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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut als das groRte Organ des Menschen mit einer Fliache von 1,6 — 2,0 m? und
einer Dicke von 1,5 — 4 mm (je nach Belastung) Gberzieht und schiitzt die AuBenseite
des Organismus [1]. Trotz ihres Gewichtes von bis zu 12 Kilogramm wird sie nicht als
eines der wichtigsten Organe wahrgenommen [2]. Die bedeutendste Funktion der
Haut stellt der Schutz vor duReren Einflissen dar. Sie wirkt mit ihrer Zugfestigkeit,
Dehnbarkeit und Elastizitdit sowohl gegen mechanische Einwirkungen als auch mit
ihrem Sdureschutzmantel (pH 5,7), der eine enorme Pufferkapazitat besitzt [3], gegen
chemische Noxen. Zu den weiteren Mechanismen zahlen ihre Barrierefunktion und
Abwehr gegen Mikroorganismen sowie der Schutz vor UV-Licht und Austrocknung.
Hier schlieBt sich die Temperaturregulation des Korpers durch SchweilRbildung,
Diffusion von Wasser durch die Hautoberfliche und die Isolierung durch das
Fettgewebe als Austauschfunktion der Haut an. Aber auch zur Reizaufnahme durch
Mechanorezeptoren, Thermorezeptoren und Nozizeptoren ist die Haut fahig. Diese
unterschiedlichsten Funktionen werden durch den geschichteten Aufbau der Haut
gewahrleistet.

Sie gliedert sich von aulRen nach innen in folgende 3 Schichten: Epidermis (Oberhaut),

Dermis (Korium, Lederhaut), Subkutis (Unterhautfettgewebe) (Abbildung 1).
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1.1.1 Epidermis

Die Epidermis bildet eine undurchladssige Hornschicht als Grenzzone zur Umwelt, die
einer standigen Erneuerung unterliegt. Das mehrschichtige verhornende Plattenepithel
enthalt keine Blut- oder LymphgefilRe (die Erndhrung erfolgt aus der darunter
liegenden Dermis) und besteht zum groBten Teil aus Keratinozyten, die aus
Stammzellen im Stratum basale gebildet werden und bis an die Oberflache wandern.
Die sich verdandernde Form und Funktion der Keratinozyten lasst folgende
Schichtenbildung der Epidermis von basal nach apikal (= duRere Hautschicht) erkennen

(siehe auch Abbildung 2):

Das Stratum basale besteht aus einer einschichtigen Lage kubischer Zellen, wobei sich
die Vorlauferzellen der Keratinozyten durch einen groBen Zellkern und wenig
Zytoplasma auszeichnen. Diese Stammzellen steuern durch mitotische Teilung die
Bildung neuer Keratinozyten. Diese Zellschicht liegt der Basallamina auf [5], welche
Epithel und Bindegewebe trennt. Im Stratum basale folgenden Stratum spinosum fangt
die Differenzierung der Keratinozyten an. Die Zellen zeichnen sich durch
»stachelartige” Zytoplasma-Ausldufer aus, die als interzelluldare Briicken fungieren,
indem sie desmosomale Zellkontakte zu anderen Zellen herstellen. Weiterhin beginnt
in dieser Schicht bereits durch verstarkte Produktion von Keratin die Verhornung. Die
stachelartigen  Keratinozyten entwickeln sich zu abgeflachten und mit
keratohyalinhaltigen Granula gefillten Koérnerzellen, die das folgende Stratum
granulosum formen. Die Bildung des Keratohyalins dient als Schutz vor
Wasserverdunstung und vor eindringenden Externa als Barriere. Die durch Apoptose,
d.h. durch den programmierten Zelltod entstandenen flachen, kernlosen Hornzellen
des Stratum corneum bilden die duBerste Schicht der Haut und schiitzen gegen
chemische und mechanische Einwirkungen. Die Zeit von der Entstehung eines
Keratinoblasten bis zu seiner terminalen epidermalen Differenzierung betragt bei der

extraoralen Haut etwa 4 Wochen [6].



Weitere Zelltypen der Epidermis sind die Melanozyten im Stratum basale. Sie besitzen
langgestreckte Dendriten, die sich weit zwischen benachbarte Epithelzellen
vorschieben und melaninhaltige Granula, die Melanosomen, durch Phagozytose an die
Keratinozyten abgeben kdnnen; dieser Prozess dient dem Schutz vor UV-Strahlung. Die
Langerhans-Zellen des Stratum spinosum zeichnen sich ebenfalls durch dendritische
Auslaufer aus. Sie enthalten typische Birbeck-Granula (tennisschldgerartig geformte
Granula) [7] und spielen im Rahmen von Immunreaktionen durch Antigenprdsentation
und  Aktivierung von  T-Helfer-Lymphozyten eine  wichtige Rolle. Als
Mechanorezeptoren dienen Merkel-Zellen. Sie sind zwischen den Basalzellen
anzutreffen, wo sie Uber die Ausschittung neurosekretorischer Vesikel an
synaptischen Kontakten zu Nervenendigungen die Tast- und Druckperzeption steuern.

AulRerdem kommen vereinzelt Lymphozyten in der gesamten Epidermis vor.

Die als dermo-epidermale Junktionszone [8] bezeichnete Grenzflaiche verzahnt die
beiden Hautschichten durch epidermale Reteleisten und dermale Papillen miteinander.
Die dazwischen liegende Basalmembran besteht aus zwei Schichten: Aus der
Basallamina, die sich lichtmikroskopisch noch weiter in die mit der Epidermis tber
Hemidesmosomen und Ankerfilamente verbundenen Lamina lucida und die mit der
Dermis Uber Ankerfibrillen verbundene Lamina densa definieren lasst, sowie aus der
Lamina fibroreticularis, welche die Basallamina (und damit die zugehdrigen Zellen) mit
dem umgebenden Stroma verknipft. Zu ihren vielfadltigen Aufgaben gehdrt u.a. die
Kontrolle des Austauschs von Molekiilen zwischen Zellen verschiedener Gewebe,
sodass sie auch bei Wundheilungsprozessen, der Tumorinvasion und -metastasierung

eine Rolle spielt [9].

1.1.2 Dermis

Das auch als Lederhaut bezeichnete Korium ist das spezifische Bindegewebe der
Dermis. Es bildet das Gerlist der Haut und bestimmt deren Elastizitdit und
Reillfestigkeit. Zu den Hauptkomponenten zdhlen Bindegewebsfasern und

Fibroblasten, die in einer gelartigen Grundsubstanz aus Proteoglykanen eingebettet



sind. AuBerdem verlaufen in der Dermis die hautversorgenden Gefdl3e und Nerven. Die
Dermis gliedert sich in zwei Schichten, dem Stratum papillare und den
darunterliegenden Stratum reticulare. Die Bindegewebszapfen des schmalen Stratum
papillare ragen in die Vertiefungen der Epidermis hinein und verbinden sich mit der
Lamina densa der Basalmembran. Das Stratum papillare besteht lberwiegend aus
Fibroblasten, welche kollagene Fasern und amorphe extrazellulare Matrix
synthetisieren und Gbernimmt durch seinen Gefallreichtum auch nutritive Funktionen.
Das darunterliegende breite Stratum reticulare hingegen enthalt kraftige
Kollagenfaserbiindel und elastische Fasernetze und ist damit hauptsachlich fir die
mechanischen Funktionen wie Stabilitat, Dehnbarkeit und ReiRfestigkeit der Haut
verantwortlich. Hier befinden sich auch weitere Mechanorezeptoren (Vater-Pacini-
Koérperchen) und Dehnungsrezeptoren (Ruffini-Kérperchen) [10], sowie Haarfollikel
und verschiedene Hautdriisen. Ein weiterer Zelltyp sind die Histiozyten, deren
Vorlaufer, die Monozyten, vom Knochenmark Uber die Blutbahn einwandern um sich
in der Dermis zu differenzieren. Sie phagozytieren Mikroben und koérperfremde
Strukturen, aktivieren eine Immunreaktion durch Prdsentieren von Antigenen und
produzieren Interferon. Aullerdem beseitigen sie auch anfallende Abbaustoffe wie
Melanin, Proteine und Fette. Die in der gesamten Dermis verstreuten Mastzellen
beteiligen sich an allergischen und entziindlichen Prozessen. lhre charakteristischen
Granula enthalten unter anderem Heparin, Serotonin und Histamin [11]. Neben der
metabolischen Versorgung von Dermis und Epidermis dient der tiefe, dermale
BlutgefaBplexus an der Grenze zur Subkutis und der oberflachliche, subpapillare Plexus
der Temperatur- und Blutdruckregulation des Koérpers. Schnelle Druckrezeptoren
(Meissner-Tastkorperchen) finden sich im Stratum papillare unbehaarter Dermis [12].
Hautanhdnge wie Haare oder SchweilR- und Talgdrisen, die sich in manchen

Hautarealen finden, haben ihren Ursprung in den tieferen Schichten der Dermis.



1.1.3 Subkutis

Die Tela subcutanea oder Subkutis besteht aus weilem Fettgewebe, welches von
lockeren, lamellar angeordneten Bindegewebssepten durchzogen wird. Es dient der
Warmeisolation, als mechanischer Schutz, zur Verschieblichkeit der Haut und als
Energiespeicher. AuRerdem finden sich hier die Sinneszellen fiir epikritische Reize

(Tastscharfe), wie zum Beispiel die Lamellenkorperchen.

1.1.4 Unterschiede zwischen Mundschleimhaut und Haut

Da die vielfaltigen Aufgaben der Haut mit denen der Mundschleimhaut in vielen
Punkten identisch sind, gleicht sich ihr Aufbau und unterscheidet sich nur in einigen
wenigen histologischen Merkmalen [13]. Die Mundschleimhaut lasst sich ebenfalls von
aullen nach innen in drei Teile gliedern: Die Mukosa als mehrschichtiges Plattenepithel
liegt Uber einem bindegewebigen Stroma, der Lamina propria. Die Grundlage bildet,
auller im Bereich der Gingiva und des harten Gaumens, eine unterschiedlich

ausgepragte Submukosa.

Je nach Region und mechanischer Beanspruchung liegt die Oralmukosa in verhornter
(keratinisierter) oder unverhornter (nicht-keratinisierter) Form vor. Wahrend die
Schichten der keratinisierten Form denen der bereits beschriebenen duBeren Haut
entsprechen (Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum
corneum), wird im Aufbau der nicht-keratinisierten Mundschleimhaut das Stratum
granulosum durch eine Zwischenschicht (Stratum intermedium) ersetzt, deren Zellen
keine keratohyalinhaltigen Granula besitzen [14]. Es folgt als oberflachlichste Schicht

das Stratum superficiale [15] (Abbildung 2).
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Abbildung 2:
Schematischer Aufbau der verhornten (A) und nicht-verhornten (B) oralen Epidermis.
Abbildung verandert nach Presland and Dale [16].

Somit finden sich im oberen Teil des Integuments der Mundschleimhaut, je nach
funktionaler Notwendigkeit, deutliche Unterschiede im Gewebsaufbau, aufgrund

dessen eine weitere Einteilung [17] mdglich ist:

1. Die ,mastikatorische” Schleimhaut im Bereich der ,freien” und befestigten Gingiva
und des vorderen harten Gaumens. Sie ist aufgrund ihrer hohen und eng beieinander
stehenden Bindegewebspapillen fest haftend und nicht verschieblich. Den
mechanischen Anspriichen wird sie durch ihr verhorntes Epithel (ortho- oder

parakeratinisiert) besonders gut gerecht.

2. Die leicht verschiebliche ,auskleidende” Schleimhaut (lining mucosa), welche sich im
Gebiet des weichen Gaumens, des hinteren harten Gaumens, des Uvulabereichs, der
Zungenunterseite, der Wangen, der Lippen und des Mundbodens ausbreitet. Sie ist
elastischer und flexibler als die ,, mastikatorische” Schleimhaut [18] und besitzt ein
nicht verhorntes Epithel. Zusatzlich zu dem lockeren Bindegewebe aus elastischen
Fasern und den Blutgefdllen der Lamina propria ist hier meist eine Submukosa mit

Driisen vorhanden.



3. Die ,spezialisierte” Mukosa des Zungenriickens, die mit ihren verschiedenen
Papillen und Geschmacksknospen fiir die gustatorische Sinneswahrnehmung zustandig
ist. Im vorderen Bereich der Zunge ist sie orthokeratinisiert [19], im hinteren Abschnitt
nicht. Hier zeigen sich jedoch Krypten, die von lymphepithelialem Gewebe umgeben

sind.

In der Mundschleimhaut finden sich keine Haarfollikel oder SchweiRdrisen und die
Selbsterneuerung der oralen Schleimhaut durch Proliferation und Differenzierung von
Keratinozyten erfolgt aufgrund der hohen taglichen Beanspruchung innerhalb von 12
bis 13 Tagen [20]. Sie benétigt damit weniger als die Halfte der Zeit zur Regeneration

als die extraorale Haut.

1.2 Epidermale Stammzellen der Schleimhaut

Die epidermalen Stammzellen der Schleimhaut bilden die Grundlage fir die
Regeneration, Differenzierung und Homoostase des Gewebes [21]. Sie liegen meist in
Clustern angeordnet auf der Basallamina und besitzen ein  hohes
Proliferationspotenzial. In dieser auch als Stratum germinativum bezeichneten
Keimschicht befinden sich noch zwei weitere Zell-Subpopulationen. Durch ihre
Fahigkeit zur asymmetrischen Teilung reproduziert die Stammzelle sich selbst und
bildet transiente Vorldauferzellen als direkte Nachkommen [15]. Diese besitzen zwar
eine hohe Teilungsrate, ihr begrenztes Proliferationspotenzial erschopft sich allerdings
nach zwei bis finf durchlaufenen Zellzyklen [22, 23]. Aus ihnen gehen postmitotische
Zellen hervor, deren Weg in der endgiltigen Differenzierung endet [24]. Diese drei
beschriebenen Zellarten unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Expression der R1-
Untereinheit des Adhasionsproteins Integrin. Die hdéchste Expression zeigen die
Stammzellen, gefolgt von den transient amplifizierenden Zellen und den
postmitotischen  Nachkommen  [25]. Ein gehduftes Vorkommen dieser
transmembranen Proteine scheint also fir den Erhalt der Stammzelleigenschaften
notwendig zu sein und schiitzt die Zelle vor Differenzierung [26]. Mit anderen Worten,

je weniger eine Zelle diesen Rezeptor flr extrazellulare Matrixproteine ausbildet, desto
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wahrscheinlicher ist sie am Ubergang in einen differenzierten Zustand [22]. Die
Korrelation zwischen der Affinitat zu Komponenten der Basallamina und der
Stammzellpotenz eignet sich zur Isolation oraler Keratinozyten mit einem hohen
Proliferationspotenzial [27]. Die erhohte R1-Integrin-Expression kann zudem als
Marker zum Lokalisieren der Stammzellen in der humanen Epidermis genutzt werden
[28]. Wahrend sich die Stammzell-Cluster der duBeren Haut in der Haarbalgregion, der
germinalen Haarfollikelmatrix [22] und den Spitzen der dermalen Papillen [29] der
interfollikuldren Epidermis befinden und die entstehenden Ubergangszellen durch eine
Seitwartsbewegung in die Taler der Papillen geschoben werden (Abb. 3 [24]), zeigt sich
die Anhdufung in der Oralmukosa in den Talern der Reteregion (Abb. 4 [30]). Der
Differenzierungsweg erfolgt hier in entgegengesetzter Richtung, somit liegen auf der
Basalmembran neben den Stammzellen mit der héchsten Expression von B1-Integrin

(A) die transient amplifizierenden Zellen (B) und postmitotische Zellen (C) im

suprabasalen Raum.

Epidermis

Dermis

Abbildung 3:
Verteilung der Stammzellen innerhalb der normalen Haut und deren proliferative
Ausbreitung [24]
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Abbildung 4:

Schema der Stammzell-Verteilung in oralen Epithelien verdandert nach Dabelsteen und
Mackenzie [30]. Die Stammzellen mit der hochsten Expression von B1-Integrin (A) liegen neben
transient amplifizierende Zellen (B) auf der Basalmembran. Die postmitotischen Zellen (C)
befinden sich im suprabasalen Raum.

1.3 Differenzierung der Keratinozyten
Im Gegensatz zu der Epidermis der extraoralen Haut, die orthokeratinisiert ist,
kommen in der Mundschleimhaut alle drei Variationen der Keratinisation vor:

Orthokeratinisation, Parakeratinisation und nicht-keratinisiertes Epithel [31].

1.3.1 Orthokeratinisation

Wie schon im Aufbau der Epidermis beschrieben unterliegen die Keratinozyten von
basal nach apikal einem Differenzierungsprozess (Keratinisierung). Die in der
einlagigen Basalzellschicht liegenden, isoprismatischen, epidermalen Stammzellen mit
grofem Zellkern und wenig Zytoplasma sind {(iber Hemidesmosomen mit der
Basalmembran verkniipft und somit auch mit der Dermis verbunden. Sie sind mitotisch
aktiv und gewadhrleisten damit die standige Epithelerneuerung der Haut. lhre
entstandenen Tochterzellen steigen in die hoheren Schichten auf und beenden damit
die Proliferation und beginnen den Vorgang der Differenzierung [32]. Diese zeigt sich
im Stratum spinosum an der stachelartigen Form der Zellen, die durch lange

Zytoplasma-Auslaufer zustande kommt. Deren briickenhafte Verbindungen zu anderen
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Keratinozyten sind im Schnittpraparat aufgrund artifizieller Schrumpfung besonders
deutlich zu erkennen (Namensgebung der Stachelzellschicht) [32] und werden durch
Desmosomen sichergestellt. Diese kleinen (0,3 um) interzellularen Adhasionskontakte
bestehen aus mehreren Einheiten. Zum einen aus Transmembranproteinen (fir die
Bindung an die Nachbarzelle) sowie den Plaque-Proteinen zur Verankerung des
Zytoskeletts an der Innenseite der Zellmembran und den Intermedidrfilamenten (aus
Zytokeratin), die neben den Aktinfilamenten und den Mikrotubuli das Zytoskelett
bilden. Zudem koppelt der Kommunikationskontakt vom Typ der ,Nexus/Gap
junctions’ die Zellen zu einer elektrischen und metabolischen Funktionseinheit [32]. Im
folgenden Stratum granulosum weisen die Zellen schon eine deutliche polygonale
Form auf, die sich als Folge der Dehydratation darstellt. Die zunehmenden
Aggregationen von Zytokeratinfilamenten erscheinen im Lichtmikroskop als auffallig
sichtbare Keratohyalingranula, welche in der Hornschicht durch weitere Vernetzungen
zum mechanisch und chemisch sehr widerstandsfdahigen Keratin verschmelzen.
Wahrend diese Bausteine zunehmend einen gréRBeren Anteil des Zytoplasmavolumens
einnehmen, nimmt die Dichte der Zellorganellen von basal nach superfiziell immer
weiter ab. Die flachen Zellen des Stratum corneum besitzen keinen Kern mehr und

liegen nah aneinander.

1.3.2 Nicht-keratinisiertes Epithel

Im nicht-verhornten Epithel behalten die apikalen Zellen ihren Kern und das
Zytoplasma beinhaltet keine Keratinfilamente [20]. Zudem liegen sie durch
interzelluldre Spalten getrennt weit auseinander und sind ungleichmalig angeordnet

[15].

Neben diesen morphologischen Unterschieden gegeniber der keratinisierten Form des
Epithels andert sich je nach Differenzierungsstatus und Zell-Lage die Produktion von
Struktur- und Hullproteinen, sowie das Zytokeratin-Expressionsprofil der Keratinozyten
[15, 33]. Die Zytokeratine bilden meist heterodimere Komplexe, wobei immer ein Typ-

A (sauer, K9 — K20) und ein Typ-B (neutral-basisch, K1 — K8) Zytokeratin koexprimiert
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werden [16]. Zundchst weisen alle Basalzellen der beiden Epithelien die Keratine K5
und K14 auf [34], deren Anzahl sich nach Eintritt in die erste Schicht des
Differenzierungsprozesses, der Stachelzellschicht, wieder vermindert [35, 36].
Wahrend in den suprabasalen Zellen des nicht-keratinisierten Epithels K4 und K13
exprimiert werden, zeigen sich bei der keratinisierten Form die Paare K1/K10, sowie
K2/K11 [15]. Somit trennt sich hier der Weg der beiden Differenzierungsmodelle und

unterstreicht den Unterschied zwischen extraoraler und oraler Haut.

1.3.3 Parakeratinisation

In parakeratinisiertem Epithel enthdlt das Zytoplasma der oberflachlichen Zellen
wenige bis gar keine Keratinfilamente. Die pyknotischen Kerne weisen eine dunkle
Farbung auf. Diese mit der Gingiva assoziierte Form der Keratinisation gleicht in ihrem
Schichtaufbau der nicht-keratinisierten Mundschleimhaut, da das Stratum granulosum
und das Stratum corneum ebenfalls fehlen [20]. Dennoch scheint es gegentber
mechanischer Belastung weniger anfdllig zu sein als die nicht-keratinisierte

Mundschleimhaut, da es sich eher um eine nicht vollendete Keratinisation handelt.

1.4 Basallamina

Die Basalmembran gilt als Musterbeispiel flr Zell-Matrix-Interaktionen [32]. Denn
neben der Stutzfunktion und Verankerung der Zellen Uber fokale Kontakte und
Hemidesmosomen ist es heute allgemein akzeptiert, dass die Basalmembran an der
Regulation von Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zellen beteiligt ist [37].
Sie stellt eine spezialisierte Form der extrazelluldaren Matrix (ECM) dar [38] und bildet
ein Netzwerk aus verschiedenen Proteinen und Proteoglykanen, durch welches das
Epithel gegeniiber dem bindegewebigen Stroma abgegrenzt wird und dennoch
zugleich fest daran verankert ist. Die ultrastrukturelle Analyse der Basalmembran
(siehe Kapitel 1.1.1) ergibt eine weitere Aufteilung in die Basallamina und das Geflecht
aus retikuldren Fasern der Lamina fibroreticularis. Die Komponenten der
Basalmembran werden von Fibroblasten und Keratinozyten produziert [39, 40], wobei

die Basallamina hauptsachlich von denjenigen Zellen hergestellt wird, die auf ihr sitzen
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[32]. Ihre Aufteilung in eine scheinbar leere Zone, Lamina rara (= lucida, 10 — 50 nm)
und eine etwa 20 — 120 nm breite Lamina densa kann nur elektronenmikroskopisch
dargestellt werden. Die Hauptbestandteile der Basallamina, Kollagen Typ-IV und

Laminin [41], sowie weitere Bausteine sind in Abbildung 5 [32] dargestellt:
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Abbildung 5:

Vereinfachtes Schema Uber den molekularen Bau der Basalmembran (BM) und Basallamina
(BL), (1) und (2), zeigt die Haftung der Zelle an der Lamina densa (LD) durch Syndecan (Syn)
oder durch Bindung zwischen Laminin (Lam) und Integrin (a- und R-Untereinheiten). Dieses
Prinzip existiert bei allen Epithelien. Mikrofibrillen (MFi) aus Fibrillin und aus Kollagen-IV
verankern die Basallamina in der Lamina fibroreticularis (Lfr). (3) Bei Epithelien mit starker
Schubbeanspruchung findet sich eine zusatzliche Sicherung im Bereich der Hemidesmosomen;
Splicevarianten von Laminin und Integrin zusammen mit Proteinen wie BP180 und Adaptor-
Proteinen (Ad), sowie Aktin- bzw. Zytokeratinfilamenten (AF, ZKF), Ankerfilamente (AnkF),
Kollagenfibrillen (KFi) und Perlevan (Per) binden hier die Zelle und die Lamina fibroreticularis
an die Lamina densa. Abbildung aus [32].

Das wichtigste adhdasive Glykoprotein ist Laminin, welches sich aus drei Ketten
zusammensetzt (a-, PB- und y-Kette) [15]. Diese Polypeptidketten sind (ber
Disulfidbriicken miteinander verknipft und ordnen sich in der Gestalt eines
asymmetrischen Kreuzes an [24, 42]. Es besitzt eine hohe Affinitat zu Kollagen-1V der
Lamina densa und erlaubt somit den Epithelzellen tiber Integrine am Bindegewebe zu
haften. AuRBerdem bindet es an weiteren extrazellulairen Komponenten wie z.B.
Seitenketten von Proteoglykanen (u.a. Syndecan und Perlecan) und Integrin, aber

auch an Adhasionsrezeptoren der Zelloberflache.
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Kollagen-IV bildet das Grundgeriust der Lamina densa der Basallamina. Das
Baumerkmal aller Kollagenmolekiile, die heteromere Tripelhelix, ist mehrfach
durchbrochen und erreicht dadurch eine erhéhte Flexibilitat. Durch die Verankerung
des Laminins in der kollagenreichen Basallamina wird die Bindung an Integrine [43]
und damit an eine Verknipfung der Zelle mit dem extrazellularen Raum gefestigt. Der
heterodimere Aufbau des Integrins aus a- und B-Untereinheiten, von denen 14 a-
Untereinheiten und 8 R-Untereinheiten bisher identifiziert wurden [15], ermoéglicht
eine vielfdltige Interaktion mit extrazellularen Matrixproteinen. Fiir die Bindung an
Kollagen und Laminin sind die besonders in Basalzellen exprimierten alf81-, a21- und

a3R1-Integrin-Rezeptoren verantwortlich [15].

Die starke Verankerung der epidermalen Stammazellen ist folglich besonders an ihre
hohe Integrin-Expression gebunden und erlaubt somit dieses Integrin als Marker fur
Stammazellen zu nutzen. Fur den hier folgenden Versuchsaufbau wurde die durch diese
Transmembranproteine gesicherte Zell-Matrix-Adhdasion, also letztlich ihre bindende
Eigenschaft zur Isolation verwendet. Durch die Separation von Zellen unterschiedlich
starker Affinitditen zu Kollagen-IV und Laminin sollen Populationen mit erhdhter
Integrin-Expression (epidermale Stammzellen) von den Zellen mit geringer Integrin-

Expression getrennt werden.
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1.5 Tissue Engineering

Defekte im Bereich der Mundschleimhaut in Folge von Traumata, angeborenen
Defekten (z.B. Gaumen-Spalte) und erworbenen Krankheiten (z.B. Krebs, Erkrankungen
des Zahnhalteapparates) stellen schwerwiegende gesundheitliche Probleme dar [44].
Die fir den Wundverschluss bendétigte Mundschleimhaut ist mit dem limitierten
Eigengewebe nur schwer zu ersetzen und bewirkt im Zuge der Operation oft Narben
und Funktionseinschrankungen. Wahrend der letzten Jahrzehnte wurde die
Schleimhaut in Form von autologen, freien Spalthaut- und Vollhaut-Transplantaten
substituiert [45, 46]. Zu den Problemen mit diesen Methoden zdhlen unter anderem
die unvorhersehbare Lebensdauer des Lappens, Kontraktionen, Haarwuchs,
Funktionseinschrankungen (vor allem im Bereich der Spenderregion) [47] und

Schwierigkeiten bei der nachfolgenden prothetischen Versorgung.

Mit Hilfe von Tissue Engineering sollen beschddigte Gewebe und Organe durch
biologisch kompatible und funktionelle Transplantate aus primdren autologen Zellen
und einer Matrix (Scaffold) ersetzt werden. Fiir die Entwicklung von Transplantaten
aus patienteneigenen Zellen werden primdre Zellen isoliert und durch
Zellkulturtechniken angereichert bis genligend vermehrungsfihige Zellen fir die
Besiedlung einer Matrixstruktur oder fiir die Zelltherapie zur Verfligung stehen [48]. Da
diese Zellkulturtechniken zur Vermehrung von leistungsstarken autologen Zellen
insbesondere auf dem Gebiet der Mundschleimhaut weitestgehend unerprobt sind,
ergibt sich die Wichtigkeit dieser Untersuchung zur Steigerung der
Proliferationsfahigkeit primdrer humaner Keratinozyten aus oraler Mukosa durch
Anreicherung von humanen epidermalen Stammzellen durch Adhasion an Kollagen-I1V-

und Laminin-beschichteten Zellkulturgefallen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der experimentellen Untersuchungen war es, rasch vitale und hoch proliferative
Keratinoblasten im Zellkultursystem zu isolieren und zu vermehren, um die
Verfligbarkeit der Zellen und damit den Prozess fir die Bildung eines
Schleimhauttransplantates zu beschleunigen. Konkret sollte untersucht werden, ob
durch die Anreicherung von humanen epidermalen Stammzellen die

Proliferationsfahigkeit primarer humaner Keratinozyten gesteigert werden kann.

Die Versuche orientierten sich an den Erkenntnissen der von Stein et al. 2006
untersuchten Proliferationskapazitat oraler Keratinozyten nach Adhdsion an
Kollagen-IV-beschichteten ZellkulturgefaRen [27]. Unter Hinzufligen einer weiteren
Komponente der extrazelluldaren Matrix (Laminin) zur Versuchsreihe und eines
Adhiasionstests an unbeschichteten Platten sollten Wachstumskurven erstellt werden,
die den Verlauf der Entwicklung der Zellen Uber einen gewissen Zeitraum
dokumentieren und es ermdoglichen, zwischen den adhdrenten und nicht-haftenden
Populationen zu vergleichen. Zudem sollte eine Einschatzung der drei angewendeten
Methoden zur Quantifizierung der Zellproliferation und Zellvitalitat in Bezug auf deren

praktische Durchfuhrbarkeit und Qualitat gegeben werden.
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3 Material

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Folgende Gerdte wurden fir die Arbeit verwendet:

Absaugpumpe

KNF Neuberger, Freiburg

Brutschrank

Hera Cell, Heraeus, Hanau

Eppendorf-Gefald

Standard Reaktionsgefald 3810X,

Eppendorf, Hamburg

Kamera mit Mikroskopieaufsatz

Digital-Kamera EC3, Leica, Solms

Lichtmikroskop

CK40, Olympus, Japan
Leitz DM RBE, Leica, Wetzlar

Microtest-96-Well-Zellkulturplatten

BD Falcon™, Heidelberg

Photometer

Rainbow, Tecan, Schweiz

Pipetten

Eppendorf 10, 20, 100, 200, 1000

Eppendorf Multipipette plus, Hamburg

Pipettierhilfe

Accu-Jet®, Brand, Wertheim

Sterile Werkbank

Hera Safe, Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge

Universal 320 R, Hettich Zentrifugen,

Tuttlingen

Unbeschichtete 12-Well-Zellkulturplatten

BD Falcon™, Heidelberg

Vorbeschichtete 12-Well-Zellkulturplatten

BD BioCoat™ (Kollagen Typ-IV, Laminin),
Heidelberg

Wasserbad

GFL, Julabo, Seelbach

Zellkulturschalen

Nunclon Surface, Nuncbrand, Danemark

Zellschaber

CellScraper, Greiner, Frickenhausen

Zellzahlgerat

CASY 1 Cell-Counter and Analyzer System
Modell TTC, Scharfe Systeme, Reutlingen
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Real-Time-Zellanalyse xCELLigence System, Real-Time Cell
Analyzer, Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

3.2 Medien

Dulbecco’s Modified Eagles Medium mit Gerinnungsfaktor 12 (D-MEM/Ham’s F-12)

(GIBCO®, Invitrogen™)

Gebrauchsfertiges Flissigmedium mit folgenden Zusatzen auf 500 ml:
+10 % FCS (= 50 ml) + 1 % Penicillin-/Streptomycin-Lésung (= 5 ml) + 0,1 % Fungizone
(= 0,5 ml). Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Tabelle 1: Zusammensetzung D-MEM/Ham’s F-12 [49]

Komponenten Konzentration mM
(mg/L)

Aminosauren

Glycin 18,75 0,25
L-Alanin 4,45 0,05
L-Arginin HCl 14,5 0,699
L-Asparagin H20 7,5 0,05
L-Asparaginsaure 6,65 0,05
L-Cystein HCI H20 17,56 0,0998
L-Cystin 2HCI 31,29 0,1
L-Glutaminsdure 7,35 0,05
L-Glutamin 365 2,5
L-Histidin HCI H20 31,48 0,15
L-Isoleucin 54,47 0,416
L-Leucin 59,05 0,451
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L-Lysin HCI 91,25 0,499
L-Methionin 17,24 0,116
L-Phenylalanin 35,48 0,215
L-Prolin 17,25 0,15
L-Serin 26,25 0,25
L-Threonin 53,45 0,449
L-Tryptophan 9,02 0,0442
L-Tyrosin 55,79 0,214
L-Valin 52,85 0,452
Vitamine

Biotin 0,0035 0,0000143
Cholinchlorid 8,98 0,0641
D-Calcium-Pantothenat 2,24 0,0047
Folsdure 2,65 0,00601
Nicotinsdureamid 2,02 0,0166
Pyridoxin HCI 2 0,00971
Riboflavin 0,219 0,000582
Thiamin HCI 2,17 0,00644
Vitamin B12 0,68 0,000502
i-Inositol 12,6 0,07
Anorganische Salze

Calciumchlorid (CaCl,) wfr. 116,6 1,05
Kupfer(ll)-sulfat (CuSO,-5H,0) 0,0013 0,0000052
Eisen(lll)-nitrat (Fe(NO3);"9H,0) 0,05 0,000124
Eisen(ll)-sulfat (FeSO4-7H,0) 0,417 0,0015
Magnesiumchlorid wfr. 28,64 0,301
Magnesiumsulfat (MgS0,) wfr. 48,84 0,407
Kaliumchlorid (KCl) 311,8 4,16

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
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Natriumchlorid (NaCl) 2438 29,02
di-Natriumdihydrogenphosphat 6995,5 120,61
(NaHPO,) wfr.

71,02 0,5
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO4‘H20)

62,5 0,453

Zinksulfat (ZnS0,4-7H,0)

0,432 0,0015
Sonstige
D-Glucose (Dextrose) 3151 17,51
Hypoxanthin Na 2,39 0,015
Linolsdure 0,042 0,00015
Liponsdure 0,105 0,00051
Phenolrot 8,1 0,0215
Putrescin 2HCI 0,081 0,000503
Natriumpyruvat 55 0,5
Thymidin 0,365 0,00151

Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM) (Promocell)

Vor der Verwendung wurden dem Nadhrmedium neben dem auf -20 °C gelagerten
»SupplementMix“ noch 60 ul 0,5 M CaCl2 und 1 % Penicillin-/Streptomycin-Lésung
zugefligt. Die finalen Konzentrationen der ergdanzenden Faktoren sind der folgenden

Tabelle zu entnehmen. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Tabelle 2: Konzentration nach Zugabe des ,SupplementMix“ im KGM 2 [50]

Bovine Pituitary Extract 0,004 ml/ml
Epidermal Growth Factor (recombinant human) 0,125 ng/ml
Insulin (recombinant human) 5 pg/ml
Hydrocortison 0,33 pg/ml
Epinephrin 0,39 pg/ml
Transferrin holo (human) 10 pg/ml
CaCl, 0,06mM
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3.3 Medienzusatze

FCS (PAN)

Das fetale Kalberserum wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen (Falcon) aliquotiert und
bei -20 °C gelagert. Dem Nahrmedium wurde es nach 30-min(tiger Hitzeinaktivierung

bei 56 °C in einer Konzentration von 10 % zugefugt.

Fungizone-Ldsung (GIBCO®, Invitrogen™)

Die gebrauchsfertige Lésung enthdlt Amphotericin B in einer Konzentration von
250 pg/ml. Dem Medium wurde das Antimykotikum in einer Konzentration von 0,1 %

zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Penicillin-/Streptomycin-Losung (PAN)

Die gebrauchsfertige, vom Hersteller steril filtrierte Antibiotikalésung enthalt 10 mg
Streptomycin sowie 10.000 Units Penicillin/100 ml. Die L6ésung wurde dem
Nahrmedium in einer Konzentration von 1 % zugesetzt.

Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

DMSO (Dimethylsulfoxide) (Sigma-Aldrich)

Das Zufligen einer 5 ml DMSO-Ampulle auf 45 ml Zellmedium (D-MEM/Ham’s F-12 mit
folgenden Zusatzen auf 500 ml: + 10 % FCS (= 50 ml) + 1 % Penicillin-/Streptomycin-
Lésung (= 5 ml) + 0,1 % Fungizone (= 0,5 ml)) ergeben 50 ml Kryomedium, welches in

50 ml Zentrifugenréhrchen bei -20° C gelagert wurde.
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3.4 Puffer, Losungen und Enzyme

Alfazyme (GIBCO®, Invitrogen™)

Die gebrauchsfertige Losung diente zum Abloésen der Zellen bei der Passagierung von
Zellkulturen. Alfazyme besitzt proteolytische und kollagenolytische Aktivitat.

Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Dispase Il (Roche)

Das Enzym Dispase wird fur die Trennung der Zellen bei der Ernte von Zellkulturen

verwendet und verhindert so unerwiinschtes Verklumpen der Zellen in Suspension.

DPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered Saline) —Puffer (GIBCO®, Invitrogen™)

Der gebrauchsfertige Puffer (flssige Salzlésung, ohne Mg**, ohne Ca®*, steril filtriert)
wird als Spulflissigkeit und zum Entfernen von Mediumresten aus Zellkulturgefdl3en

verwendet.

Tabelle 3: Zusammensetzung von DPBS [51]

Komponenten Konzentration mM

(mg/L)

Anorganische Salze

Dinatriumhydrogenphosphat 2160 8,06
(Na2HPO4-7H20)

Kaliumchlorid (KCl) 100 2,67
Kaliumdihydrogenphosphat 200 1,47
(KH2PO4)

Natriumchlorid (NacCl) 8000 137,93
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CASY®ton (Roche)

Als Vorbereitung fur die Zellzahlung wurde zur Bildung einer Suspension mit den Zellen

eine isotone Losung verwendet.

Trypsin (Biochrom)

Die verwendete Trypsin/EDTA-Losung (Biochrom, 10-fach konzentriert, 0,5 % Trypsin,
0,2 % EDTA) wird mit Aqua dest. 1:10 verdiinnt, in 50 ml Falcon-Réhrchen aliquotiert
und bei -20 °C gelagert. Das Reagenz diente zum Abldésen von Zellschichten aus dem

ZellkulturgefaR (wie Alfazyme) fiir die anschlieRende Zellzahlung.

Versene (GIBCO®, Invitrogen™)

Der EDTA-basierte Komplexbildner wurde zur Entfernung von mitwachsenden
Fibroblasten in der Kulturschale unter Erhalt der Keratinozyten verwendet.

Inhalt: 0,2 g EDTA / L Kochsalzlésung Konzentration 0,53 mM

WST-1 Cell Proliferation Reagent (Roche)

Das wasserlosliche Tertazoliumsalz kam bei der Messung der Zellproliferation mittels

Farbnachweistest zur Anwendung.

Alle oben genannten Medien und Reagenzien wurden vor der Verwendung an

Zellkulturen im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

3.5 Patienten und Untersuchungsmaterial

Das Untersuchungsmaterial der Zellkulturversuche wurde im Rahmen von
Routineoperationen nach schriftlicher Zustimmung der Patienten in der Klinik und
Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums

Wirzburg in Form von Mundschleimhautproben gewonnen.

22



4 Methoden

Die Versuche zur Steigerung der Proliferationsfahigkeit primarer humaner
Keratinozyten aus oraler Mukosa im Zellkultursystem orientieren sich an den
Erkenntnissen der von Stein et. al 2006 durchgefiihrten Untersuchung zur
Proliferationskapazitat oraler Keratinozyten nach Adhdsion an Kollagen-IV-
beschichteten Platten [27]. Unter Hinzufligen einer weiteren Komponente der
extrazelluldaren Matrix, Laminin, zur Versuchsreihe und eines Adh&sionstests an
unbeschichteten ZellkulturgefalRen sollten Wachstumskurven erstellt werden, die den
Verlauf der Entwicklung der Zellen liber einen gewissen Zeitraum dokumentieren und
es ermoglichen, zwischen den adhdrenten und nicht-haftenden Populationen, sowie

den Beschichtungen zu vergleichen.
4.1 Gewinnung und Isolation der Zellen

4.1.1 Gewinnung humaner oraler Keratinozyten

Die humanen, oralen Keratinozyten fiir die Zellversuche wurden von 22 klinisch
gesunden Patienten im Alter von 19 bis 81 Jahren im Rahmen verschiedener
chirurgischer Eingriffe im Bereich der Mundhdhle in der Klinik und Poliklinik fir Mund-,
Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Wirzburg
gewonnen. Fir die ergebnisrelevanten Versuche konnten 12 Proben
(Durchschnittliches Alter 40,8 Jahre) verwendet werden, die restlichen Zellen wurden

eingefroren oder verworfen.

Die Genehmigung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat
Wirzburg lag vor. Eine schriftliche Einwilligung zur Entnahme und experimentellen

Verwendung der Schleimhaut existierte.

Fur die Gewinnung der humanen, oralen Keratinozyten wurde eine ca. 0,3 — 0,6 cm?

grofSe Probe entnommen und, wie im Folgenden beschrieben, weiterverarbeitet.
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4.1.2 Explantation und Isolation oraler Keratinozyten

Die Isolation der oralen Keratinozyten erfolgte unter einer sterilen Werkbank. Die
gewonnenen Mundschleimhaut-Stiicke wurden zunachst in 70 % EtOH fir 5 Minuten
desinfiziert und anschlieBend dreimal fiir je 5 Minuten mit DPBS gewaschen. Nach der
mechanischen Trennung von Epithel- und Bindegewebe mittels Skalpell wurde der
epitheliale Anteil in ca. 0,5 mm groBe Explantate zerschnitten und in zwei
Kulturschalen ausgelegt. Dem fertigen Flissigmedium D-MEM/Ham’s F12 Medium
wurden 10 % fetales Kadlberserum (FCS, 50 ml), 1 % Penicillin-/Streptomycin-Lésung
(P/S, 5 ml) und 0,1 % Fungizone-Losung (500 pl) zugesetzt und jede Kulturschale mit
10 ml des Mediums aufgefiillt. Die Inkubation der Proben erfolgte bei 37 °C in einer

befeuchteten Atmosphare aus 95 % Sauerstoff und 5 % CO, im Brutschrank.

4.1.3 Separationsmethode zur Verhinderung der Kontamination mit Fibroblasten

Trotz sauberer Trennung der Epidermis von der Dermis waren die Primarkulturen
gelegentlich und unterschiedlich stark von Bindegewebszellen kontaminiert. Schon
nach kurzer Kultivierungszeit hdtte das erhohte Fibroblastenwachstum zu einem
Uberwachsen der Keratinozyten-Kultur gefiihrt, weswegen schon in den ersten Tagen
nach der Aussaat folgende Separationsmethoden angewandt wurden, um in den

folgenden Passagen Reinkulturen der Zellen zu erhalten.

Nach zweimaligem Spilen der Kulturschale mit DPBS wurden die Zellen mit 5 ml
Versene Uberschichtet. Die Einwirkungszeit betrug 6 Minuten im Brutschrank.
Daraufhin erfolgte durch eine mikroskopische Kontrolle, ob eine ausreichende
Ablosung erreicht wurde. Nun wurden die Fibroblastenreste mittels eines Zellschabers
mechanisch von der Oberflache der Kulturschale gelost und mit DPBS abgespiilt.
Teilweise konnte auch auf die Versene-Behandlung verzichtet werden, da es gelang
mittels Zellschabers eine mechanische Ablosung der Fibroblasten zu erreichen. Nach
der Zugabe von 10 ml des Ndahrmediums wurde die Kultivierung der Keratinozyten

unter standiger Kontrolle und gegebenfalls erneuter Separation fortgesetzt.
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4.2 Kultivierung der Zellen

4.2.1 Zellkultur, Passagierung, Zellzahlung

Der Mediumwechsel fand alle 2 — 3 Tage statt, wahrend sich die Keratinozyten
kreisformig um die Explantate vermehrten. Das alte Medium wurde mittels steriler
Glaspipette und Vakuumpumpe abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. So
konnten die losen Gewebsstliicke nach ca. 7 Tagen mit entfernt werden. Die
Explantation wurde lichtmikroskopisch kontrolliert und dokumentiert. Bei Erreichen
einer 80-prozentigen Konfluenz wurden die Zellen geerntet und fiir eine neue Passage

vorbereitet. Dies geschah wie folgt:

Fur das Ablosen der Zellen wurde zunadchst das vorhandene Medium aus der
Kulturschale abgesaugt und die Zellen mit DPBS gewaschen, um sie dann mit 5 ml
Alfazyme zu Uberschichten. Nach einem 10 — 15 minditigen Aufenthalt im Brutschrank
lieRen sich die stark aneinander adhéarierten Zellen mit der Pipette leicht von der
Kulturschale abspilen, aufsaugen und in ein Eppendorf-Gefaly Uberfihren. Zum
Erreichen einer homogenen Suspension aus einzelnen Zellen wurde die
zusammenhdngende Zell-Lage mit 300 pl Dispase Il fir 10 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Daraufhin folgte nach mehrfacher Resuspension eine Kontrolle, ob sich die
Zellen schon ausreichend voneinander getrennt hatten (gegebenfalls wurde die
Inkubationszeit um drei Minuten verldangert). Fiir das Zentrifugieren (rpm - 1000,
Zeit - 5 min, RT) wird eine 1:1 Losung der im Eppendorf-GefaR vorhandenen Menge an
Suspension und KGM erstellt und nach diesem Vorgang der Uberstand mit einer
Pipette abgenommen. Die Resuspension des Pellets erfolgte mit 1 ml KGM, von dieser
Zelllosung wurden 10 pl in 10 ml Isoton fir die Zellzahlung (siehe Kapitel 4.5.1)

verwendet.
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Nach Feststellung und Dokumentation der Zellzahl wurde die Passagierung mit 1 x 108
Zellen fortgeflhrt. Diese wurden erneut auf einer Kulturschale ausgesat und mit 10 ml
Standardkulturmedium fir Keratinozyten KGM versorgt. Der Wechsel des Mediums
fand im Abstand von 2 Tagen statt. Die Zellen der Passage 2 wurden fir die

Experimente verwendet.

4.3 Anreicherung epidermaler Stammzellen

Angelehnt an die von Stein et al. 2006 erprobte Methode zur Gewinnung oraler
Keratinozyten mit hohem proliferativem Potential durch Adhdsion der Zellen an
Kollagen-IV-beschichtete Multiwellplatten erfolgte die Anreicherung epidermaler
Stammzellen Uber die Adhdsion an beschichteten und unbeschichteten
ZellkulturgefaRen. Nach Kultivierung der isolierten Keratinozyten in der zweiten
Passage konnten diese Zellen erneut geerntet und neben aufgetauten kryo-
konservierten Zellen fir die im Anschluss beschriebenen verschiedenen Wege zur
Anreicherung von Stammzellen verwendet werden. Zundchst wurde das Medium
abgesaugt und das Zellkulturgefall dreimal mit PBS gespult. Um die Ablésung der
Zellen zu erreichen, wurden diese mit 5 ml Trypsin/EDTA Uberschichtet und fir ca. 10
min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Daraufhin folgte das Abstoppen der
Enzymreaktion mit 500 pl 10 % FCS und die Zugabe von weiteren 5 ml KGM.
AnschlieBend wurde die Suspension zentrifugiert (rpm - 1000, Zeit - 5 min, RT). Die
Resuspension des entstandenen Pellets erfolgte mit 5 ml KGM, von dieser Zelllésung
wurden 10 pl in 10 ml Isoton fir die Zellzahlung verwendet. Nach Ermittlung der
Anzahl der Keratinozyten wurden je 1 x 10° Zellen fir die verschiedenen
Adhdsionsversuche zuriickgehalten, wahrend von den restlichen Zellen je 2,5 x 10*
Zellen in 2ml KGM aufgenommen und als Kontrollpopulation auf sechs Wells mit einer
Wachstumsflache von 3,9 cm® (12-Well-Zellkulturplatte) aufgetragen wurden. Somit
konnte vom ersten Tag nach Aussaat beginnend das Wachstum der Zellen beobachtet

und nach der Ernte quantitativ bestimmt werden. Im Abstand von 2 Tagen wurden die
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Keratinozyten aus ihren Zellkulturgefdl3en geerntet, sodass Gber die Messungspunkte

von d1, d3, d5, d7, d9 und d11 eine Wachstumskurve entwickelt werden konnte.

4.3.1 - Adhasion an unbeschichteten Platten

Die zurlickgehaltenen 1x 10° Zellen einer Probe wurden in 5ml KGM auf eine 9,6 cm?
Wachstumsflache einer 6-Well-Zellkulturplatte aufgetragen und fiir 20 Minuten bei
37°C im Brutschrank (5 % CO, Atmosphare, 90 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium mit den nicht am Plattenboden adharierten Zellen
mit einer Pipette abgenommen und in ein Falcon Uberfihrt. Nach Zugabe von 2 ml
Trypsin/EDTA auf die tibrigen adhérierten Zellen konnten diese abgeldst und ebenfalls
in ein Falcon Uberfiihrt werden. Dieses Réhrchen wurde mit 3 ml KGM aufgefillt und
fur die Zentrifuge vorbereitet. Somit konnten die beiden Populationen der am Boden
haftenden Zellen und der im Uberstand befindlichen Zellen voneinander getrennt
werden. Nach der Zellzdhlung mit 10 pl aus 1 ml Suspension fir CASY, erfolgte wie
oben bei der Kontrollgruppe beschrieben die Aussaat von je 2,5 x 10* Zellen in 2 ml
KGM pro Well mit einer Wachstumsflache von 3,9 cm? (12-Well-Zellkulturplatte). Es
wurden ebenfalls sechs Vertiefungen pro Population (haftend und nicht-haftend)
befillt, um Wachstumskurven (iber einen Zeitraum von elf Tagen zu erhalten. Die

Zellkultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, Atmosphdre und

einer Luftfeuchtigkeit von 90 %.

4.3.2 - Adhasion an Kollagen-IV-beschichteten Platten
Der in Kapitel 4.3.1 beschriebene Versuch mit unbeschichteten ZellkulturgefaRen
wurde mit Kollagen-IV-beschichteten Multiwellplatten wiederholt, um auch hier eine

Separation zwischen den adharenten und nicht-haftenden Keratinozyten zu erreichen.

4.3.3 - Adhasion an Laminin-beschichteten Platten
Die Adhdsion der verwendeten Zellen der 2. Passage an Laminin-beschichteten Platten

erfolgte ebenfalls nach der im Kapitel 4.3.1 beschriebenen Versuchsanordnung.
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Es wurde stets drauf geachtet, dass die Zellen keinen langen Zeitraumen aullerhalb des

Brutschrankes ausgesetzt waren.

4.3.4 Versuchsanordnung fiir Real-Time-Zellanalyse

Die vorangegangene Versuchsbeschreibung trifft fiir die Auszahlung der Zellen mittels
Impedanzmessung nur fir die Adhdsion an den verschiedenen Platten zu. Die
Beschreibung der weiterfiUhrenden MaRBnahmen, d.h. Aussaat der Zellen, Messprinzip

und Erstellung von Wachstumskurven enthalt Kapitel 4.5.3.
4.4 Langzeitlagerung

4.4.1 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Das Einfrieren von Zellen dient der Konservierung (= Kryokonservierung). Zunachst
wurde unter der sterilen Werkbank das Medium vollstdndig abgesaugt und die
Zellkultur einmal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 5 ml Alfazyme
uberschichtet und 10 — 15 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach dem
vorsichtigen Ablosen der Zellen von der Petrischale mit der 1 ml Pipette konnte der
zusammenhadngende Bestandteil aus Zellen in ein Eppi-Cap Uberfliihrt und mit 300 pl
Dispase Il fir 10 min in den Brutschrank gegeben werden. Es folgte, nach guter
Resuspension, eine Kontrolle ob sich die Zellen schon ausreichend voneinander
getrennt hatten, indem ein Tropfen der Zelllésung unter dem Mikroskop betrachtet
wurde. War dies noch nicht geschehen, wurde die Inkubationszeit im Brutschrank um

drei Minuten verldngert.

Die Zellsuspension wurde mit derselben Menge KGM aufgefillt und bei 1000 RPM fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit der Pipette entfernt und zu dem
zuriickbleibenden Zellpellet 1 ml KGM hinzugefiigt. Im Anschluss an die Resuspension

erfolgte eine Zellzahlung mit 10 pl Zelllésung in 10 ml Isoton (Gerat CASY).
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Durch einen erneuten Waschvorgang (Zentrifugieren und Abnehmen des Uberstandes)
wurden die Zellen fir die Konservierung vorbereitet. Das Sediment wurde in 2 ml

Kryomedium aufgenommen und in ein Kryo-Réhrchen tberfihrt.

Die Proben wurden zunadchst zum Vorkihlen fiir 1-2 Wochen in einer Isopropanol-Box

bei -80°C gelagert und anschlieend in einem Flissigstickstoff-Tank (-196 °C) verwahrt.

Fir den Auftauprozess der eingefrorenen Zellen wurden die aufzutauenden Kryo-
Rohrchen aus dem Flissigstickstoff genommen und in ein 37 °C-Wasserbad gehalten.
Diese Mallnahme sollte die toxische Wirkung des bei der Kryokonservierung
hinzugefiigten DMSO minimieren. In ein 50 ml Zentrifugen-Réhrchen (Falcon) wurden
8 ml vorgewdrmtes KGM vorgelegt und die rasch aufgetauten Zellen dazugegeben,
wobei darauf geachtet wurde, dass durch mehrmaliges Spulen des Kryo-Rohrchens mit
dem vorgelegten Medium moglichst wenige Zellen verloren gehen. Nach dem
Zentrifugieren (5 min mit 1000 Umdrehungen) wurde der entstandene Uberstand
abgenommen und das Zellpellet mit 5 ml KGM resuspendiert. Das Zentrifugieren und
Abnehmen des Uberstandes wurde wiederholt und das Réhrchen mit 1 ml KGM
aufgeflllt. Nach ausreichender Resuspension wurde mit 10 pl Zelllésung eine
Zellzahlbestimmung durchgefiihrt und mit der gewollten Menge an Zellen eine neue

Kultur/Passage angelegt.
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4.5 Methoden zur Quantifizierung der Zellproliferation und Zellvitalitat

4.5.1 Bestimmung der Zellzahl mittels Zellzahlgerat

Die Konzentrationsbestimmung von Zellsuspensionen erfolgte mit dem CASY 1 Cell-
Counter and Analyzer System, Modell TTC (Scharfe Systeme, Reutlingen). Das
Bestimmungsverfahren beruht auf einer Kombination aus den Prinzipien der
Widerstandsmessung und der Pulsflachenanalyse zur Signalauswertung. Hierflr
werden die Zellen in der isotonen Elektrolytlésung CASY®ton suspendiert und mit
konstanter Geschwindigkeit durch eine 150 um Messkapillare gesaugt. Durch ein an
die Kapillarstrecke angelegtes Spannungsfeld stellt die Messpore einen definierten
elektrischen Widerstand dar. Dieser wird erhoht, sobald eine intakte Zelle durch die
Pore tritt, da sie eine ihrem Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlésung
verdrangt. Intakte Zellen fungieren somit, im Gegensatz zu toten Zellen, bei denen die
Zellmembran keine elektrische Barriere mehr darstellt, ndherungsweise als Isolatoren
(Abb. 6 [52]). Die von ihnen ausgel6ste Widerstandsdanderung ist ein MaR fur das
Volumen der Zellen, vorausgesetzt sie passieren die Messpore einzeln [53]. Die
GroRBenverteilung der Zellen wird durch die Pulsflachenanalyse aufgezeichnet und die

Anzahl der vitalen Zellen angegeben [52].

Es wurde ein Messbereich zwischen 0 und 40 um vorgewadhlt und das Messfenster fur
lebende Zellen, orientierend an der Normalverteilung der Zellgré3e von Keratinozyten,

zwischen 11 und 40 um festgelegt. Vor der Messung wurden 10 ul Zellen in ein mit
10 ml CASY®ton befiilltes Z&hlréhrchen CASY®cup gegeben und durch mehrmaliges

Schwenken auf die Zahlung vorbereitet. Je Probe wurden automatisch drei

Einzelmessungen mit Volumina von je 200 pl durchgefiihrt und anschlieRend der
Mittelwert gebildet. Mittels der integrierten Auswertungssoftware CASY®stat wurde

der Verdinnungsfaktor eingerechnet und die Zellzahl pro 1 ml unverdiinnter

Suspension angegeben.

30



7] > » >
w - o -
= T = >
= S\ > = >
E 3 = E >
S \ o >
a_f{ ) ( Tote Zelle 7 ~t } Vitale Zelle
m 7 = =
— et > e
B >
I T 1 1 I T T 1
0 10 20 30um 0 10 20 30um
Abbildung 6:

Schematische Darstellung vitaler Zellen als elektrische Isolatoren im Gegensatz zu toten Zellen,
deren zytoplasmatischer Raum durch die defekte Membran leitfahig wird. [52]

4.5.2 Bestimmung der Zellvitalitat mittels WST-1-Test

Die Zellvitalitat wurde mittels eines WST-1-Tests bestimmt. Hierbei handelt es sich um
den Nachweis einer intakten Atmungskette in Zellen, welcher auf dem Umsatz von
Tetrazoliumsalz basiert. Dieses wurde von vitalen Zellen mittels mitochondrialer
Succinatdehydrogenase reduktiv zu wasserldslichem Formazan aufgespalten [54]
(Abbildung 7 [55]). Das Produkt spiegelt den Zellmetabolismus und die Zellintegritat
wider und kann photometrisch gemessen werden. Die Intensitdt des Farbumschlags
verhalt sich dabei proportional zum Enzymumsatz und damit zur Zellvitalitat sowie zur

metabolischen Aktivitat der Zelle.

Zunachst wurde als vorbereitende MaRnahme das Medium der zu messenden Probe
abgesaugt. AnschlieBend wurde 300 pl KGM sowie 30 pl WST-1-Reagenz zugegeben
und fur 30 Minuten bei 37 °C unter 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach
Resuspension der Probe mittels einer sterilen Pipette erfolgte die Ubertragung von

100 ul in ein Fach einer 96-Well-Platte.

31



Die Messung der Absorption des wahrend der Reaktion gebildeten Formazan-Salzes
fand bei einer Wellenlange von 440 nm statt. Die Wellenlange des Referenzfilters
betrug 690 nm. Zur Kontrolle wurde bei jeder Messung 100 pl einer Probe von 300 pl

Kulturmedium plus 30 pul WST-1-Reagenz als Leerwert mitgemessen.

Die Messung wurde nach weiteren 30 min wiederholt.
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Abbildung 7:

Aufspaltung des Tertazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzoldisulfonat) zu Formazan. (EC = Elektronen-Kopplungsreagenz,

RS = mitochondriales Succinat-Tetrazolium-Reductase-System) [55]

4.5.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Impedanzmessung

Das xCELLigence System von Roche Applied Science besteht aus einer Analyseeinheit,
die mit Hilfe der RTCA Software der Kontrolleinheit die Impedanz
(Wechselstromwiderstand) misst. Die Signale fiir die Messung erhélt sie von einer
Messstation mit einer 96-Well-Zellkulturplatte, in deren Vertiefungen goldene
Mikroelektroden integriert sind. Diese Station wird im Brutschrank aufbewahrt und
gewadhrleistet somit alle Voraussetzungen fiir die Zellkultur hinsichtlich Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und CO,-Konzentration. Die Veranderung der Impedanz wird

kontinuierlich in Echtzeit dokumentiert und beruht auf der Wechselwirkung zwischen
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den Zellen und den elektrischen Sensoren. Sie wird als dimensionsloser Cell-Index-
Wert (Cl) angegeben und beinhaltet Informationen Uber Zellzahl, -viabilitat,
-morphologie und den Grad der Adhdsion. Ohne Zellen ist der Widerstand (Z) gleich
null und wird somit als Ausgangswert herangezogen. Sobald sich jedoch Zellen an den
im Boden integrierten Elektroden anheften, kommt es zu einer Erhéhung der
Impedanz. Diese steigt weiter an, je mehr Zellen adharieren bzw. je starker sie sich auf
der Kulturflache ausbreiten (Abb. 8 [56]). So lasst sich die Proliferation der Zellen von

Beginn der Aussaat aufzeichnen und verfolgen.
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Abbildung 8:

Messprinzip des xCELLigence Systems von Roche Applied Science [56]
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Wie ab Kapitel 4.3.1 beschrieben, erfolgte zunachst die Anreicherung der epidermalen
Stammzellen durch Adhdsion an mit Komponenten der Basalmembran beschichteten
ZellkulturgefaBen. Nach der Auftrennung der verschiedenen Populationen (haftend
und nicht-haftend) der auf Kollagen-IV, Laminin und unbeschichteten Platten
ausgesaten Zellen konnte die E-Plate mit den Versuchsansatzen fiir den Beginn der
Messung vorbereitet werden. Hierfir wurden von den jeweiligen Fraktionen je 2,5 x
10* Zellen in 100 pl KGM aufgenommen und systematisch in den Wells der
Mikrotiterplatte platziert. Dies geschah fir jede Probe dreimal, um eine Mittelung der
Werte als Ergebnis nutzen zu kénnen. Das Messprotokoll war wie folgt aufgebaut:
Nach der anfanglichen Adhasionsphase wurde der Zellindex ab der 20. Minute alle 5
Minuten erfasst. Nach ca. 4 h erfolgte die Dokumentation alle 30 Minuten und ab 12
Stunden wurde die Impedanz in stindlichen Zeitabschnitten aufgezeichnet. Die
Messungen endeten nach 113 Stunden; dies entspricht einem Zeitraum von Uber vier
Tagen kontinuierlicher Uberwachung der Zellproliferation. Nach Berechnung der
Mittelwerte der Triplikate mit Hilfe der RTCA-Software konnte die Auswertung der

Zellindex-Werte in Abhangigkeit der Zeit in einem Diagramm dargestellt werden.

4.6 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse umfasste die Berechnung des Mittelwertes und der
Standardabweichungen und wurde mit Hilfe der Computerprogramme IBM SPSS 19
sowie Microsoft Excel bewerkstelligt. Fir die Auswertung der unterschiedlichen
Proliferation der Zellen je nach verwendeter Beschichtung wurden die Daten bei
Normalverteilung mit Hilfe der Varianzanalyse fiir Messwiederholungen (Allgemeines
lineares Modell) auf statistische Signifikanz geprift. Als signifikant werden Werte mit
einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 bezeichnet. Zu den Ergebnissen wurden
deskriptive Statistiken in Form von Tabellen und Diagrammen erstellt.

Vereinzelt zeigte sich aufgrund der geringen Anzahl von Proben (n = 5 — 8) eine hohe
Streubreite, die durch die Verwendung primarer Zellen und der damit verbundenen
individuellen Unterschiede der einzelnen Spender erklart werden kann.
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5 Ergebnisse

5.1 Explantation und Isolation humaner oraler Keratinozyten

Mit der unter Kap. 4.1.2 beschriebenen Methode erfolgte die Isolation primarer
Keratinozyten aus der Mundschleimhaut. Je nach GroBe der Probe (0,3 — 0,6 cm?)
konnten meist zwei Kulturschalen mit je 10 — 15 Epidermis-Explantaten gewonnen und
kultiviert werden. Die Zellen begannen etwa nach 3 — 4 Tagen herauszuwachsen und
waren an ihrer pflastersteinartig gefelderten Morphologie mikroskopisch gut zu
erkennen. Die Ernte der Keratinozyten erfolgte im Durchschnitt nach 25 Tagen, wobei
eine durchschnittliche Ausbeute von ca. 3,6 x 10° Zellen pro Schale erzielt werden
konnte. Es zeigten sich deutliche Schwankungen der Zellanzahl unabhdngig von
Geschlecht oder Alter des Spenders.

Tabelle 4:
Anzahl der geernteten Keratinozyten nach Explantation verschiedener Spenderproben

Spender Geschlecht Alter Zellen/ml
156 m 57 1,93 x 10°
158 m 81 2,20 x 10°
159 m 22 7,31 x 10°
174 w 44 1,05 x 10°
175 m 19 9,46 x 10°
179 w 36 1,70 x 10’
183 w 42 2,10 x 10°
185 m 45 4,19 x 10°
191 w 53 1,38 x 10’
193 m 22 1,70 x 10°
196 m 45 8,87 x 10°
200 m 19 1,27 x 10’
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5.2 Verhinderung der Kontamination mit Fibroblasten

Um Keratinozyten in Reinkultur zu gewinnen, mussten die von Fibroblasten
kontaminierten ZellkulturgefaRe mit der Separationsmethode wie in Kap. 4.1.3
beschrieben behandelt werden. Einzelne Gruppierungen von Fibroblasten wie in
Abbildung 9 abseits der Keratinozytenkultur konnten leicht mittels Zellschaber und
unter Zuhilfenahme des Mikroskops entfernt werden, da die beiden Zellarten deutliche
Unterschiede in ihrer Morphologie aufweisen. Starke Verunreinigung mit Fibroblasten
(Abb. 10) und alle Bindegewebszellen, die den Bereich des Keratinozytenwachstums
tangierten, konnten nur durch die Behandlung mit dem Komplexbildner Versene
zunachst abgetotet und anschlieRend vorsichtig mit dem Zellschaber weitestgehend
eliminiert werden. Standige mikroskopische Kontrollen und ggf. erneute Anwendung

der Methode fiihrten hier zu sehr guten Ergebnissen.

Abbildung 9:
Phasenkontrastaufnahme primarer Keratinozyten in D-MEM/Ham’s-12 mit angrenzender
Kontamination durch primare Fibroblasten (leichter Befall, rote Pfeile).Die griinen Pfeile zeigen
die Grenze der Keratinozyten.
Elimination durch Zellschaber moglich. VergroRerung: 40x
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Abbildung 10:

Phasenkontrastaufnahme priméarer Keratinozyten in D-MEM/Ham’s-12 mit angrenzender
Kontamination durch primére Fibroblasten (starker Befall).

Elimination durch Behandlung mit Versene notwendig. VergréBerung: 40 x
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5.3 Anreicherung epidermaler Stammzellen

Durch die experimentellen Untersuchungen sollten die Bedingungen gefunden
werden, die zur raschen Vermehrung von vitalen und mit einem hohen
Proliferationpotential versehenen Keratinoblasten fiihren. Zum Vergleich wurden die
Adhdsionsversuche mit Kollagen-IV- und Laminin-beschichteten Zellkullturgefalien,
sowie mit unbeschichteten Zellkulturgefallen durchgefiihrt und sowohl die adharenten
als auch die nicht-adhdrenten Zellen im Uberstand nach der 20-miniitigen
Inkubationsphase in ein Zellkultursystem Uberfihrt. Als Kontrolle diente eine
unbehandelte  Population von  Keratinozyten. Die  Dokumentation der
Proliferationskinetik, d.h. die Quantifizierung der Zellproliferation und die Beurteilung
der Zellaktivitat erfolgte durch das Erstellen von Wachstumskurven mit Hilfe des CASY
Cellcounters, durch den Nachweis der Zellvitalitat mittels WST-1-Test und durch die

Auswertung einer Real-Time-Zellanalyse (Impedanzmessung).

5.3.1 Wachstumskurve

Um die Entwicklung der Zellen nach der Durchfiihrung des Adhasionstest und
Uberfiihrung in das Zellkultursystem beurteilen zu kénnen, wurden die Keratinozyten
im Abstand von 48 Stunden Uber 11 Tage hinweg untersucht und anhand der Anzahl
der geernteten Zellen Wachstumskurven fir jede Vergleichsbedingung (adharierte und
nicht-adhdarierte Zellen nach Inkubation auf Kollagen-1V- und Laminin-beschichteten,
bzw. unbeschichteten ZellkulturgefaRen) erstellt. Die mit Hilfe des CASY Cellcounters
gezeichneten Kurven zeigen die charakteristischen Phasen (lag-Phase, log-Phase,
stationdre Phase und Absterbephase) des Wachstums in vitro kultivierter Zellen auf. So
konnte nach Beimpfung der Platten mit den isolierten Keratinozyten in allen Fallen die
lag-Phase beobachtet werden, in der sich die Zellen zundchst an ihre neue Umgebung
adaptierten und kaum an Anzahl zunahmen. Diese Anlaufphase beschrankte sich auf
den Zeitraum zwischen Tag 1 (d1) und Tag 3 (d3) (siehe Abbildung 11), bevor die

exponentielle Wachstumsphase (Log-Phase) begann.
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Nach der Messung an Tag 7 verlangsamte sich das Wachstum und wechselte in die
stationdre Phase, in der sich die Geschwindigkeit der Zellvermehrung und das

Absterben von Zellen angleichen.
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Abbildung 11:

Wachstumskurven von Keratinozyten durch Zellzahlung mittels CASY Zellzdhlgerdat an den
Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 nach Anwendung der Behandlungsmethode.

Wahrend die Kontrollpopulation (gelb) bereits am 7. Tag ihr Maximum erlangte,
bendtigten die unter den verschiedenen Behandlungsmethoden wachsenden Zellen
Zellen zwei Tage langer um den Peak zu erreichen (Tag 9). AnschlieBend fiel die
Zellanzahl deutlich ab und es kam zum vollstandigen Erliegen der Proliferation.
Obwohl sich die dargestellten Zellzahlen an ihrem hdchsten Punkt um bis zu 1,7 x 10°
Zellen unterscheiden (Abbildung 12), lieR sich Uber die Varianzanalyse kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachweisen.
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Abbildung 12:

Darstellung der maximal erreichten Anzahl von Keratinozyten wéahrend des 11-tdgigen
Kultivierungszeitraums nach Durchfiihrung der Adhadsionsversuche im Vergleich

5.3.2 WST-1-Test

Um zu untersuchen, ob die unterschiedlichen Wachstumsphasen unter den
verschiedenen Bedingungen auf eine variable Zellvitalitat zurickzufihren sind, wurden
die Keratinozyten zum Nachweis des Zellmetabolismus und der Zellintegritat mittels
WST-1-Reagenz auf eine intakte Atmungskette getestet. Dieser Assay wurde nach 1, 3,
5, 7, 9 und 11 Tagen durchgefiihrt und stellt die metabolische Zellaktivitat im Verlauf
dar (Abbildung 13). Auch hier sind deutlich die verschiedenen Phasen wachsender
Zellen (Anlaufphase, Log-Phase, stationdre Phase und Absterbephase) zu beobachten.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.
Allerdings besalRen die Werte dieser Methode eine geringere Streubreite als die Werte

der mittels Zellzahlgerat ermittelten Daten.

40




18 - WST 30 min
1,6
E T /\' === Kontrolle
c 14 T
° 1 —— 1 —_
E 12 // I "\ | == Adhdsion Kollagen IV
= AN\ NI
3 1 Y.< N\ > === Adh&sion unbeschichtet
R
c
E 0.8 / / === Adh&sion Laminin
wl ’ \:\_
06 1 / 1 '\ d === {Uberstand Kollagen IV
0,4 f : = Uberstand unbeschichtet
0,2 F i I Uberstand Laminin
O T T T T T 1
dl d3 d5 d7 d9 di1
Zeit
Abbildung 13:

Proliferationskinetik von Keratinozyten nach WST-1 Messung (nach 30 Minuten Inkubation mit
dem WST-1 Reagenz) an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 nach Anwendung der
Behandlungsmethode

Zur Bestatigung und Uberpriifung der oben genannten Ergebnisse wurde der Test nach
weiteren 30 Minuten erneut durchgefiihrt (Abbildung 14). Es konnten keine
Abweichungen oder neuen Erkenntnisse festgestellt werden. Lediglich die
Extinktionswerte hatten sich nach verlangerter Inkubationszeit wie erwartet nahezu

gleichmaRig verdoppelt.
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Abbildung 14:

Proliferationskinetik von Keratinozyten nach WST-1 Messung (nach 60 Minuten Inkubation mit
dem WST-1 Reagenz) an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 nach Anwendung der
Behandlungsmethode
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5.3.3 Real-Time-Zellanalyse

Die Real-Time-Zellanalyse ist aufgrund ihrer technischen Uberlegenheit die
konstanteste Messmethode der Versuchsreihe. Durch die fortlaufende Messung der
Zellproliferation konnten die Veranderungen Uber die Zeit (Dauer der Untersuchung
113 Stunden) sehr detailliert dargestellt werden; die verschiedenen Wachstumsphasen
sind deutlich zu erkennen (Abbildung 15a / Abbildung 15b mit Standardabweichung
sieche Anhang). Wahrend sich die aus den Uberstinden gewonnenen Zellen iiber den
gesamten Zeitraum der Untersuchung stetig vermehrten (Abbildung 16), erreichten die
adhdrierten Zellen bereits nach circa 17 Stunden ihr Wachstumsoptimum (Abbildung
17). Hier zeichnete sich nach einer steilen exponentiellen Wachstumsphase nach dem
maximalen Peak eine schwankende, aber stetig abnehmende stationdre Phase ab. Die
unbehandelte Kontrollgruppe verlief meist unterhalb der durch die Versuche
geforderten Zelllinien und weist den charakteristischen Wachstumsverlauf in vitro

kultivierter Zellen auf (,Lag-Phase”, Anlaufphase, , Log-Phase”, stationare Phase).
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Abbildung 15a:
Darstellung des Wachstumsverhaltens von Keratinozyten mittels RTCA ermittelter Daten nach
Anwendung der Behandlungsmethode Uber einen Zeitraum von mehr als 4 Tagen
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Abbildung 16:
Darstellung des
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Abbildung 17:
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Auch hier konnte Uber die statistische Auswertung zwar eine Veranderung (ber die
Zeit festgestellt werden, die Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch nicht
signifikant. Dennoch soll an dieser Stelle einmal der erwartete Verlauf anhand einer

Einzelprobe dargestellt werden, um den Versuchsansatz zu verdeutlichen (Abb. 18).

Es zeigt sich, dass die an den verschiedenen Komponenten der EZM adharierten Zellen
in der exponentiellen Wachstumsphase einen steileren Verlauf aufweisen und somit
insgesamt Uber den Zeitraum der Kultivierung eine deutlich hdhere
Proliferationskinetik entwickeln als die Keratinozyten aus dem Uberstand. Die
Kontrolle (orange) lduft ohne erkennbare Vermehrung von Zellen mit. Die hochste
Ausbeute erlangte der Versuchsansatz, bei dem die Zellen auf mit Kollagen-IV-
beschichteten Zellkulturgefalen adharierten (blau). Nachfolgend bildeten die Zellen
nach Behandlung mit Laminin (rot) oder an unbeschichteten Platten haftende
Keratinozyten (turkis) die groften Populationen. Deutlich flacher zeigte sich der
Kurvenverlauf der im Uberstand befindlichen Zellen, absteigend Uberstand Kollagen-IV

(rosa), unbeschichtet (lila) und Laminin (griin).
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Abbildung 18:
Darstellung des erwarteten Verlaufs nach Durchfiihrung der Behandlungsmethode und
Auswertung der mittels RTCA ermittelten Daten (Probe 191, Laufzeit 6:25:35, RTCA Software)
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6 Diskussion

Die Erhaltung der Integritdt des Korpers ist eine der wichtigsten Schutzbarrieren
gegeniber dulleren Umwelteinflissen. Sowohl bei physikalischen als auch bei
chemischen Faktoren spielt die Abgrenzung durch die Haut eine herausragende Rolle.
Auch Defekte im Bereich der oralen Schleimhaut infolge von Traumata, angeborenen
oder erworbenen Krankheiten kénnen die ungestdrte Funktionsweise in Bezug auf
Atmung, Nahrungsaufnahme und Sprache des menschlichen Organismus empfindlich
beeintrachtigen. Somit gilt auch in diesem Bereich das Erreichen einer
weitestgehenden Regeneration nach einer Schadigung als erklartes Ziel der
medizinischen Wissenschaft. Da eine Wiederherstellung, d.h. ein adaquater
Wundverschluss welcher alle Funktionen wieder ermdglicht, mit dem limitierten
Eigengewebe oft nicht ideal gelingt, bietet das Tissue Engineering, also die Herstellung
biologisch kompatibler und funktioneller Transplantate aus primaren autologen Zellen,
eine aussichtsreiche Alternative. Die Entwicklung dieser Hautdquvivalente erfordert
zunachst den Gewinn von Erkenntnissen Uber die bendtigten Bestandteile im Detail
und lenkt die Forschung somit initial auf den Bereich der Zellbiologie und ihre
molekularen Grundlagen. Insbesondere die Untersuchung der Keratinozyten, die
neben den Fibroblasten einen der beiden Hauptzelltypen des Gewebes darstellen [57],
nimmt hierbei einen bedeutenden Stellenwert ein. Als einer der ersten Schritte gilt es
Zellmaterial Uber Mundschleimhautproben pathologisch gesunder Patienten zu
generieren und aus einer geringen Anzahl Keratinozyten ausreichend einsetzbare
Zellen zu zlichten. Dass hierbei Stammzellen von besonderem Interesse sind, erklart
sich durch ihre besondere Eigenschaft des erhohten Proliferationspotenzials. Eine
Steigerung des gesamten Ertrages bei der Kultivierung primdr humaner Keratinozyten
durch Anreicherung der hauptsachlich dafiir verantwortlichen Zellen, den epidermalen
Stammzellen, war Ziel dieser Arbeit. Doch obwohl diese Stammzellen eine
Schliusselrolle in Hinblick auf die Homoéostase und die Wundheilung des Gewebes

haben, bleiben sie schwer zu identifizieren und zu charakterisieren [21]. Neben
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verschiedenen Methoden, wie z.B. der Separation von Stammzellpopulationen durch
Magnet-Technik (MACS) [21], der durch Gravitadt unterstitzten Zellsortierung [58], der
Identifikation durch die Expression von p75 Neutrophin-Rezeptoren [59] oder der
Isolation der Stammzellen durch Marker wie B1-Integrin [60], sollte hier ein Verfahren
entwickelt werden, das weitestgehend frei von erhéhtem Gerateaufwand und Zugabe
von teuren Zusdtzen eine Anreicherung von Keratinozyten ermdglicht und zudem fir
die klinische Anwendung im Zuge des Tissue Engineerings eine schnellstmdgliche

Verfliigbarkeit gewahrleistet.

Insbesondere die Verkniipfung der Methoden, also der Markierung des RB1-Integrin zur
Vorselektion epidermaler Stammzellen und die darauffolgende Anreicherung der mit
erhohtem Proliferationspotenzial ausgestatteten Zellen, kénnte die Konstruktion eines
Gewebedquvivalents beschleunigen bzw. durch die verbesserte Verfiigbarkeit der
Keratinozyten die weitere Forschung im Bereich des Tissue Engineerings unterstiitzend

voranbringen.

6.1 Explantation und Isolation humaner oraler Keratinozyten

Die Isolation humaner oraler Keratinozyten fiir ein Zellkultursystem stellte in der
Vergangenheit immer wieder eine Herausforderung dar. Um autologe Zellen der
Patienten zu generieren, wurden bei Routineeingriffen wie Extraktion oder
Metallentfernung nach Kieferbruch kleine Mundschleimhautstiicke an geeigneten
Stellen entnommen. Die GroRe dieser Stlicke wurde auf ein MaR von 0,3 — 0,6 cm?
festgelegt, um den freiwilligen Spendern keine zusatzlichen Komplikationen bei der
Wundheilung zu verursachen. Zwar konnte trotz der geringen Grofle der
entnommenen Proben die angestrebte Zellenzahl von 1 x 10° Zellen nach der
Primarkultivierung erreicht werden, allerdings ist anzunehmen dass dieser limitierende
Faktor die Eindeutigkeit der Ergebnisse beeinflusste und der Erfolg der Messungen
hinter den Erwartungen zurickblieb. Die GroBe der MSH-Stiicke variiert in

verschiedenen Studien erheblich, liegt aber meist (iber der hier verwendeten
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moglichen Probenausdehnung. So verwendeten zum Beispiel Izumi et al. 0,4 — 5 cm?
[61] groBe Mundschleimhautstiicke fir die Primarkultivierung und erreichten damit
eine Ausbeute von bis zu 7 x 10° Zellen/cm?. Arenholt-Bindslev et al. nutzten Biopsien
einer GroRe von 1,0 cm? flr die Explantation [62]. Bei der Transplantation (engl.
Autografting) von kultiviertem Gingivaepithel durch Lauer et al. wurden 0,4 — 1,2 cm?
Proben verwendet [63-65]. Lediglich die von Chinnathambi et al. verwendeten
Mundschleimhautproben fallen mit einer Flache von 0,2 x 0,4 cm? unter die GroRe von
den bei dieser Arbeit explantierten Gewebestlicken [57]. Der Explantat-Methodik
(angelehnt an Tomakidi et al. 1997 [34]) zur Isolation der Keratinozyten steht die
Einzelzellsuspensionstechnik gegeniiber, bei der die Biopsie mittels 0,25 % Trypsin-
EDTA in Medium ohne Ca?" fiir 3 mal 20 Minuten in Einzelzellen aufgeldst wird [66].
Die Explantat-Technik liegt mit ihrer Erfolgsquote mehr als 20 % U{ber der
enzymatischen Methode [67] und wurde daher fir das Herauslosen der Zellen aus der
Mundschleimhautprobe verwendet. Die durchschnittlich erreichte Zellenanzahl von
3,6 x 10° war ausreichend fiir die nachfolgende Passagierung. Alter und Geschlecht der
Probanden hatten auch hier wie in der Literatur bereits beschrieben keine Auswirkung

auf die Erfolgsrate bei der Kultivierung von oralen Keratinozyten [67].

6.2 Verhinderung der Kontamination mit Fibroblasten

Da es trotz sauberer Trennung der Mundschleimhautprobe in Epidermis und Dermis
gelegentlich zur Kontamination der Primarkulturen mit Fibroblasten kam, musste das
Uberwachsen der Keratinozyten-Kultur durch diese Bindegewebszellen unterbunden
werden, da das Separieren der beiden Zelltypen schwierig wird, sobald sich diese
aneinander lagern [68]. Durch den Einsatz von Versene, einem EDTA-basierendem
Komplexbildner, oder durch das mechanische Abschaben der unerwiinschten Zellen,
konnten Keratinozyten in Reinkultur erhalten werden. Sowohl die chemische, als auch
die mechanische Vorgehensweise bewadhrte sich im Verlauf der Untersuchungen als

probate Separationsmethode der beiden Zelltypen, wobei das mechanische Entfernen

49



der Fibroblasten, wenn moglich, einer zusatzlichen chemischen Belastung der

Keratinozyten durch Versene vorzuziehen ist.

6.3 Anreicherung epidermaler Stammzellen

Wahrend die von Rheinwald und Green (1975) [69] etablierte Methode zur
Kultivierung von Keratinozyten noch auf die Verwendung von xenogenen murinen 3T3
Feeder-Zellen zuriickgriff und hiermit erstmals Uberhaupt eine erfolgreiche
Subkultivierung der Zellen gelang [70], folgten 1987 die ersten Feeder-zellfreien
Kulturmethoden durch Southgate et al. [71] und Arenholt-Bindslev et al. [62]. Diese
Feeder-zellfreien Methoden verhindern im Gegensatz zur Feeder-Zell-Methode die
Kontamination der anschlieend hergestellten Hautdaquvivalente mit Fremdproteinen
oder die Transfektion mit xenogener DNA [72], sodass das potentielle Risiko einer
dadurch verursachten immunogenen AbstoBungsreaktion des Transplantates
ausgeschlossen werden kann [66]. Zudem erreichen die Zellen einen ausreichenden
Differenzierungsgrad [73], was fur die Einbindung der Keratinozyten bei der
Herstellung eines Mukosa-Substituts wiinschenswert ist [63]. Beide Methoden werden
nach wie vor angewendet [74], allerdings ersetzt die Verwendung spezieller Medien
fur Keratinozyten weitestgehend die altere Technik [75, 76], so wie das bei dieser
Arbeit verwendete KGM-Medium (Promocell) [77], welches durch die Anreicherung
mit verschiedenen Wachstumsfaktoren die Passagierung der Zellen Uber einen
langeren Zeitraum ermoglicht. Zudem versprechen in der Literatur beschriebene
Methoden ein gutes Keratinozytenwachstum durch beschichtete Kulturschalen;
insbesondere Proteine der Extrazellularen Matrix (verschiedene Kollagene,

Fibronektin, Laminin) kommen hierbei zum Einsatz [34, 62, 70, 78].

Die Kombination dieser Methoden ist ein bewahrtes Mittel fir die erfolgreiche
Kultivierung humaner Keratinozyten. Darum wird sie in dieser Arbeit angewendet und

durch die Auswahl der ECM-Komponenten eine zusatzliche Fokussierung auf die
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epidermalen Stammzellen gelegt, die durch ihr verstarktes Proliferationsverhalten

entscheidend zum raschen Gewinn von Keratinozyten beitragen sollen.

Sowohl die ECM-Komponente Kollagen-IV als auch das verwendete Laminin haben eine
besondere Affinitat zum Adhdsionsprotein Integrin, welches eine fundamentale Rolle
bei der Verknlipfung von Basalzellen mit Molekiilen der extrazelluldaren Matrix spielt
[79]. Insbesondere bei Epithelien ist die 1-Untereinheit des Integrins als wichtiger
Marker anerkannt und wird haufig bei Versuchen zur Identifikation von epidermalen
Stammzellen verwendet [80]. Watt et al. zeigten, dass hauptsachlich die Expression
von R1-Integrinen mit den 2-, 3-, und 5-Untereinheiten fir die starkere Haftung an der
Basalmembran verantwortlich ist und die Bindung an Kollagen-IV und Laminin die
terminale Differenzierung inhibiert [22, 81]. Somit verbleiben die Keratinozyten in dem
Stadium einer Stammzelle, deren Eigenschaft der erhdhten Teilungsrate fir die
Kultivierung genutzt werden kann. Zur Isolation dieser mit einem erhdhten
Proliferationspotenzial ausgestatteten Keratinozyten wurden in dieser Arbeit die aus
Explantaten erhaltenen Keratinozyten fir 20 Minuten auf mit ECM-Komponenten
Kollagen-IV- oder Laminin-beschichteten ZellkulturgefaRen ausgesat und sowohl die
nicht adhdrenten als auch die adhdrenten Zellen in getrennten Zellkultursystem
kultiviert. Der erhéhte R1-Integrin-Level der epidermalen Stammzellen wurde somit

indirekt als Marker verwendet.

Durch die Verwendung der extrazellularen Matrixproteine (Laminin und Kollagen-IV)
und ihre Wechselwirkung mit den entsprechenden Rezeptoren der Keratinozyten
kdnnte es neben dem Verbleiben im Stammzellstadium auch zu einer Kontaktinhibition
[82] der Zellen kommen. Dies kdnnte eine Erklarung fir die Schwankungsbreite der
Werte im Versuchsaufbau erklaren. Insbesondere die Mundschleimhautzellen mit
einem hohen Gehalt an Integrin finden im Versuchsaufbau alle bendtigen Molekdle fir
den Halt Gber fokale Kontakte und der so entstandene enge Zellverbund kdénnte

suggerieren, dass keine Notwendigkeit zur Zellvermehrung besteht. Die Teilungsrate
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verlangsamt sich dann, auch wenn ein erhdhtes Proliferationspotenzial durch die

selektierten Zellen mit Stammzelleigenschaften gegeben ware.

- Beurteilung der Zellproliferation und Zellaktivitat

Durch die Auftrennung in ECM-Komponenten-affine Keratinozyten und nicht-
adhdrente Zellen, sollte bei der nachfolgenden Kultivierung gezeigt werden, dass die
affinen Keratinozyten durch ihre Stammzelleigenschaften eine erhéhte Proliferation
aufweisen. Hier wadre eine Analyse des tatsachlichen R1-Integrin-Levels der
verschiedenen Populationen mittels Immunfluoreszenz-Methode (lzumi et al. 2007
[83]) sinnvoll, um vor der aufwendigen Kultivierung eine Vorsortierung geeigneter und
weniger geeigneter Zellen zu erreichen. Eventuell kdnnte eine Kombination aus der
Adhasionsmethode und der Immunfluoreszenz-Analyse teure Techniken wie die
magnetische Separation ersetzen [84] und die Gewinnung oraler Keratinozyten mit
einem hohen proliferativen Potential vereinfachen. In jedem Fall ist anzunehmen, dass
die Forschung im Bereich des oralen Tissue Engineerings und die damit verbundene
mogliche Defektdeckung durch autologe Transplantate rasch voranschreitet, auch weil
die Zellen der Mundschleimhaut trotz dhnlicher Morphologie ein signifikant

schnelleres Wachstum in vitro aufweisen als die Keratinozyten der duReren Haut [85].

Um Zellproliferation und Zellaktivitat wahrend der Kultivierung zu beurteilen, wurden
drei verschiedene Methoden angewendet. Die unterschiedliche Proliferationskinetik
der Keratinozyten in Bezug auf die durchgefiihrten Versuche konnte dadurch Uber
einen Zeitraum von bis zu elf Tagen verfolgt werden; dariiber hinaus empfahl sich jede
Methode zur Quantifizierung als besser oder schlechter geeignetes Mittel zur

Dokumentation des Wachstumsverhalten.

6.3.1 Wachstumskurve
Die Konzentrationsbestimmung der geernteten Zellen in Suspension erfolgte mit dem
CASY Cellcounter (Scharfe Systeme, Reutlingen). Das Bestimmungsverfahren beruht

auf einer Kombination aus den Prinzipien der Widerstandsmessung und der
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Pulsflachenanalyse zur Signalauswertung. Lebende Zellen mit intakter Membran
fungieren dabei als Isolatoren und die von ihnen ausgeléste Widerstandsanderung
spiegelt die Anzahl der Keratinozyten wider. Da fir die Zellzahlung die kultivierten
Zellen aus ihren Zellkulturgefdflen abgeerntet werden missen und diese Prozedur wie
in Kap. 4.2.1 beschrieben nur in mehreren Schritten mit Zugabe von Enzymen maglich
ist, zeigt diese Methode die grofRte Anfalligkeit fur Fehler. Insbesondere die Zugabe des
Enzyms Trypsin und seine Auswirkungen auf die fir die Zellzahlung bendtigten
lebenden Zellen und ihre intakten Zellmembranen spielen dabei eine bedeutende
Rolle. Zwar wurde die Ablésung der Zellen aus dem Zellkulturgefa® mit Hilfe von
Trypsin durch genaue Zeitmessung der Inkubationszeit Gberwacht, dennoch ist nicht
abzuschatzen in welchem Male die Hydrolyse von Peptidbindungen durch das Enzym

die Integritat der Zellen beeinflusst.

Die mit Hilfe des CASY Cellcounters erstellten Wachstumskurven entsprechen dem
charakteristischen Verlauf in vitro kultivierter Zellen. Wahrend die Kontrollpopulation
das starkste Wachstum aufweist, bleiben die bei den Adhéasionsversuchen beimpften
Keratinozyten nahezu gleichbleibend auf einem Level. Da diese Zellen einer héheren
Belastung durch die erprobten Methoden ausgesetzt und zusatzliche verdauende
Enzymbehandlungen bei den Messungen notwendig wurden, waren hier keine
signifikanten Unterschiede zwischen adhdrenten und nicht-adhdrenten Zellen zu
erkennen. Grundsatzlich kann aber nicht festgestellt werden, ob die Messungen der
Quantitat durch Zellfragmente und Schaden der Membranintegritdit beeinflusst
wurden oder ob das Proliferationspotenzial der Keratinozyten durch die

Adhasionsversuche nicht gesteigert werden konnte.

6.3.2 WST-1-Test
Zum Nachweis der Zellvitalitat wurden die Keratinozyten mittels WST-1-Reagenz auf
eine intakte Atmungskette getestet. Dieser Assay stellt die metabolische Zellaktivitat

im Verlauf dar und auch hier sind deutlich die verschiedenen Phasen wachsender
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Zellen (Anlaufphase, Log-Phase, stationdre Phase und Absterbephase) zu beobachten.
Obwohl auch diese Methode keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
aufwies, zeigten die Daten eine geringere Streubreite als die mittels Zellzahlgerat
ermittelten Werte. Moglicherweise ist auch hier die Belastung der Zellen durch die
angewandten Methoden Uber die Adhdsion an Komponenten der extrazelluldren
Matrix zu grof3, als dass ein gesteigertes Proliferationspotenzial den Verlust intakter
Zellen ausgleichen bzw. Ubersteigen kdnnte. Allerdings erweist sich der WST-1-Test
generell als geeignetere Methode zur Quantifizierung und Uberpriifung der Viabilitit
der Keratinozyten als die Zellzahlung durch den CASY Cellcounter, da die Messung

direkter und mit weniger fehleranfalligen Zwischenschritten maoglich ist.

6.3.3 Real-Time-Zellanalyse

Die Verwendung der Real-Time-Zellanalyse (xCELLigence System von Roche Applied
Science) lieB eine standige Beobachtung der Auswertung der Versuchsreihe zu. Die
Anzahl der Keratinozyten konnte mittels Impedanzmessung direkt und ohne
aufwendiges Ablosen der Zellen aus den Kulturschalen ermittelt werden; somit erweist
sich diese Methode gegeniber der Zellzahlung mittels Zellzahlgerats und dem WST-1-
Tests am exaktesten, da kein durch verdauende Zwischenschritte entstandener
Zelldetritus das Zahlergebnis verfdlschen kann. Bei dieser non-invasiven Methode kann
sowohl auf die mechanische Irritation und die Interaktion mit Zusatzstoffen (Zugabe
des WST-1-Assays) verzichtet werden, jedoch ist die Anschaffung des Gerats
vergleichsweise teuer. Die Quantifizierung der Zellproliferation und Vitalitat in Echtzeit
stellt gegenlber den Methoden mit Endpunkt-Messung einen weiteren Vorteil dar, da
sich die Ergebnisse der Zahlungen direkt auf die vorangegangenen Messungen
beziehen und die Wachstumskurve den Verlauf einer bestimmten Zellpopulation
widerspiegelt. Die Uber den Zeitraum von mehreren Stunden gemessenen Daten
lieBen keine eindeutige Verbesserung der Proliferationskinetik erkennen. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Populationen sind zu gering, um daraus einen

tatsachlichen Nutzen fiir die rasche Gewinnung von Keratinozyten fir die Herstellung
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eines Gewebedquvivalents abzuleiten. Zwar zeigten die Zellen, die bei den
Adhasionsversuchen haftend geblieben waren, zundchst ein deutlich starkeres
Wachstum gegeniiber den Zellen aus dem Uberstand, indes bestand dieser Einfluss der
angewandten Methode nur als Verdanderung tber die Zeit und wirkte sich nicht auf die
generelle Ausbeute der im Zellkultursystem gezlichteten Zellen aus. Dass die
Proliferationsfahigkeit von Keratinozyten durch die Anreicherung von epidermalen
Stammzellen durch Adhdsion auf extrazelluldren Matrixproteinen gesteigert werden
kann, zeigt die in Abbildung 18 dargestellte Probe 191. Eine Vorselektion von Zellen
mit Stammzelleigenschaften ist jedoch durch die oben genannten Methoden, wie der
Separation von Stammzellpopulationen durch Magnet-Technik (MACS) [23], der durch
Gravitat unterstitzten Zellsortierung [58], der Identifikation durch die Expression von
p75 Neutrophin-Rezeptoren [59] oder der Isolation der Stammzellen durch Marker wie
R1l-Integrin [60] fur eindeutigere Ergebnisse wunerldsslich. Damit bleibt die
Anreicherung von Keratinozyten und deren schnellstmogliche Verflgbarkeit fir die
klinische Anwendung im Bereich des Tissue Engineerings weiterhin mit einem

erh6hten Gerateaufwand und teuren Zusatzen verbunden.
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7 Zusammenfassung

Da Defekte im Bereich der oralen Schleimhaut infolge von Traumata, angeborenen
sowie erworbenen Krankheiten die ungestorte Funktionsweise in Bezug auf Atmung,
Nahrungsaufnahme und Sprache des Menschen empfindlich beeintrachtigen und ein
addquater, alle Funktionen wiederherstellender Wundverschluss mit dem limitierten
Eigengewebe oft nicht moglich ist, bietet das Tissue Engineering durch die Entwicklung
eines Hautdquivalents eine aussichtsreiche Alternative. Um eine ausreichende Menge
an Zellen fir die Herstellung eines autologen Transplantates in kurzer Zeit zur
Verfligung zu stellen, sollte in der vorliegenden Arbeit eine Methode zur Steigerung
der Proliferationsfahigkeit primarer humaner Keratinozyten aus oraler Mukosa im
Zellkultursystem etabliert werden. Dazu mussten zundchst Gber die Explantation von
Gewebeproben gesunder Patienten orale Schleimhautzellen gewonnen und die
primdaren Keratinozyten von den mitwachsenden Fibroblasten isoliert werden. Dies
wurde durch chemische und mechanische Separationsmethoden erreicht. Die
Kultivierung der exprimierten Zellen erfolgte unter standiger Beobachtung und
physiologischen Bedingungen Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen. Nach
Konfluenz der zweiten Passage wurden die Zellen geerntet und fir die Versuche
vorbereitet. Die Steigerung der Proliferationsfahigkeit der Keratinozyten sollte durch
die Anreicherung epidermaler Stammzellen erreicht werden, da diese insbesondere
durch ihre Fahigkeit zur asymmetrischen Teilung die Grundlage flr die Regeneration,
Differenzierung und Homdostase des Gewebes bilden. Eine Moglichkeit zur Isolation
von Zellen mit Stammzelleigenschaften stellt die Adhdsion an beschichteten
ZellkulturgefaRen dar. Die Affinitdt des hauptsachlich in Stammzellen vorkommenden
R1-Integrin-Rezeptors zu Bestandteilen der Basalmembran wie Kollagen-IV und
Laminin sollte die Trennung hoch proliferativer Zellen von weniger teilungsaktiven
Zellen leisten und das Protein indirekt als Marker fiir die Stammzellen fungieren. Uber
die Adhdsion der Keratinozyten an mit den Komponenten Kollagen-IV und Laminin

beschichteten Gefdlen lieBen sich zwei Zellpopulationen (adhdrente und nicht-
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adhdrente Zellen) gewinnen. Unabhangig von der verwendeten Adhdsionskomponente
zeigten die Fraktionen den charakteristischen Wachstumsverlauf (lag-Phase, log-
Phase, stationdre Phase und Absterbephase) in vitro kultivierter Zellen, allerdings
konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Vitalitdit und die
Proliferationskinetik der Keratinozyten festgestellt werden. Eine nach der geleisteten
Auftrennung der Keratinozyten zwischengeschaltete Analyse und Identifikation von
Stammzellen mittels B1-Integrin-Marker (z.B. durch einen Immunfluoreszenztest)
konnte klaren ob die adhdrente Population liberhaupt einen erhéhten Anteil an hoch
proliferativen Keratinozyten beinhaltet oder ob die zahlreichen notwendigen, aber fur
die Zellen belastenden, Zwischenschritte der hier angewendeten indirekten Methode
auslésend fur die geringen Unterschiede sind. In Anlehnung an die von Stein et al.
erarbeiteten guten Ergebnisse bezlglich der Proliferationskapazitat oraler
Keratinozyten nach Adhdsion an Kollagen-IV-beschichteten Zellkulturgefdalen wurde
bei der vorliegenden Arbeit auf die aufwandige immunhistochemische Untersuchung
verzichtet. Ein verstarktes Wachstum der adhdrenten Population konnte nur bei
vereinzelten Proben festgestellt werden; insgesamt konnte die prioritdar gewiinschte
Steigerung der Proliferation primarer humaner Keratinozyten im Zellkultursystem zur
raschen Bereitstellung von Zellen fiir die Entwicklung eines autologen
Mundschleimhaut-Transplantates nicht erreicht werden. Die drei angewandten
Verfahren zur Erfassung der Quantitat fihrten hinsichtlich der Wachstumssteigerung
zu ahnlichen Ergebnissen. Da sie aber zum einen durch das Wegfallen der fir die
Zellzahlung und den WST-1-Test notwendigen Zwischenschritte eine non-invasive
(ohne mechanische Irritation und Interaktion mit Zusatzstoffen), d.h. fiir die Zellen
schonende Methode darstellt und sich zum anderen die Ergebnisse der Real-Time-
Zellanalyse, im Gegensatz zur Endpunkt-Messung, direkt auf die vorangegangenen
Messungen beziehen, (iberzeugte die Auswertung mittels Impedanzmessung in

Genauigkeit und Darstellung der Veranderung des Zellwachstums lber die Zeit.
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9 Anhang

9.1 Abbildungen
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Abbildung 15b:

Darstellung des Wachstumsverhaltens von Keratinozyten mittels RTCA ermittelter Daten nach
Anwendung der Behandlungsmethode Uber einen Zeitraum von mehr als 4 Tagen - mit
Standardabweichung
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9.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 - Seite 1

Aufbau der Haut, modifiziert nach Bibliographisches Institut GmbH, Mannheim [4], mit
freundlicher Genehmigung durch Duden — Bibliographisches Institut GmbH

Abbildung 2 - Seite 6

Schematischer Aufbau der verhornten (A) und nicht-verhornten (B) oralen Epidermis.
Abbildung verdandert nach Presland and Dale [16].

Abbildung 3 — Seite 8

Verteilung der Stammzellen innerhalb der normalen Haut und deren proliferative
Ausbreitung [24], mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier

Abbildung 4 — Seite 9

Schema der Stammzell-Verteilung in oralen Epithelien verandert nach Dabelsteen und
Mackenzie [30]. Die Stammzellen mit der hoéchsten Expression von R1-Integrin (A)
liegen neben transient amplifizierende Zellen (B) auf der Basalmembran. Die
postmitotischen Zellen (C) befinden sich im suprabasalen Raum.

Abbildung 5 — Seite 12

Vereinfachtes Schema lber den molekularen Bau der Basalmembran und Basallamina
[32], mit freundlicher Genehmigung des Georg Thieme Verlags KG

Abbildung 6 — Seite 31

Schematische Darstellung vitaler Zellen als elektrische Isolatoren im Gegensatz zu
toten Zellen, deren zytoplasmatischer Raum durch die defekte Membran leitfahig wird.
[52], mit freundlicher Genehmigung durch Biospektrum/Springer

Abbildung 7 — Seite 32

Aufspaltung des Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzoldisulfonat) zu Formazan. (EC=Elektronen-Kopplungsreagenz
RS=mitochondriales Succinat-Tetrazolium-Reductase-System) [55], mit freundlicher
Genehmigung von Roche Diagnostics GmbH

Abbildung 8 — Seite 33

Messprinzip des xCELLigence Systems von Roche Applied Science [56], mit freundlicher
Genehmigung von Roche Diagnostics GmbH

Abbildung 9 - Seite 36

Phasenkontrastaufnahme primérer Keratinozyten in D-MEM/Ham’s-12 mit
angrenzender Kontamination durch primare Fibroblasten (leichter Befall, rote Pfeile).
Die griinen Pfeile zeigen die Grenze der Keratinozyten.

Elimination durch Zellschaber moglich. VergrofRerung: 40x

Abbildung 10 — Seite 37

Phasenkontrastaufnahme primérer Keratinozyten in D-MEM/Ham’s-12 mit
angrenzender Kontamination durch primare Fibroblasten (starker Befall).

Elimination durch Behandlung mit Versene notwendig. VergréRBerung: 40 x

Abbildung 11 — Seite 39

Wachstumskurven von Keratinozyten durch Zellzdhlung mittels CASY Zellzahlgerat an
denTagen 1, 3,5, 7,9 und 11 nach Anwendung der Behandlungsmethode
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Abbildung 12 — Seite 40

Darstellung der maximal erreichten Anzahl von Keratinozyten wahrend des 11-tagigen
Kultivierungszeitraums nach Durchfiihrung der Adhdsionsversuche im Vergleich
Abbildung 13 - Seite 41

Proliferationskinetik von Keratinozyten nach WST-1 Messung (nach 30 Minuten
Inkubation mit dem WST-1 Reagenz) an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 nach
Anwendung der Behandlungsmethode

Abbildung 14 — Seite 42

Proliferationskinetik von Keratinozyten nach WST-1 Messung (nach 60 Minuten
Inkubation mit dem WST-1 Reagenz) an den Tagen 1, 3, 5, 7, 9 und 11 nach
Anwendung der Behandlungsmethode

Abbildung 15a — Seite 44

Darstellung des Wachstumsverhaltens von Keratinozyten mittels RTCA ermittelter
Daten nach Anwendung der Behandlungsmethode (ber einen Zeitraum von mehr als 4
Tagen

Abbildung 15b — Seite 64

Darstellung des Wachstumsverhaltens von Keratinozyten mittels RTCA ermittelter
Daten nach Anwendung der Behandlungsmethode (ber einen Zeitraum von mehr als 4
Tagen - mit Standardabweichung

Abbildung 16 - Seite 45

Darstellung des Wachstums der

nach der Behandlungsmethode im Uberstand verbliebenen Zellen

(Zeitraum bis 41 Stunden nach Beginn der Aussaat)

Abbildung 17 — Seite 45

Darstellung des Wachstums der

nach der Behandlungsmethode adhdrenten Zellen

(Zeitraum bis 41 Stunden nach Beginn der Aussaat)

Abbildung 18 — Seite 46

Darstellung des erwarteten Verlaufs nach Durchfiihrung der Behandlungsmethode und
Auswertung der mittels RTCA ermittelten Daten

(Probe 191, Laufzeit 6:25:35, RTCA Software)

Tabellel - Seite 17

Zusammensetzung D-MEM/Ham’s F-12 [49]

Tabelle2 - Seite 19

Konzentration nach Zugabe des ,SupplementMix” im KGM 2 [50]

Tabelle3 - Seite 21

Zusammensetzung von DPBS [51]

Tabelle 4 - Seite 35

Anzahl der geernteten Keratinozyten nach Explantation verschiedener Spenderproben
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9.3 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

Abb. Abbildung

Aqua dest. destilliertes Wasser

bzw. Beziehungsweise

ca. Circa

cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

d Tag(e)

D-MEM/Ham’s F-12 ,Dulbecco’s Modified Eagles Medium’ mit
Gerinnungsfaktor 12

DPBS ,Dulbecco’s phosphate-buffered Saline’

ECM ,extracellular matrix‘ (extrazelluldre Matrix)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

F Fibroblasten

FCS fetales Kalberserum

g Gramm

i.d.R. In der Regel

K Keratinozyten

K1,2,4,5,10,11,13,14 Keratinl,2,4,5,10,11, 13,14

Kap. Kapitel

KGM ,Keratinocyte Growth Medium’

Koll. IV Kollagen IV

L Liter

Lam Laminin

M Molar

m? Quadratmeter

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

n Anzahl

ng Nanogramm

nm Nanometer

PBS ,Phosphat Buffered Saline’

P/S Penicillin/Streptomycin

pH ,potentia Hydrogenii‘ negativ dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionen bzw. Oxoniumkonzentration
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rnm

RT

Tab.

uv

WST
z.B.

,revolutions per minute’ (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Sekunde

Seite

Tabelle

,unit’ (Einheit)

Ultraviolett

Volt

,Water Soluble Tetrazolium’

zum Beispiel
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