte Versuchs-
aufbau mit einem 2,5-D-Ansatz dem von PRADHAN-BHATT. Zwar befanden sich
beide Zellen auf einer dreidimensionalen Matrix, sie wurden jedoch auf die Oberflache
aufgebracht. Insofern spielt also das Volumen des Tragermaterials keine tragende
Rolle.

4.3.2 Polyurethan als Tragermedium

Sollen humane Speicheldriisenzellen in vitro kultiviert und klinisch verwendet werden,
muss den Zellen eine Matrix geboten werden, die besondere Eigenschaften aufweist.
Die Matrix muss bioresorbierbar und hydrophil sein und eine bestimmte Abbauzeit und
mechanische Fahigkeiten haben, die dem Verhélinis des zu ersetzenden Gewebes
entsprechen (Godbey und Atala, 2002; Peppas und Langer, 1994). Hierzu erscheint
das GFR Matrigel zum Einsatz geeignet (Pradhan-Bhatt et al., 2014). Grundsatzlich
stellt GFR eine Modifikation des Matrigels dar. Sie ist ein Extrakt aus extrazellularen
Matrixproteinen, die auf der Grundlage von der Chondrosarkom-Zelllinie Englebreth-
Holm-Swarm (EHS) aus M&usen gewonnen wird (Kleinman und Martin, 2005). Diese
stellt zwar labortechnisch gute Wachstumsbedingen fir Zellen dar, durch die gewon-
nene Bestandteile aus einem Tumor ist der Einsatz am Menschen jedoch ausge-
schlossen.

Das in dieser Untersuchung eingesetzte Tragermaterial €-Polycaprolacton der Firma
Polymaterials AG (Kaufbeuren, D) ist ein biologisch abbaubarer Kunststoff. Durch das
Polycaprolacton weist das synthetisierte Material eine hohe Festigkeit bei gleichzeiti-
ger Elastizitdt gegenuber anderen Polyol-Gruppen auf. Lt. GUAN et al. wird Po-
lyurethan aus PCL in einem relativ langsamen Prozess von 1 bis 1,5 Jahren in vitro
hydrolytischen abgebaut (Guan et al., 2005). Der Hersteller weist darauf hin, dass eine
Porositat von 85 % besonders vorteilhaft sei. ASEFNEJAD et al., die e-Polycaprolacton
als Basismatrix verwendeten, bestatigten in allen ihren Proben die gute Anheftung und
Proliferation (Asefnejad et al., 2011). Frihere Studien zeigen jedoch ein differenzier-
teres Bild. Denn die Diffusion von Matrix-Molekuilen in das Nahrmedium fUhrte zu einer

geringeren Ausbildung von Bestandteilen der Extrazellularmatrix sowie einer Differen-
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zierung der Zellen (Grad et al., 2003). Daraufhin untersuchten BOOMER et al. insge-
samt sechs verschiedene synthetisch hergestellte Materialien. Dabei stellte sich her-
aus, dass die PCL-basierten Templates zwar nur eine geringe Schrumpfung nach der
Transplantation aufwiesen, jedoch ein Zellwachstum erst nach ca. vier Wochen statis-
tisch nachweisbar war (Boomer et al., 2013). Insgesamt ist festzustellen, dass die Bi-
okompatibilitdt der PCL-basierenden Kunststoffe gut ist, jedoch blieben die Erwartun-
gen bezuglich der Wachstumsgeschwindigkeit hinter der Realitéat zurick. Da Zellen
von alteren Patienten ohnehin ein langsameres Wachstum aufweisen bedeutet das,
dass der Einsatz dieser Kunststoffe fur jene Zellen eher ungeeignet ist.

Dagegen kénnen insbesondere auf Kollagen basierende Tragersubstanzen, wie Mat-
rigel, ein gutes Zellwachstum sowie Ausbildung von Acini-ahnlichen Strukturen ge-
wahrleisten (Ozdemir et al., 2017). Der Grund daflr scheint zu sein, dass auf synthe-
tischen Tragersubstanzen befindliche Zellen im Vergleich zu Kollagen die Entstehung
der Komponenten wie EZM oder der Basalmembran (BM) behindern, bzw. irreversibel
hemmen (Shubin et al., 2015). Gerade die sehr sensiblen Zellen der Glandula Parotis
scheinen darauf mit geringerem Wachstum, weniger Migration und einer geringeren
Proliferation zu reagieren.

Im Ergebnis der Untersuchungen lie3 sich also feststellen, dass die applizierten Zellen
keine bzw. nur eine geringe Tendenz zeigten, sich von dem Fibrinogen-Thrombin-Ge-
misch auf das Polyurethan zuzubewegen, obwohl die durchschnittliche Porengré3e
des verwendeten Materials 200 um betrug. OH et al. empfahlen eine PorengréBe von
186 — 200 um (Oh et al., 2007). Dass eine Veranderung der Porengrdfi3e bei gleichem
Ausgangsmaterial zu unterschiedlichen Ergebnissen der Differenzierung flhrt, zeigten
bereits STENHAMRE et al. im Jahre 2011 (Stenhamre et al., 2011).

Neben den Matrices aus Hydrogel, Kollagen oder Kunststoffen wie Polyurethan wurde
durch BURGHARTZ et al. eine weitere Matrix zur Anzlichtung von epithelialen Zellen
der Speicheldriise verwendet. Die Grundlage stellt dezellularisierter Diinndarm vom
Schwein dar (Burghartz et al., 2018). Die hier verwendete Matrix namens SIS-muc
(small intestinal submucosa + mucosa) hat den Vorteil, dass fir die Besiedlung wich-
tige Komponenten der EZM und der BM bestehen bleiben (Badylak et al., 1998; Moll
et al., 2013). Die angezlichteten humanen epithelialen Speicheldriisenzellen zeigten
in Kokultur mit mikrovaskularen Endothelzellen bis zum Untersuchungstag 14 eine
konfluente einschichtige Besiedelung an der Oberflache. Der ehemalige Kryptengrund
der besiedelten Matrix zeigte ebenfalls einen Zellbewuchs mit Zell-Cluster-Bildung und
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stabiler a -Amylase und AQP5 Expression. Mdglicherweise weist gerade die EZM des
Kryptengrunds férdernde Bedingungen zum 3D-Wachstum. Interessanterweise weist
urspringlicher Dinndarm in der Kryptentiefe multipotente Stammzellen sowie Myo-
fibroblasten auf (HEATH, 1996).

Im Gegensatz zu der zitierten Arbeit von OH et al. war in der vorliegenden Arbeit Uber
einen Untersuchungszeitraum von 21 Tagen weder ein Zellwachstum noch der Nach-
weis von Aquaporin 5 feststellbar. a-Amylase wurde nur auf niedrigem Niveau nach-
gewiesen. Aus diesen Griinden erschien es sinnvoll, die Herstellung der Schnittprapa-

rate nochmals kritisch unter die Lupe zu nehmen.

4.3.3 Herstellung der Schnittpraparate
Das hier durchgefihrte wissenschaftliche Experiment hatte das Ziel, histologische
Nachweise auf Grundlage der Paraffineinbettung und der Kryokonservierung zu er-
bringen — jeweils pro Patienten und fir jeweils jeden Untersuchungstag. Dabei zeigte
sich, dass das Schneiden der Praparate in Vorbereitung zur histologischen Untersu-
chung ein nahezu unlberwindliches Problemfeld darstellte. Denn das Schneiden der
in Paraffin gegossen Matrices erwies sich als nicht praktikabel. Anfangs lief3 sich der
Paraffinblock noch problemlos mit dem Mikrotom zerteilen. Doch bei Erreichen der
Probe kam es zu einer girlandenférmigen Separation und zu einem Zerbrechen des
Schnittes. Das Schnittergebnis warf die Frage auf, ob in der Praparation der Matrices
ein Fehler aufgetreten war. Im Folgenden wird erldutert, welche Punkte dabei einer
genaueren Betrachtung unterzogen wurden.
Zuerst wurde Uberprift, ob eine fachgerechte Infiltration durch das Paraffin vorlag.
Eine mangelhafte Paraffin-Durchdringung tritt haufig auf, insbesondere dann, wenn die
Zeitdauer des Protokolls zu kurz angelegt ist. Er duBert sich in einer unzureichenden
Fixierung der Probe und in einer Schrumpfung des Gewebes im umgebenden Wachs.
Des Weiteren weist das Gewebe eine weiche und schwammige Konsistenz auf, die
ein Schneiden unméglich machte.
Bei den selbst hergestellten Proben (Abbildung 26A) war keine unzureichende Fixie-
rung erkennbar und eine Grenze zwischen Paraffin und der Probe war nicht festzustel-
len. In der Abbildung 26B, enthommen aus der Broschire ,Paraffineinbettung und
Schnittprdparation mit dem Mikrotom®, Leica Biosystems Nussloch GmbH, lasst sich
bereits bei einer visuellen Prifung des Pankreas-Blocks die fehlerhafte Infiltration fest-
stellen.
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Ein weiterer Faktor, der sich negativ auf die Schnittergebnisse ausgewirkt haben
kdnnte, ist die Temperatur des Blocks, weil sich dadurch die Harte des umgebenden
Wachses beeinflussen I&sst. Es ist bekannt, dass eine zu warme Lagerung zu schlech-
ten Schnittergebnissen flihren kann. Auch in diesem Punkt lie3 sich im Arbeitsverlauf
kein Fehler finden, da die Blécke jeweils vor dem Schneiden fiir mehrere Minuten auf
einer Kuhlplatte gelagert wurden.

ik O

Abbildung 26: Eingebettete Proben im Paraffinblock

(A) Der Quader-férmige Block enthalt das eingeschlossene, mit Paraffin durchdrungene Kon-
strukt (Kreis). (B) Exemplarisches Bild eines unzureichend fixierten Pankreas-Blocks aus der
Broschiire ,Paraffineinbettung und Schnittprdparation mit dem Mikrotom*” mit freundlicher Ge-
nehmigung der Leica Biosystems Nussloch GmbH

Im Anschluss wurde die Fixierung sorgféltig Gberprift. Unverziglich nach Entnahme
der betreffenden Schwammchen wurden diese 3x in PBS gewaschen und direkt in
PFA 4% bei -4°C aufbewahrt. Eine weitere Uberlegung war, ob nicht das Lésungsmittel
Xylol, das bei der Einbettung zur Verdrangung des absoluten Alkohols dient, zu einem
negativen Ergebnis hétte fihren kénnen. Bei bestimmten histologischen Schnitten
konnte beobachtet werden, dass dieser Schritt zu einer Wellung der Schnitte flhrte. In
diesen Fallen wurde das Terpen Rotihistol als Intermedium eingesetzt. Da dies jedoch
einen vollkommen neuen Versuchsaufbau bendtigt hatte, wurde dieses Vorhaben wie-
der verworfen.

Zur Vorbereitung der Gefrierschnitte wurde analog zu dem beschriebenen Protokoll
vorgegangen. Wie auch in Paraffin lieBen sich die Schichten des Blockes, bestehend
aus reinem Tissue-Tek, gut schneiden. Bei Erreichen der zu schneidenden Matrices
fiel jedoch als Erstes auf, dass dieses aus der Schnittebene herausragt (siehe Abbil-
dung 27). Begann man danach die Probe zu zerteilen, kam es nach anfanglichen nicht
verwertbaren Schnitten auch hier zum Zerbrechen der Praparate. Um die kleinsten
Strukturen des Gewebes histologisch so prazise wie méglich untersuchen zu kénnen,

-66 -



4 Diskussion

waren aber Schnitte von wenigen Mikrometern
Dicke anzufertigen. In der Elektronenmikrosko-
pie werden allgemein Schnitte von einer durch-
schnittlichen Dicke von 6 - 10 um untersucht.
Dies gewahrleistet im Regelfall eine ausgewo-
gene Mischung aus Stabilitat und Darstellbarkeit.
Die Idee war nun, die Schneiddicke soweit zu er-

héhen, dass sich ein kompletter Schnitt durch Abi_ldung 27: Eingefrorene besiedelte
das Gewebe herstellen lasst. Dem gegeniber m.?fé'é Tissue Tec auf dem Schnittblock fi-
standen Bedenken, dass sich bei einer bestimm- ﬁﬁ?ﬁigﬁ&“ﬂéﬁi%i”ﬁef,eisd”;?rkiiﬁft ccjjae?
ten Schnitidicke die Wahrscheinlichkeit erhdht, et

dass Strukturen Uberlappend dargestellt werden und somit kein genaues Bild entste-
hen kann.

Mehrere Versuche wurden unternommen, um eine brauchbare Schnittdicke zu finden.
Es wurden Schnitte bis zu einer Schnittdicke von 30 um getestet, jedoch blieb es auch
bei dieser fur histologische Schnitte extremen GrdBe bei den beschriebenen negativen
Ergebnissen. Es lie3 sich jedoch feststellen, dass die Schnitte Areale aufwiesen, in
denen kein Tissue Tec vorhanden war. Ob es sich dabei um Raume innerhalb des
Schwammchens handelte, lie3 sich nicht eruieren.

Wie bei den Paraffinschnitten, wurde auch die Schneidetemperatur bei den Schnitten
im Kryoverfahren auf ihre Exaktheit Uberprift. In diesem Fall lag der Fokus nicht auf
dem Einbettmedium, sondern vielmehr auf der Probe selbst. Ausgehend von den bis-
herigen Erfahrungen stellte sich die Frage, ob man nicht durch eine niedrigere Tem-
peratur Einfluss auf die Eigenschaften des Kunststoffes nehmen und dadurch eine
Verbesserung der Schnittqualitat erreichen kdnnte. Die niedrigste Temperatur, die
Uber einen langeren Zeitraum im Kryotom aufrechterhalten werden konnte, lag bei
etwa -26° C. Zur Bearbeitung der Proben musste der Schneideraum regelmaBig ge-
6ffnet werden. Somit konnte die notwendige niedrige Arbeitstemperatur nicht Gber den
kompletten Zeitraum aufrechterhalten werden.

Auch wurden unterschiedliche Einbettmethoden getestet, die jedoch alle letztendlich
zu den gleichen Ergebnissen flhrten. Aufgrund der Erfahrung, die aus der Einbettung
in Paraffin gewonnen werden konnte, kann man schlussfolgern, dass zwar die Einbett-

medien in die obersten Schichten einsickern, jedoch nicht ins Innere vordringen. Klar
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wurde damit, dass im Vergleich zu reinen Gewebeschnitten sich das Polyurethan er-
heblich schlechter zerteilen Iasst. Auch bei guten Schnitten besteht ein qualitativer Un-
terschied.

Eine Erklarung kénnte sein, dass die Einbettmedien nicht tief genug in die Schwamm-
chen infiltrieren und so der Aufflllungsgrad, der fir das Schneiden notwendig ist, nicht
ausreichend hoch ist. Eine andere Erklarung kénnte sein, dass bei anderen Zellen, wie
beispielsweise den Chondrozyten, nach Anzlchtung eine festere und durchgehendere
Matrix mit einer besseren strukturellen Integritat entsteht. Dies schien bei Parotiszellen
in dieser Form offensichtlich nicht gegeben zu sein.

4.3.4 Gesamtschau

Polaritat ist eine grundlegende Eigenschaft, die dafir sorgt, dass die Amylase durch
Exozytose die apikale Plasmamembran verlassen und somit in den Speichel abgege-
ben werden kann. Das untersuchte Aquaporin 5, das an der apikalen Membran vorzu-
finden war, stellt einen essenziellen Bestandteil beim Aufbau einer Speicheldriise dar.
Auch spielen Veranderungen sowohl bei der Konzentration des Speichels als auch bei
der Anpassung der Speichelflussrate eine wichtige Rolle.

Polaritat entsteht bekanntlich unter anderem durch das Wechselspiel unterschiedlicher
Zelltypen, wie den Myoepithelzellen, Parenchymzellen und auch den Epithelzellen der
Glandula Parotis. Dieses Zusammenwirken besteht in alle drei Raumrichtungen. Des-
halb ist zu schlussfolgern, dass flr die Zlchtung einer langlebigen und funktionsfahi-
gen Speicheldriise offenbar mehrere Modifikationen des Versuchsaufbaus erforderlich
sind. Diese betreffen sowohl die zu ziichtenden Zellen als auch das Tragermaterial.
Die Tragersubstanz sollte als wesentliche Funktion Zellen ein 3D-Wachstum ermdégli-
chen. Erst dadurch sind die Zellen in der Lage, Acini-&hnliche Strukturen auszubilden.
Die Formationen mussen die Mdglichkeit haben, sich so an den Trager anzulagern,
dass unter anderem ein Lumen zwischen den Zellen entsteht. Nach den Ergebnissen
der bekannten Arbeitsgruppen auf diesem Gebiet erweisen sich hier zwei unterschied-
liche Arten von Tragersubstanzen im Hinblick auf die Zlchtung von Speicheldriisen-
zellen als vielversprechend. Bei der einen handelt es sich um ein kinstlich erzeugtes
Material, dem sogenannten Hydrogel. Mit ihm konnte bereits eine stabile Vitalitat der
Zellen Uber 42 Tage erreicht werden. Die Zellen zeigten eine gute Funktionalitat und
ein gutes Ansprechen auf eine mégliche physiologische Anderung der Speichelfluss-
rate (Pradhan-Bhatt et al., 2014). Auch besteht hier die Mdglichkeit, physikalische oder
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chemische Gradienten einzuarbeiten. Dies kénnte zu einem gerichteten Wachstum
und somit zu einer schnelleren Aneinanderlagerung und Wachstumsgeschwindigkeit
der Zellen. Bei der anderen Art von Tragersubstanz kénnte sich die Technik der De-
zellularisierung von bestehenden Geweben als vielversprechend darstellen. Arbeits-
gruppen um YAGI oder ARENAS-HERRERAS, die diese Technik bei Herz-, Leber-
und Lungenzellen anwandten, waren in der Lage, damit gute Ergebnisse zu erzielen
(Arenas-Herrera et al., 2013; Yagi et al., 2013).
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Bei Tumoren von Kopf und Hals kann primar oder adjuvant durch Bestrahlung thera-
piert werden. Die Folgen dieser Behandlung kdnnen Xerostomie, Karies, Infektionen,
Dysphagie oder Mundgeruch sein. Diese Nebenwirkungen vermindern die Lebensqua-
litdt des Patienten. Unterschiedliche Behandlungsanséatze haben aufgrund von thera-
piebedingten Einschrankungen nicht den Weg in den klinischen Alltag gefunden. Eine
Alternative zu den vorhandenen Behandlungsanséatzen kann das Tissue Engineering
sein. Das Ziel einer Normalisierung der Speichelproduktion nach Behandlung soll
durch eine implantierbare, kiinstliche Speicheldriise erreicht werden. Kann humanes
natives Speicheldriisengewebe der Parotis auf gradientenfreiem dreidimensional auf-

gebauten Polyurethan wachsen und seine Funktionalitat beibehalten?

Humane Parotiszellen wurden von 20 Patienten im Alter von 42 - 90 Jahren durch
Operation enthommenen und in Polystyrol-Zellkulturflaschen mit dem Nahrmedium
BEGM herangezichtet. Es erfolgte eine 2D-Zellverteilung der reinen Parotiskultur. Zur
Kontrolle der Vitalitat zwischen den Passagen wurde eine Trypan-Blau Farbung ver-
wendet. Als Tragermaterial der Zellen wurde eine biokompatible, abbaubare Matrix
aus &-Polycaprolacton verarbeitet. Die Ubertragung der humanen Parotiszellen wurde
mit einer Kleberproteinldsung, bestehend aus den Hauptbestandteilen Aprotinin, Fib-
rinogen und der Thrombinlésung durchgefiihrt. 7,14 und 21 Tage nach Aufbringung
wurde der Uberstand der zeitgleich entnommenen Konstrukte zur Uberpriifung des a-
Amylase konserviert. Zusatzlich wurden an den 3 Untersuchungstagen Konstrukte fir
die Anfertigung von histologischen Schnitten, quantitativer PCR, indirekter Immunflu-
oreszenz und zur Elektronenmikroskopie entnommen. Zur Uberpriifung der Funktio-
nalitat der angeziichteten Speicheldrisenzellen wurde das Enzym a-Amylase und das

Wasserkanalprotein Aquaporin 5 herangezogen.

Bei der Kultivierung der humanen Speicheldriisenzellen konnte durch den Vitalitatstest
Trypan-Blau Farbung in Kombination mit einer Neubauerzédhlkammer eine konstant
hohe Anzahl an vitalen Zellen bis zur 4. Passage nachgewiesen werden. Durch die
Lebend/Tot Farbung auf FDA/EB Basis der Konstrukte Uber die Untersuchungszeit von
14 Tagen konnte keine Vermehrung von avitalen Zellen mikroskopisch festgestellt wer-
den. Die statistische Auswertung mittels Boxplots des ELISA berechnete fir den ersten
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Untersuchungstag einen Median auf niedrigem Niveau von 4,4 U/l und sank im weite-
ren Zeitverlauf am Untersuchungstag 21 auf die niedrigsten Median von 2,2 U/l ab. a-
Amylase konnte an allen 3 Tagen mittels quantitativer PCR und indirekter Immunfluo-
reszenz belegt werden. Aquaporin 5 als Funktionsnachweis war in der vorliegenden
Studie nicht signifikant durch quantitative PCR beweisbar. Die Rasterelektronenmikro-
skopie bildete adharente Zellen in kugeliger Form aus den besiedelten Matrices nach
7 Tagen Kultivierung ab. Durch die Transmissionselektronenmikroskopie konnten Zel-
len, die Zellfortsatze ausgebildet hatten nach 14 Tagen beobachtet werden. Der Ver-
such, histologische Schnitte auf Grundlage der Paraffineinbettung oder Kryo-Konser-

vierung zu erzeugen, musste frustran abgeschlossen werden.

Eine Kultivierung von Speicheldrisenzellen auf einer Matrix aus e-Polycaprolacton
ohne Gradienten ist eingeschrankt umsetzbar. Die Studie konnte zeigen, dass das
Wachstum der Zellen auf konstant niedrigem Niveau Uber den Untersuchungszeitraum
von 21 Tagen lag. Der Funktionsnachweis von a-Amylase auf absinkendem niedrigem
Niveau sowie fehlender Bestatigung von Aquaporin 5 kann als stationare Phase des
Wachstums interpretiert werden. Zur Verbesserung der Zellentwicklung sollte die be-
siedelte Matrix zu einem 3D-Zellwachstum anregen. Bei sequenziell entstehender Po-
laritat der Zellen kdme es zu einer Verbesserung der Vitalitdt sowie der vermehrten
Ausbildung von a-Amylase und Aquaporin 5. Dies kénnte in einer Kombination der
Zellkultur aus Parotiszellen mit Kokulturen aus humanen Myoepithelzellen und Pa-
renchymzellen erreicht werden. Sehr gute Ergebnisse des Zellwachstums und der Zell-
funktion konnten aktuell in anderen Studien auf der Tragersubstanz Matrigel oder
durch Rebesiedelung von dezellularisierten Organen beobachtet werden.
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6.1 Tabellen der Messergebnisse

ELISA Ergebnisse

Tabelle 7:  a-Amylase-Enzymaktivitdtswerte in U/l der 20 Patienten (Pat.) der Untersu-
chungstage (UT) 7-21

Patient uT7 uTi14 uT21
1 3,5 0,9 0,2
2 7,3 6,6 53
3 2,2 1,3 0,5
4 3,4 2,2 0,3
5 6,4 5,6 3,2
6 1,7 1,5 1,6
7 3,5 2,1 1,9
8 3,7 2,6 1,7
9 6,4 3,8 3,6
10 5,7 2,3 1,8
11 4,0 1,4 1,7
12 5,2 3,9 3,2
13 4,7 3,1 1,9
14 4,1 2,8 1,9
15 4,1 2,9 2,5
16 589 4,0 2,8
17 6,3 4,5 4,2
18 3,9 3,3 2,6
19 53 3,5 3,3
20 5,5 4,9 2,8

Tabelle 8: Ci-Werte des nativen humanen Parotisgewebes der Patienten A und B in Duplika-
ten (D) 1 und 2

Patient | D Amylase | Aquaporin5 | Cytokeratin | GAPDH
A 1 28,28 42,43 21,39 25,31
2 28,18 41,89 20,21 25,21
B 1 19,12 35,57 19,04 24,47
2 18,74 32,92 18,94 2417

Tabelle 9: C+Werte der in vitro kultivierten humanen Parotiszellen der Patienten 1-3 der Un-
tersuchungstage (UT) 7-21 in Duplikaten (D) fiir Cytokeratin 7

Patient uT D GAPDH EF1a Cytokeratin 7
7 1 20,98 20,26 23,22
2 19,56 18,91 22,81
1 14 1 22,37 20,26 27,51
2 22,30 19,84 22,81
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21 1 25,46 20,25 24,91

2 23,67 19,84 24,60

7 1 21,30 18,90 25,03

2 17,71 18,50 23,17

> 14 1 23,37 21,22 25,21
2 22,33 20,81 25,53

21 1 26,98 19,99 24,66

2 25,54 19,59 24,58

7 1 25,30 19,33 25,05

2 22,45 19,00 25,03

3 14 1 23,52 19,27 26,53
2 23,06 19,14 26,12

21 1 27,89 19,61 25,40

2 23,53 19,15 23,82

Tabelle 10: Ci-Werte der in vitro kultivierten humanen Parotiszellen der Patienten 1-3 der Un-
tersuchungstage 7-21 in Duplikaten (D) 1 und 2 fiir a-Amylase

Patient uT D GAPDH EF1a a-Amylase

7 1 22,98 18,19 26,29

2 22,67 17,66 26,06

1 14 1 23,50 19,33 31,79
2 23,33 19,05 31,76

21 1 27,06 18,74 37,92

2 26,67 18,63 35,53

7 1 23,35 18,66 26,75

2 23,11 18,50 26,66

5 14 1 25,44 18,53 28,36
2 24,74 18,33 27,73

21 1 24,99 19,86 31,03

2 24,95 19,48 30,97

7 1 19,52 18,03 27,69

2 17,96 17,88 27,15

3 14 1 23,33 18,29 35,41
2 22,90 17,38 33,36

21 1 23,78 18,17 28,26

2 23,24 18,07 27,36

Tabelle 11: Ct-Werte der in vitro kultivierten humanen Parotiszellen der Patienten 1-3 der Un-
tersuchungstage 7-21 in Duplikaten (D) 1 und 2 fiir Aquaporin 5

Patient uT D GAPDH EF1a Aquaporin 5

7 1 18,58 19,06 41,87

2 18,16 18,76 30,67

] 14 1 22,09 19,23 43,22

2 20,71 19,02 38,93

21 1 19,76 18,93 40,46

2 19,69 18,77 32,86

7 1 19,78 18,56 37,03

2 2 19,59 18,36 35,65
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14 1 33,41 19,93 39,85

2 33,33 18,58 39,48

21 1 21,82 20,24 40,30

2 20,77 18,58 34,92

7 1 20,31 19,23 41,93

2 18,57 18,42 34,93

3 14 1 24,91 19,37 38,40
2 21,48 19,09 35,61

21 1 18,23 19,65 41,86

2 17,72 19,54 39,18

Tabelle 12:

6.2 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Gerate

Gerate

Firma, Ort

Accu-jet® pro, Pipettierhilfe

Accu-jet®, Brand GmbH, Wertheim, (D)

Autoklav, Dampfsterilisation

SHP Steriltechnik AG, Magdeburg, (D)

CO:2 Incubator BBD 6220

Heraeus, Hanau, (D)

CP 4056 Kiuhl-Gefrier-Kombination

Liebherr-Hausgerate Ochsenhausen
GmbH, Wrzburg, (D)

Eppendorf Bio Photometer

Eppendorf AG, Hamburg, (D)

Eppendorf Zentrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg, (D)

Eppendorf Mini Spin Column, Zentri-
fuge

Eppendorf AG, Hamburg, (D)

Feinwaage

Kern, Albstadt, (D)

Fluoreszenzmikroskop DMI 4000 B

Leica, Wetzlar, (D)

Feldemissions-Rasterelektronenmik-
roskop JSM 7500F

Jeol GmbH, Freising, (D)

Gelelektrophoresekammer

PeglLab Biotechnology, Erlangen, (D

Gelschlitten

)
PeqglLab Biotechnology, Erlangen, (D)

Heizplatte, M6

CAT / M. Zipperer GmbH, Staufen, (D)

HERAsafe, sterile Werkbank

Thermo Electron LED GmbH, Langen-
selbold, (D)

Kryotom, CM1510 S

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
(D)

Membran-Vakuumpumpe

ABM Greiffenberger Antriebstechnik
GmbH, Marktredwitz, (D)
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Gerate

Firma, Ort

Durchlichtmikroskop, 473028

ZEISS, Oberkochen, (D)

Mikrowelle Privileg 8020

Quelle, Firth, (D)

Rotationsmikrotom RM 2255

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (D)

Sagnac-Interferometer Spectra Cube
SD-200

Applied Spectral Imaging (ASI), Mig-
dalHaemek, IL)

Schittelinkubator, Thermomixer com-
fort

Eppendorf AG, Hamburg, (D)

Schittelinkubator, TH 25

Edmund Bihler GmbH, Tabingen, (D)

Step-One™ Real-Time PCR System

Applied Biosystems®), life technolo-
gies™ GmbH, Darmstadt, (D)

Stickstofftank

Air liquide-DMC, Marne-la-Vallée, (F)

Titertek Multiskan® Plus Microplate
Reader

Lab systems, Helsinki, (FIN)

Transmissionselektronenmikroskop
JEM 2100

Jeol GmbH, Freising, (D)

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG, Zlrich, (CH)

Wasserbad, Julabo U37A

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg, (D)

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Firma, Ort

chirurgische sterile Einmal-Skalpelle

FEATHER Safety Razor CO., LTD.,
Osaka, (J)

Cryomolds®, Tissue Tek® (10 mmx10
mmx10 mm)

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeter-
woude, (NL)

Biopsiestanze, @ 4 mm, 5 mm

Harris Uni-Core™, Redding, CA, USA

Deckglaser (24x50 mm)

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, (D)

Einfrier Cryo Tube 2 ml

Nalgene® Labware, Roskilde, (DK)

Eppendorf UVette®

Eppendorf AG, Hamburg, (D)

Falcon-Réhrchen, 15 ml und 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen, (D)

Micro Amp 8 Cap strips

Applied Biosystems®, life technolo-
gies™ GmbH, Darmstadt, (D)
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Verbrauchsmaterialien

Firma, Ort

Micro Amp Fastoptical 96-Well Plate

Applied Biosystems®), life technolo-
gies™ GmbH, Darmstadt, (D)

Mr. Frosty, Einfrierbehalter

Nalgene® Labware, Roskilde, (DK)

Pasteurpipetten, 230 mm

Brand GmbH, Wertheim, (D)

200ul, 1000ul Pipettenspitzen

Sarstedt, Nirmbrecht, (D)

0,5-10ul Pipettenspitzen

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg, (D)

Objekttrager, Super Frost® Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen, (D)

Rollrandgefalid

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, (D)

RNAlater

Ambion, Austin, Texas, (USA)

Sigma-Parafilm®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

QIA RNeasy spin column

QIA shredder spin column

Qiagen GmbH, Hilden, (D)
Qiagen GmbH, Hilden, (D)

1,5 ml Reaktionsgefal3e

Sarstedt, Nurmbrecht, (D

steriler Filter, Filtropuor 0,45 pm

~ | ~—

Sarstedt, Nirmbrecht, (D

Zellkulturflaschen, 175 cm?2

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen, (D)

Zellkulturplatte mit 48 Vertiefungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen, (D)

Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen, (D)

Zellsieb 100 ym

Biosciences, Bedford, MA, (USA)

Tabelle 14: Chemikalien

Chemikalien

Firma, Ort

Aceton

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Agarosepulver LE

Biozym Scientific, Oldendorf, (D)

Aluminiumsulfat

Merck, Darmstadt, (D)

Alzianblau Fluka

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Aprotinin

Baxter D GmbH, Unterschleissheim, (D)
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Chemikalien

Firma, Ort

Blyscan Sulfated Glycosaminglycan
Assay

Bicolor, Carrickfergus, GroBbritannien
(GB)

Buffer RLT, Lyse Puffer

Qiagen GmbH, Hilden, (D)

Buffer RW1, Wasch Puffer

Qiagen GmbH, Hilden, (D)

Buffer PPE, Wasch Puffer

Qiagen GmbH, Hilden, (D)

Cell-Wash

BD, Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
(USA)

RNAse-freies Wasser

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

4°,6-Diamidin-2-phenylindol

Fluoromount-GTM, SouthernBi-
otech,Birmingham, AL, (USA)

3,3' Diaminobenzidine (DAB) enhan-
ced liquid system

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Eisessig, 100 %

Mallinckrodtbaker B.V., Deventer, (NL)

Entellan Merck, Darmstadt, (D)

Eosin Merck, Darmstadt, (D)

Ethanol J.T. Baker, Griesheim, (D)
Ethidiumbromid A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,

Wirzburg, (D)

Fibrinogen, from bovine plasma

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Glucose

Merck, Darmstadt, (D)

Isoamylalkohol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Kaliumhydrogencarbonat
Methanol

Merck, Darmstadt, (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Natriumacetat

Merck, Darmstadt, (D)

O.C.T™ Tissue-Tek®

Sakura Finetek Europe B.V., Zoeter-
woude, (NL)

Paraformaldehyd

AppliChem GmbH, Darmstadt, (D)

PBS, 10x

Roche Diagnostics, Mannheim, (D)
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Chemikalien Firma, Ort
Rnalater® Ambion, Austin, TX, (USA)

Tabelle 15:

Streptavidin Peroxidase Polymer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

SuperScript R Vilo™ Mastermix

Invitrogen®, life technologies™ GmbH,
Darmstadt, (D)

Tag Man Gene Expression Master
Mix

Invitrogen®, life technologies™ GmbH,
Darmstadt, (D)

Thrombin S

Baxter D GmbH, Unterschleissheim,
(D)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Merck, Darmstadt, (D)

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Trypsin 0,25%-EDTA 1x

Gibco®, life technologies, Darmstadt,
(D)

Nahrmedium und Zuséatze

Nahrmedium und Zusatze

Firma, Ort

B-Glycerol 2-phophat disodium

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Bronchial Epithel Growth -Medium

Promo Cell, GmbH Heidelberg, (D)

BMP-6 human recombinant

Promo Cell GmbH, Heidelberg, (D)

Dexamethasone

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Dulbecco's Modified Eagle Medium 1

Gibco®, life technologies™ GmbH,
Darmstadt, (D)

FCS (Fotales Kéalberserum)

Linaris, Wertheim-Bettingen, (D)

L-Ascorbic acid-2-phosphate salt hy-
drate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

L-Proline

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Penicillin-Streptomycin, (1000 U/1000
Hg/ml)

Biochrom AG, Berlin, (D)

Sodium Pyruvate

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)
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Tabelle 16: Antikérper

Antikoérper Firma, Ort

a-Amylase Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Aquaporin 5 (Agp5) Epitomics Inc, CA (USA)

Biotin Anti-Rabbit 1gG Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)

Cytokeratin 7 (CK7) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, (D)
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6.3 Copyright und Lizenzen

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Bild einer Mundhoéhle mit Xerostomie

Abbildung selbst erstellt............ooooviiiiiiiiiiiiii

Darstellung des Gentransfers durch adenovirale
Ubertragung

Abbildung selbst erstellt..........oooi

Schematische Darstellung diverser Adenovirus-Varianten
Copyright bei Publizist Gene Therapy durch RightsLink,
Copyright Clearance Center eingeholt. Aktuell durch RightsLink
Nutzung unter der Nummer 4862900456088 in einer

Dissertation eingeholt/vorliegend ..............cccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenns

Bild eines sterilen e-Caprolacton - Polyurethan-
Schwammchens mit beiliegendem MaBstab (9 5 mm; Héhe
2 mm)

Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiiiii

Schematische Zeichnung einer Zellmigration: Sagittale und
axiale Ansicht einer Zelle

Copyright bei Publizist Developmental Biology durch
RightsLink, Copyright Clearance Center eingeholt. Aktuell
durch RightsLink Nutzung unter der Nummer 4863140012901

in einer Dissertation eingeholt/vorliegend.........cccoooviiiiiiiiiiieieennn.

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiiiii

Typisches Bild einer Vitalfarbung

Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiiiii

Overlay der FDA/EB-Vitalfarbung

Abbildung selbst erstellt............ooooviiiiiiiiiiiii

Herstellung der Polyurethan-Matrix

Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiii

Polyurethan-Matrix in 2,5- facher VergroBerung

Abbildung selbst erstellt............ooooviiiiiiiiiiii

Sandwich-ELISA Test

Abbildung selbst erstellt............ooooviiiiiiiiiiii

Mechanismus der Tag-Man PCR

This work has been released into the public domain by its
author, Braindamaged at English Wikipedia. This applies
worldwide. In some countries this may not be legally possible; if
so:

Braindamaged grants anyone the right to use this work for any
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Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

purpose, without any conditions, unless such conditions are

required by law.

Englische Beschreibung des angelehnten, originaren Bildes:
TagMan® probe chemistry mechanism; May 2009; Author:

User: Braindamaged...............uuuuuuiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieissnensanesennennnees 35

Beispiel einer Gelelektrophorese

Copyright bei Publizist eingeholt. Schriftliche Bestatigung durch
Michael Hénscheid; Presse- und Offentlichkeitsarbeit Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) .......ccccoeeiiiiiiiiiiiee e 39

Lebend/Tot Farbung
Abbildung selbst erstellt............oooooiiiiiiiiiiii 44

Boxplot-Diagramm der gemessenen a-Amylase-
Konzentration mittels ELISA

Abbildung selbst erstellt............c.oueieiiiiiin 45
Immunhistochemische Farbung gegen a-Amylase (Alexa

Fluor 488)

Abbildung selbst erstellt............oooooviiiiiiiiiii 46

Immunhistochemische Farbung gegen Pan-Cytokeratin
(Alexa Fluor 488)
Abbildung selbst erstellt............oooviviiiiiiiiiiiii 47

Besiedeltes Konstrukt in Rasterelektronenmikroskopdar-
stellung

Behandlung, Betrachtung und Fotodokumentation der selbst
erstellten Proben durch die Abteilung fir

Elektronenmikroskopie am Theodor-Boveri-Institut fir
Biowissenschaften AG Prof. Dr. G. Krohne ..........ccccooiiiieeeiiiennnnns 48

Transmissionelektronenmikroskopieaufnahmen

Behandlung, Betrachtung und Fotodokumentation der selbst
erstellten Proben durch die Abteilung fur

Elektronenmikroskopie am Theodor-Boveri-Institut fir
Biowissenschaften AG Prof. Dr. G. Krohne ........cccooeeeeeiiiiieeeieeennn. 49

Graphische Darstellung der relativen Genexpression von
Cytokeratin 7
Abbildung selbst erstellt............oooviviiiiiiiiiiiii 50

Graphische Darstellung der relativen Genexpression von
a- Amylase
Abbildung selbst erstellt..........ooo 51

Graphische Darstellung der relativen Genexpression von
Aquaporin 5
Abbildung selbst erstellt............oooviviiiiiiiiiiiii 51

-81-



6 Anhang

Abbildung 23:

Abbildung 24:

Abbildung 25:

Abbildung 26:

Abbildung 27:

Gelelektrophorese von 6 Proben zum Nachweis
spezifischer Gene fur GAPDH, a-Amylase und Aquaporin 5

Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiii

REM-Ubersichtsbild des besiedelten Konstruktes
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Biowissenschaften AG Prof. Dr. G. Krohne .......oovoeeeiiiiiiieeiiea,

Graphische Darstellung der Auftragung der Zellen auf
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Copyright bei Publizist eingeholt. Schriftliche Bestatigung durch
Karen Ballen, Manager Reprint Dept. bei Publisher: Mary Ann
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Eingebettete Proben im Paraffinblock

Abbildung A selbst erstellt; Abbildung B aus der Broschire
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mit freundlicher Genehmigung der Leica Biosystems Nussloch
GmbH. Copyright bei genannter Firma eingeholt. Schriftliche
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Abbildung selbst erstellt............ooovviiiiiiiiiiiiii
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