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Einleitung 1

1 Einleitung

Die in der modernen Zellkultur verwendeten Methoden stellen besonders hohe Anspriiche
an die Kultivierungsbedingungen der kultivierten Zellen. Auch die genutzten Gefalde, in
denen die Kulturen wachsen sollen, haben einen grof3en Einfluss auf Erfolg oder Misser-
folg der Kultur. Seit den 60er Jahren werden in der Zellkultur Gefalte aus Plastik verwen-
det.

1.1 PolystyrolgefalRe

Einen besonders grofien Anteil nehmen die Gefalie aus Polystyrol (PS) ein. Die Vorteile
des Einsatzes dieses Polymers liegen in seiner einfachen Verarbeitung mittels Spritzguss,
in seiner guten Mikroskopierbarkeit und der einfachen Sterilisierung durch Bestrahlung.
Es ist zudem sehr kostengiinstig aus Styrol herstellbar, das allerdings in aller Regel mehr
oder weniger stark mit anderen Kohlenwasserstoffen verunreinigt ist. Der gro3e Nachteil,
der neben den haufigen Verunreinigungen des Ausgangsmaterials im Grunde fast die
UnzweckmalRigkeit dieses Produktes beim Einsatz mit adharent wachsenden Zellen dar-
stellt, liegt in seiner starken Hydrophobizitat. Das fihrt dazu, dass die Zellen schlechte
Bedingungen fir die Anhaftung, Ausbreitung und Proliferation vorfinden [Ryan J. A.
(2008)]. Um dieses Problem zu umgehen, werden die Oberflachen der Zellkulturgefalle
vorbehandelt. Modifiziert werden sie dabei mittels Plasmabehandlung. Eine einfache und
haufig verwendete Methode ist die atmospharische Plasmabehandlung. Bei diesem Ver-
fahren wird eine elektrische Energiequelle in Kombination mit atmospharischem Sauer-
stoff verwendet. Bei einer Glimmentladung entsteht dann aktives Plasma. Eine zweite
Madglichkeit bietet die Vakuumplasmabehandlung. Hier wird eine Elektrizitat oder Radio-
frequenzen als Energiequelle verwendet. In Verbindung mit unter Druck stehenden Gasen
wie Sauerstoff oder einem Sauerstoff-Stickstoff-Gemisch kommt es dann in einer Vaku-
umkammer zur Entstehung von reaktivem Plasma. Bei beiden Verfahren fuhrt die Erzeu-
gung von aktivem Plasma Uber der GefalRoberflache ebenfalls zur Bildung von energeti-
schen Sauerstoffspezies, die mit dem Polymer und dessen Seitengruppen reagieren und
dabei den Sauerstoffgehalt im Material erhéhen sowie die aromatischen Gruppen reduzie-
ren. Diese Veranderungen bewirken eine Verbesserung der Hydrophilizitat, durch ent-
standene phenolische und carboxylische Gruppen und damit der Benetzbarkeit des Poly-

styrols. Die Oberflache wird zudem deutlich rauer. Diese neuen Eigenschaften fihren zu
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einer besseren Proteinabsorption und zu einer nachweislich verstarkten Zellanheftung
und einem verbesserten lateralen Wachstum [Vespermann, Ute (2005)]. Diese Art der
Behandlung flihrt aber zu einem weiteren Nachteil. Die durch das Plasma entstandenen
Radikale erzeugen auch toxische Nebenprodukte, welche sich negativ auf die spatere
Zellkultur auswirken konnen. Durch Abstandshalter, die bei diesem Verfahren verwendet
werden, kommt es zusatzlich zu der Entstehung von Bereichen der Zellkulturgefalie, auf
denen keine Zellen wachsen. Diese entstehenden Nachteile fiihren zu einer sinkenden

Reproduzierbarkeit fur die Zellkultur.

1.2 Polypropylengefalle

Polypropylen ist ein Kunststoff der seine Anwendung unteranderem im Bereich der Ver-
packungsmaterialien und Industrieckomponenten findet. Besonders Eigenschaften wie
seine Harte, Hitzeresistenz leichte Verarbeitung und der geringe Preis machen ihn daftr
so lukrativ [Sato H. & Ogawa H. (2009)]. Polypropylen entsteht durch die Polymerisation
des Gases Propen, welches als Nebenprodukt bei der Verarbeitung von Erddl entsteht
und sehr rein darstellbar ist. Ein weiteres grofles Anwendungsgebiet, findet sich im Be-
reich der chirurgischen Medizin. In Form von Netzen dient der Kunststoff hier zur Stabili-
sierung von Leistenbrichen bei Hernienoperationen. Eigenschaften die dem Polymer hier
zugutekommen sind seine Biokompatibilitdt und sein inerter Charakter. Polypropylen an
sich ist nicht toxisch, nicht kanzerogen, abbauresistent und kann gut sterilisiert werden
[Ostergrad D. R. & Patel H. (2012)]. Im Vergleich zu Polystyrol hat es einen Vorteil, wenn
es um den Rohstoff geht. Wahrend dieses aus flissigem Styrol synthetisiert wird, ist Pro-
pen gasférmig. Das hat den Vorteil, dass der Ausgangsstoff des Polypropylen in sauberer
Form verwendet werden kann, das Endprodukt also weniger Verunreinigungen enthalt. Es
wirde sich dadurch ein Vorteil im Bereich der Zellkultur ergeben, da die Zellen nicht mit
unnoétigen Verunreinigungen in Verbindung kommen. Allerdings werden dem Polypropylen
beim Polymerisationsprozess Stabilisatoren zugefiihrt um seine physikalischen Eigen-
schaften zu erhalten. Diese konnen ebenfalls mit den Zellen in der Kultur reagieren. Au-

Rerdem sind die optischen Eigenschaften von Polypropylen unglnstig.

1.3 Scaffolds

In Einsatzfeldern wie der Grundlagenforschung oder der Medikamentenentwicklung spie-
len Zell-basierende in vitro Assays eine wichtige Rolle. So gut und einfach in der Handha-
bung zweidimensionale ZellkulturgefaRe scheinen, so schnell stofsen sie auch an ihre

Grenzen. Dem Zellwachstum in normalen Zellkulturflaschen fehlen viele biophysikalischen
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und biochemischen Reize, welche die Identitdt und Funktionen der Zellen in vivo bestim-
men [URL1]. Es fehlt zum einen an Zell-Zell-Signalibertragung aber auch der Kommuni-
kation zwischen den Zellen und der Extrazelluldren Matrix. Diese sind vor allem fir die
Zelldifferenzierung und -proliferation sowie fiir einige andere zellulare Funktion unerlass-
lich [Bissell, M.J. et al. (2003), Abbott, A. (2003)]. Einen besseren Kultivierungsansatz
bieten hier dreidimensionale Strukturen. Diese erlaubt die Nachstellung von Bedingungen,
die auf einer planaren Polystyrolplatte nicht erzeugt werden kénnen. Ein Vorteil dabei ist
die gut definierte Geometrie der Zellen, welche von der Struktur direkt auf Funktionen
schliel3en lassen kann. Das ermoglicht die Durchflihrung von theoretischen Analysen. Die
starkere Analogie zur Zelle im Organismus bietet die Mdglichkeit die Zellform und das
Zellumfeld zu betrachten. Diese kénnen Rickschllsse auf Genexpression und das biolo-
gische Verhalten der Zelle geben. Die Scaffolds kdnnen neben synthetischen auch aus
natldrlichen Polymeren bestehen. Verwendet werden unteranderem Alginat [Ayala P,
Lopez J, Desai T (2010)], PLGA [Li C, Tian T, Nan K, Zhao N, Guo Y, Cui J, et al (2008)]
oder Hydrogele [Bonaventure J, Kadhom N, Cohen-Solal L, Ng K, Bourguignon J, Lasse-
lin C, et al. (1994)]. Trotz dieser Vorteile ersetzt diese Art der Kultivierung nicht die Unter-

suchungen in vivo, beispielsweise an Knockout-Tieren [Muller-Klieser W. (1997)].

1.3.1 Polystyrol-Scaffolds

Fur die Versuche wurden unteranderem Alvetex® Polystyrol-Scaffolds der Firma Reinner-
vate verwendet. Dabei handelt es sich um 200 ym dicke Membranen aus verzweigten
Polystyrolfaden. Diese Strukturierung bietet der diinnen Schicht eine trotzdem relativ gute
Stabilitat. Der Aufbau der Membran ermoglicht die Migration der Zellen in das Scaffold.
Aulerdem gewahrleistet er einen Austausch von Gasen, Nahrstoffen und Abfallprodukten
in einer statischen Kultur. Der Vorteil dieser Art von Scaffolds liegt unteranderem auch in
seiner einfachen und preisgunstigen Produktion. Das Material ist inert, kompatibel mit
Standardplasmabehandlungen und Gammasterilisation. Zudem kann es wenn nétig mit
Collagen, Fibronectin oder dhnlichen Substanzen beschichtet werden [Haycock J. W. et
al. (2010)].

1.3.2 Polyglactin-Scaffolds

Das Polymer Polyglactin bietet eine interessante Moéglichkeit um Zellen auf einem Scaf-
fold zu kultivieren. Dieser Stoff wird aus den Substanzen Lactid und Glykolsaure syntheti-
siert und zeichnet sich durch seine Biokompatibilitdt und biologische Abbaubarkeit aus.

PLGA spielt darum eine wichtige Rolle im Bereich der regenerativen Medizin und des
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Tissue Engineerings, hier dient es den Zellen als abfangliche Matrix, in der sie sich auch
im dreidimensionalen Raum ausbreiten. In der Medizin kommt es unteranderem als chi-
rurgischer Nahfaden zum Einsatz. Im Organismus wird das Polymer dann durch hydrolyti-
sche Prozesse zersetzt und vom Korper resorbiert. Wahrend dieses Vorgangs werden die
unstabilen Esterbindungen des Polyglactin unter Wasserabspaltung aufgetrennt und das
Makromolekil in seine Ausgangsbausteine zerlegt [Gopferich, A. (1996)]. Die nichttoxi-
schen Fragmente werden vor allem in der Leber und den Nieren angereichert und von
dort ausgeschieden [Hua, N. & Sun, J. (2008)]. Wie schnell das Material dabei vom Kor-
per abgebaut und angenommen werden kann ist vom jeweiligen Verhaltnis der verwende-
ten Ausgangsstoffe abhangig. AuRerdem spielen der pH-Wert und die Temperatur eine
wichtige Rolle [Inakagi N., Narushima K. & Lim S K. (2003)]. Es wurden zudem Unter-
schiede der Abbauraten in vivo und in vitro beobachtet. Ein Nachteil dieses Materials ist
jedoch seine relativ hohe Hydrophobizitat. Dadurch fehlen ihm natirliche Bindungsstellen,
was den Zellen das Adhéarieren auf dem Untergrund erschwert [Jiao Y.-P. & Cui F.-Z
(2007)]. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll die Oberflache vor dem Kontakt mit Zel-
len zu verbessern. Flir den Zweck der Vorbehandlung werden unter anderem die Morpho-
logie, oberflachenchemischen Eigenschaften, Ladungseigenschaften verandert. Auch das
Anbringen von Oberflachen-Makromolekilen auf dem Material unterstutzt die Bindungsei-
genschaften. Sobald die Zellen auf die dreidimensionale Struktur aufgebracht werden,
beginnen bereits die ersten Abbaureaktionen am Material. Es entsteht eine EZM um die
Zellen, welche die stiitzende Funktion des Biopolymers Gbernimmt. Nach eine bestimmten
Inkubationszeit in vitro, kann das Implantat in den Patienten eingebracht werden. In vivo
schreiten die Zersetzungsprozesse bis zur volligen Auflosung fort. Die Zellen kénnen so

direkt in das beschadigte Gewebe einwachsen.

1.4 Laccase und Substrate

Bei den Laccasen (EC 1.10.3.2) handelt es sich um ein Enzymklasse zur Oxidation von
ein- oder mehrwertigen phenolischen Verbindungen, welches vorzugsweise Monophenole
zu den entsprechenden Chinonen oxidiert, ist aber in der Lage nicht-phenolische Substra-
te zu oxidieren. Das pH-Wert-Optimum liegt bei 5 und das Optimum der Temperatur bei
70 °C [Wood, D.A., (1979)].

Dieses Enzym ist vor allem in Pilzen und héheren Pflanzen zu finden, wurde aber auch in
Insekten und Bakterien entdeckt. Strukturell gesehen liegt das aktive Holoenzym als di-
meres oder tetrameres Glykoprotein vor. In jedem Monomer (50 — 100 kDa) sind vier Kup-

feratome nachweisbar, die sich an drei Bindungsstellen befinden und dem Enzym seine
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Funktionalitat verleihen. Die katalytische Reaktion der Laccase lauft wie folgt ab. Das Ku-
per vom Typ 1 wird durch das Substrat reduziert, wobei dieses im Gegenzug oxidiert wird.
Das Ubertragene Elektron wird dann zum trinuklearen Cluster, das von den Kupferatomen
des Typs 2 und 3 gebildet wird, weitergeleitet. Hier wird molekularer Sauerstoff zu Wasser
reduziert. Fur die Oxidation eines Substrates, bei dem ein Elektron bendétigt wird, findet im
Gegenzug die Reduktion von Sauerstoff statt, bei dem vier Elektronen benétigt werden.
Um die nétige Anzahl an Elektronen zu gewahrleisten, die fir die Reduktionsreaktion be-
notigt werden, muss die Laccase diese aus unterschiedlichen Oxidationsreaktionen spei-
chern. Der Sauerstoff dient bei dieser Reaktion als Elektronen-Akzeptor, um die Protonen
von den phenolischen Hydroxygruppen zu entfernen. Dabei entstehen Radikale, die zu
einer Spaltung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen bzw. Kohlenstoff-Sauerstoff-
Bindungen der Alkylseitenketten, sowie zur Spaltung aromatischer Ringe fuhren. Anwen-
dung findet diese katalytische Reaktion unter anderem beim Ausféllen von phenolischen
Substanzen, bei der Entgiftung von industriellen Abwassern sowie bei der Sanierung von
kontaminierten Boden. Laccase wird aber auch in der Lebensmittelindustrie zur enzymati-
schen Braunung von Kakao oder Kaffee verwendet und in der Pharmazie bei der Herstel-
lung von Krebsmedikamenten [Kunamneni, A., J. Plou, F., Ballesteros, A. & Alcald, M.
(2008)]. Die Verwendung erfolgt dabei Ublicherweise in Loésungen und nicht an Oberfla-
chen.

Die bei den Versuchen genutzten Verbindungen gehéren zu den Diphenolen. Diese
Gruppe von Verbindungen ist in der Lage schnell zu Substanzen zu reagieren, die dazu in
der Lage sind zu polymerisieren. Die Verwendung von Laccase erlaubt das Arbeiten mit
sehr geringen Substratkonzentrationen. Durch die Zugabe der Laccase werden diese
Verbindungen zum einen einer strukturellen Veranderung unterzogen, zum anderen la-
gern sie sich dadurch an die Oberflachen der Polymere.

Bei dem verwendeten Substrat L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) handelt es sich um
eine Aminosaure, die durch die Hydroxylierung von Tyrosin entsteht. Es ist ein Zwischen-
produkt bei der Melaninbildung und bei der Biosynthese von (Nor-) Adrenalin. L-DOPA
passiert im Korper leicht die Blut-Liquor-Schranke und steigert unter anderem Blutdruck
und Blutzuckerspiegel [URL2]. Die vorhandenen Aminogruppen erlauben es einzelnen L-
DOPA-Molekilen mit einander zu polymerisieren. Die zusatzliche Carboxygruppe erlaubt
es dem Stoff Magnesium- und Kalziumionen zu binden, welche eine essentielle Rolle bei
der Bildung einer EZM spielen.

Die Substanz Dopamin gehdrt zur Gruppe der Catecholamine und ist im Gehirn, den Ne-
bennieren und an sympathischen Nervenenden zu finden. Im Kérper fungiert es als Neu-

rotransmitter, der bei Parkinson im extrapyramidal-motorischen System nur vermindert
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auftritt. Es kommt beispielsweise bei akuter Herzinsuffizienz sowie bei Schockzustanden
mit drohendem bzw. bestehendem Nierenversagen zum Einsatz [URL3].Dopamin besitzt
ebenfalls eine Aminogruppe.

Die Kaffeesaure (CA) ist in Pflanzen als freie Form, zum Grof3teil aber als Form von Es-
tern und Glykosiden vertreten. Es wirkt wegen seiner leichten Oxidierbarkeit zum ortho-
Chinion allergen. Die Substanz wird als Nachweismittel von Eisen(lll) verwendet [URL5].

Wie das L-DOPA besitzt die Kaffeesaure eine zusatzliche Carboxygruppe.

1.5 Melanozyten

Bei denen in der Bachelorarbeit verwendeten Zelltypen handelte es sich zum einen um
normale humane epidermale Melanozyten (NHEM) und follikulare Melanozyten (HM) aus
der auRBeren Haarwurzelscheide. Melanozyten kommen in der Epidermis bzw. in den
Haarfollikeln vor. Dieser Zelltyp ist unter anderem fiir die Regulation der Haut- und Haar-
farbe hauptverantwortlich. Sie sind aber auch in Augen, Ohren und im zentralen Nerven-
system vorzufinden, was darauf hindeutet, dass dieser Zelltyp noch weitere Funktionen in
unserem Korper erfullt [Tolk, Kai Michael (2009)]. Die Hauptaufgabe der Melanozyten ist
die Produktion des pigmentierten Biopolymers Melanin, das sie synthetiseren und in Vesi-
keln, den Melanosomen, fir die Sekretion vorbereiten. Grundlage fiir die Melaninsynthese
bildet Tyrosin. Das Schlisselenzym Tyrosinase Ubernimmt bei diesem Prozess den initia-
len und produktionslimitierenden Schritt. Mit seiner Hilfe wird Tyrosin durch Hydroxylie-
rung zu L-DOPA umgesetzt und dann von diesem zusatzlich zu Dopachinon oxidiert. Aus
diesem Zwischenprodukt werden durch weitere Oxidations- und Polymerisationsschritte
das rétlich-gelbliche Phaomelanin und zwei Arten des braun-schwarzen Eumelanins ge-
bildet [Brenner, M. & Berking, C. (2010)]. Das Melanin schitzt den Kdérper vor DNA-
schadigender UV-Strahlung, welche unter anderem Zellveranderungen verursacht, die
Alterung der Haut beschleunigt und die Karzinogenese fordert [Schiaffino, Maria Vittoria
(2010)]. NHEMs haben eine nativ kugelige Gestalt mit drei und mehr Auslaufen. Diese
Dendriten sind mit Keratinozyten verbunden und bilden die sogenannten epidermalen
Einheiten. Auf eine Melanozyte kommen in der Haut ca. 40 Keratinozyten. Durch die Fort-
laufe werden die Melanosomen an die umliegenden Zellen abgegeben, um ihre Zellkerne
vor der schadlichen Sonneneinstrahlung zu schiitzen, denn die Vesikel verteilen sich ver-
starkt um den Nukleus [Tobin, D.J. (2008); Yamaguchi, Y & V.J. Hearing (2009)]. Die
durch die Strahlung stimulierte Braunung der Haut ergibt sich durch den Melaningehalt
sowie GroRe, Verteilung und Form der Melanosomen in den Keratinozyten [V.J. Hearing
(1999)]. Die NHEMs sind &hnlich wie die HMs aufgebaut und besitzen dieselbe Funktion.
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Die HMs befinden sich in der letzten Phase der Differenzierung, kurz vor den voéllig funkti-
onal, melanotischen Melanozyten. Unterschiede bestehen jedoch darin, dass sie groRer
sind, mehr Dendriten besitzen und einen grélkeren Golgi-Apparat aufweisen, wodurch sie
auch gréRere Melanosomen erzeugen. Die Haar-Melanozyten sitzen in der Haarzwiebel
und Ubertragen ihre Vesikel ausschliefl3lich an die in der Nahe wachsende Haarrinde [Cui,
J., LY., Shen & G.C., Wang (1991); Tobin, D.J. & J.C., Bystryn (1996)]. Bei epidermalen
Verletzungen migrieren diese Melanozyten lateral aus dem Outer Root Sheath (ORS) an

die sich regenerierenden Orte der Epidermis.

1.6 Mesenchymale Stammzellen

Bei mesenchymalen Stammzellen (MSC) handelt es sich um adulte, undifferenzierte
Stammzellen. Sie haben die Fahigkeit zur Selbstreplikation, also der Zellteilung ohne Dif-
ferenzierung. Aufierdem sind MSCs multipotent und besitzen die Fahigkeit sich in andere
spezialisierte Zellen auszudifferenzieren. Sie kénnen so Zellen in zerstérten Geweben
ersetzen. MSCs finden darum auch grof3es Interesse auf dem Gebiet des Tissue Engine-
erings [URL4, Gangji et al. 2004, Wulf et al. 2006].

1.7 Immunfluoreszenz

Der Antikorper NKl/beteb bindet an das Glykoprotein 100 welches als Antigen in normalen
Melanozyten aber auch in Melanomen zu finden ist. Dieses Antigen liegt an der Innensei-
te von zytoplasmatischen Vesikeln der Zellen, die den Farbstoff Melanin produzieren. Der
Antikorper dient zur allgemeinen Identifizierung von Melanozyten [Datasheet1]. Bei dem
Stoff Propidiumiodid (Pl) handelt es sich um einen DNA-Interkalator. Er farbt dabei nur
tote oder sterbende Zellen, da er von lebenden Zellen ausgeschlossen wird. Die Anre-
gung von Pl erfolgt im Bereich des sichtbaren Lichts [Warning, M (1975), Running, M.P. et
al. (1995)].

1.8 WST

Bei der Substanz 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (WST) handelt es sich um ein Tetra-
zoliumsalz mit, das in Lésung blass rétlich ist. Dieser Stoff wird in der Zellkultur unter an-
derem zur spektroskopischen, nicht-radioaktiven Quantifizierung der Zellproliferation,
Zellviabilitat und Zytotoxizitat verwendet. In lebenden Zellen wird das Salz in den Mito-

chondrien durch die Elektronentransportkette zu Formazan reduziert, welches intensiv
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gelb ist. Es ist wasserldslich und kann mittels Extinktion gemessen werden. Je mehr WST
umgesetzt wurde desto intensiver leuchtet das Formazan und desto mehr mitochnodrielle
Aktivitat lasst sich in den Zellen verzeichnen [Datasheet2]. Die gemessene mitochondriel-
le Aktivitat lasst sich als Malistab der zellularen Aktivitat beziehungsweise Anzahl der

Zellen benutzen.

1.9 Laserscanning-Mikroskop

Wie bereits erwahnt, kommt es durch die Verwendung von dreidimensionalen Scaffolds
zu Unterschieden zur normalen Zellkultur. Das raumliche Wachstum der Zellen stellt un-
teranderem bildgebende Verfahren vor eine Herausforderung. Die dadurch zustande
kommende Morphologie der Zellen ist mit einem herkdmmlichen Mikroskop auch mit ein-
facher Immunfluoreszenz nicht komplett visualisierbar. Ein konvokales Laserscanning-
Mikroskop bietet weitere Moglichkeiten um die Zellen in ihrer Gesamtheit auf dem Scaf-
fold darzustellen. Bei der konventionellen Mikroskopie trifft das komplette Licht oder ein-
zelne Wellenlangen gleichzeitig auf das gesamte Objekt, dieses wird vollstandig beleuch-
tet. Im Vergleich dazu erfolgt beim Laserscanning-Mikroskop (LSM) eine punktweise
Messung. Ein fokussierter Laserstrahl trifft nur auf einzelne Punkte der Probe. Mit diesem
geblndelten Licht wird das Objekt abgetastet. Das zuriickgeworfene Licht fallt dann auf
die konfokale Blende des Mikroskops. An dieser Stelle wird nur das gewlinschte Licht
durchgelassen und trifft danach auf Sekundarelektronenvervielfaltiger. Hier wird das Licht
detektiert und das Signal verstarkt. Die gewonnenen Informationen werden digitalisiert
und an den Computer Ubermittelt. Bei diesem Vorgang entstehen einzelne Schnitte der
Probe mit besonderer Scharfe und sehr kontrastreich. Ein motorisiertes Modul am Mikro-
skop ermoglicht zudem die Erzeugung mehrerer Schnitte an unterschiedlichen Z-
Koordinaten. Die daraus gewonnen 3D-Datensatze ermdglichen eine 3D-Rekonstruktion
der Probe. Die Zellen kénnen so in ihrer kompletten Gestalt detailliert visualisiert werden
[Wilhelm S., Grébler B, Gluch M., Heinz H. (unbekannt)].
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2 Zielstellung

Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Auswirkungen einer Behandlung von Oberfla-
chen und Scaffolds mit dem Enzym Laccase auf humane Melanozyten. Dabei sollten das
Wachstum, die Proliferation und die Melaninproduktion der Zellen untersucht werden und
ob sich Vorteile gegenlber der konventionellen Plasmabehandlung zeigen.
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3 Material

3.1 Chemikalien

3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin
(Lot: 091M1366U)

BSA =95 % (Bovin Serum Albumin)
(Batch # 087K0747)

Dinatriumhydrogenphophat-Dodecahydrat
(Ch. 472189462)

Dopaminhydrochlorid (Lot: BCBG8676U)
Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca & Mg steril
FBS Standard Quality(Lot: A10110-2510)
Flouromount (091M1261)
HepesBSS (Lot: 3010217)

Isopropanol (Charge 289107727)

Kaffeesaure (Charge: 491180483)
Methanol, technisch (Lot: H00212-3647)
mono-Natriumcitrat (Charge: 309102558)

Natriumchlorid (Lot 0E002839)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

CARL ROTH GmbH + Co.KG, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

PAA Laboratories, Inc., Osterreich

PAA Laboratories, Inc., Osterreich

Sigma-Aldrich, Deutschland

PromoCell GmbH

CARL ROTH GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

CARL ROTH GmbH + Co.KG, Deutschland

AppliChem GmbH Osterreich

CARL ROTH GmbH + Co.KG, Deutschland

AppliChem GmbH
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Natriumhydroxid (Charge: 14895365)

Natriumdihyrogenphospat-Monohydrat
(422186552)

Paraformaldehyd, reinst, DAC (31998748)

Saponin (Lot BCBJ4660V)

TNS (0,05% Trypsin Inhibitor, 0,1% BSA)
(Lot: 3010221)

Triton X-100 (Batch # 058K0073)

Trypanblau-Lésung (0,4 %), steril
(Lot 019K2381)

Trypsin (0,05%)/EDTA (0,03%)
(Lot 2121203)

Wasser doppelt destiliert
(Charge: 123198534)

3.2 Zelllinien

NHEM

HM

MSC

CARL ROTH GmbH + Co.KG, Deutschland

CARL ROTH GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

CARL ROTH GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, Deutschland

PromoCell GmbH

Sigma-Aldrich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

PromoCell GmbH

CARL ROTH GmbH + Co. KG, Deutsch-
land

PromoCell GmbH

Kultur geziichtet aus dem Haarfollikel

Arbeitsgruppe Stammzelltherapie, Abteilung
Zelltherapie, Fraunhofer-Institut fir Zellthe-
rapie und Immunologie
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3.3 Medien

CryoSFM (Lot: 0082512)

FrostaLife (Lot 03064)

DMEM low Glucose (1g/l) ohne L-Glutamin
(Lot: EO0512-2138)

PromoCell Melanozyten Medium (PCMM)

¢ Melanocyte Growth Medium M2
(Lot: 3032506)

¢ SupplementMix (Lot: 3030403)

e Gentamycin 10 mg/ml (Lot: P00412-
1401)

DermalLife® Medium (DLM)

e DermalLife® Basal Medium (Lot:

02736)

¢ DermalLife® M LifeFactors® Kit (Lot:

02934)

0 L-Glutamin (Lot: 02889)
Ascorbinsaure (Lot: 02878)
rh Insulin Lot: (02932)
Epinephrin (Lot: 02554)
CaCl, (Lot: 02338)

o StiMel8™ (Lot: 02556)
¢ Gentamycin 10 mg/ml (Lot: P00412-
1401)

©O O O O

MSC-Medium

¢ DMEM low Glucose (1g/l) ohne L-
Glutamin (Lot: E00512-2138)

e FBS Standard Quality(Lot: A10110-
2510)

PromoCell GmbH

LifeLine® Cell Technology

PAA Laboratories, Inc., Osterreich

PromoCell GmbH

PAA Laboratories, Inc.,Osterreich

LifeLine® Cell Technology

PAA Laboratories, Inc.,Osterreich

PAA Laboratories, Inc., Osterreich

PAA Laboratories, Inc., Osterreich
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3.4 Molekularbiologische Reagenzien

Anti-Melanoma Associated Antigen 100+/7
antibody [NKI/beteb] (Lot GR646141)

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole)

Goat-anti-mouse-IgG-Biotin (Ch. W02006)

Propidiumiodid-Lésung (019K 1149)

Streptavidin, Alexa Fluor® 594 conjugate
(Lot 727767)

Streptavidin, Alexa Fluor® 647 conjugate
(Lot 1371335)

Zell-Proliferations-Reagenz WST 1
(Lot: 14029700)

3.5 Material

6 Well Cell Culture Plate steril, with lid
(Lot E110704J)

6 Well Multidish 6 SI steril, non-treated

12 Well Plate with lid containing Alvetex®
Polystyrene Scaffolds (Lot SRENOO1)

24 Well Cell Cultrue Plate steril, with lid
(Lot E09060UV)

96 Well Cell Culture Plate steril, with lid, F-
bottom (Lot E1230AW)

Abcam plc, UK

Invitrogen GmbH, Deutschland

Biozol Diagnostica GmbH

Sigma-Aldrich, Deutschland

Invitrogen GmbH, Deutschland

Invitrogen GmbH, Deutschland

Roche Diognostics GmbH

CellStar® Greiner Bio-One GmbH,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc

AMS Biotechnology (Europe) Ltd

CellStar® Greiner Bio-One GmbH,
Deutschland

CellStar® Greiner Bio-OneGmbH, Deutsch-
land
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96 Well Cell Culture Plate steril, with lid, U-
bottom (Lot E1230AW)

96 Well Plate with lid containing Alvetex®
Scaffolds membrane (Lot 2REN019/1)

Cellstar Zellkulturflaschen T25
(Lot E120608B)

Cellstar Zellkulturflaschen T75
(Lot E1110050)

Chamber Slides™, 8Well Permanox® Slide
(Lot 618807)

Cryo.s™, 2 ml Tubes (Lot E1005088)

Mikroplatte (PS) 96, F-bottom (Lot 351211)

Polyglactin 910 (Lot EJ8JXGQO)

Petir dish (PS) (Lot G130205P)

Polypropylenschalen

3.6 Gerate

Axio Observer Z1

Biowizard Silver Line, Class Il

Centrifuge 5424

CO,-Inkubator CB

CellStar® Greiner Bio-One GmbH,
Deutschland

AMS Biotechnology (Europe) Ltd

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Lab-Tek® Nunc

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Dr. llona Schubert Laborfachhandel

©Johnson & Johnson Medical GmbH

Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

Dr. llona Schubert Laborfachhandel

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland

Kojiar Tech Oy, Finnland

Eppendorf AG, Deutschland

BINDER GmbH
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HeraCell 240

Labor-Mikroskop Leica DMIL

LSM 710

Multiskan Spektrum

“Mr. Frosty” Freezing Container

Neubauer-Zahlkammer improved
(Tiefe 0,1 mm)

Nikon ECLIPSE TS100

Nikon ECLIPSE Ti-S

Polymax 1040 und 1020

Rotina 420

Thermomixer compact

Thermo Fisher Scientific Inc

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH Mikro-
skopie und Histologie

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Nikon GmbH, Deutschland

Nikon GmbH, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG

Hettich Zentrifugen

Eppendorf AG, Deutschland
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4 Methoden

4.1 Zellkulturroutine

4.1.1 Kultivierung der Zellen

Die verwendete NHEMs und MSCs wuchsen bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxidanteil und
einer Luftfeuchtigkeit von 100 % im Inkubator. Bei den HMs wurde die Sauerstoffkonzent-
ration im Inkubator zusatzlich auf 5 % gesenkt. Fir einen Mediumwechsel wurden die
Medien im Wasserbad auf 37 °C vorgewarmt. Fur die NHEMs wurde das PromoCell Me-
lanozyten Medium (PCMM) mit Gentamycin verwendet. Die MSCs wuchsen in DMEM mit
5 % Serum. Fir die HMs wurde das DermaLife® Medium (DLM) mit Gentamycin verwen-
det. Das alte Medium wurde aus den Zellkulturgefalien (T25/T75) abgesaugt und frisches
Medium (5 ml/13 ml) zugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen in den Inkubator zu-

rickgestellt und bei den oben genannten Bedingungen kultiviert.

4.1.2 Splitten

Die zu passagierenden Zellenkulturflaschen wurden vor dem Splitten unter dem Invers-
mikroskop auf Zellzustand, Kontaminationen und Konfluenzgrad untersucht. Ein Splitten
der Zellen erfolgte bei einem Grad der Konfluenz gréRer 70 %. Zur Vorbereitung wurden

alle verwendeten Losungen und das Medium im Wasserbad bei 37 °C vorgewarmt.

4.1.2.1 Trypsinieren

Das Medium wurde aus der Zellkulturflasche enthommen und die Zellen mit 1 ml (T25-
Flachen) bzw. 2 ml (T75-Flaschen) HepesBSS gewaschen. Die Waschlésung wurde ab-
gesaugt und die Zellen mit 0,5 ml bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA versetzt. Sie wurden fir
4 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der Grad der AbIG-
sung der Zellen unter dem Inversmikroskop geprift. Durch leichtes Abklopfen der Zellkul-
turgefalle konnte dies unterstitzt werden. Waren trotzdem noch viele Zellen adhéariert,
wurden diese fur langere Zeit weiter mit Trypsin/EDTA inkubiert. Nach ausreichender Ab-
I6sung der Kultur wurde zum Abstoppen der Reaktion dem Trypsin/EDTA 0,5 ml (T25)
bzw. 1,5 ml (T75) TNS zugesetzt. Mit diesem Gemisch wurden die Zellkulturgefalien
mehrfach gespllt und die Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Es wurde

zusatzlich ein zweites Mal mit PBS nachgespilt und die Flissigkeit zur Suspension zuge-
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fihrt. Die Zellen wurden im Anschluss bei 220 rcf fir 4 min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgesaugt und das Pellet in frischen Medium resuspendiert.

41.2.2 Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 40 ul der Zellsuspension in eine 96-Lochplatte Gber-
fihrt und nach Zugabe von 40 pl Trypanblau gut durchmischt. Die Suspension wurde in
eine vorbereitete Zahlkammer nach Neubauer pipettiert und auf beiden Seiten alle vier
Eckquadrate unter dem Mikroskop ausgezahlt. Aus den beiden Werten wurde der Mittel-
wert (MW) gebildet und daraus die Zellzahimit der folgenden Formel bestimmt.

MW

7ellzahl = Zellen
erza ausgezahlte Fliche (mm?) * Kammertiefe (mm) * Verdinnung [ / Hl]

4.1.2.3 Aussaen

Die bendtigte Anzahl der auszusaenden Zellen wurde berechnet und das entsprechende
Volumen in die Zellkulturflasche mit 5 ml bzw. 13 ml Medium gegeben. Die Zellen wurden

in den Gefalten homogen verteilt und in den Inkubator zurtickgestellt.

4.1.3 Zellen einfrieren und auftauen

Fur das Einfrieren der Zellen wurde die Suspension nach dem Zahlen erneut bei 220 rcf
fir 4 min zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt, das Pellet in 4°C kaltes Kryomedi-
um resuspendiert und die Suspension in ein vorbereitetes Kryogefal tUberfuhrt. Fur die
NHEMs und MSCs wurde das CryoFSM verwendet. Die HMs wurden in FrostaLife einge-
froren. Die Zellen kihlten langsam bei — 80 °C im vorgekihlten Isopropanolbad

~Mr.Frosty“ herunter und wurden nach zwei Tagen in -150 °C umgesetzt.

Fir das Auftauen der Zellen wurde das Medium in den Zellkulturflaschen im Brutschrank
fir 30 min vorinkubiert. Die Kryogefalte wurden aus der -150 °C Lagerung entnommen
und schnell im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Im Anschluss wurde die Suspension in die
vorbereiteten Gefalte Uberflihrt, das Gemisch homogen verteilt und bei 37 °C im Inkubator

kultiviert. Nach einem Tag erfolgte ein kompletter Medienwechsel der aufgetauten Zellen.

4.2 Behandlung der Polystyrolmaterialien

Die Vorbereitungen und die Behandlung der Materialien erfolgten unter der Sterilwerk-

bank. Fir die Behandlungen wurde ein Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7) und Substratlésun-
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gen von Kaffeesaure, L-DOPA und Dopamin jeweils 0,15 uM verwendet. Die Substrate
wurden im Phosphatpuffer geldst. Die Laccaseldésung hatte eine Konzentration von 2
mg/ml. Substrat- und Laccaseldsungen sind fir jeden Versuch frisch herzustellen. Zudem
kam ein 2x Citratpuffer (SSC) zum Einsatz (0,3 M Natriumchlorid, 0,003 M Natriumcitrat,
pH 7).

4.2.1 Behandlung der Polystyrol-Petrischalen

Um die Oberflache der Petrischalen zu behandeln, wurden auf jeden markierten Kreis
(Abbildung 1, S.19)

80 pl der entsprechenden Ldsungen pipettiert und dann 3 pl der Enzymidésung in den
Tropfen gegeben, zusatzlich wurden Kontrollen ohne Laccase angelegt. Die Platten wur-
den fur eine Stunde bei RT inkubiert.

Die Tropfen wurden abgenommen und die entsprechenden Stellen zweimal mit sterilem

voll entsalzten(VE)-Wasser gewaschen.

Kaffeesaure

C00 @

L-Dopa

00 @

Dopamin

00 O

mit Laccase

Abbildung 1 Pipettierschema fur die Behandlung von PS-Platten

4.2.2 Behandlung der Polystyrol-96-Lochplatten

Zur Behandlung der Oberflachen wurden 100 pl die entsprechende Ldsung pipettiert und
3,75 pl Laccaselésung zugefligt. Die Platten wurden bei 100 rpm auf dem Schdttler fur
eine Stunde inkubiert. Das Gemisch wurde abgesaugt und die Lécher 2-mal mit sterilem

VE-Wasser gewaschen.
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4.2.3 Behandlung der Polystyrol-6-Lochplatten

Zur Modifizierung der Gefalte wurden 6 ml jedes Substrates und des Puffers in ein Reak-
tionsgefall gegeben und dann mit 75 ul Laccaseldsung versetzt. Das Gemisch wurde fir
eine Minute stehen gelassen und dann je 2 ml in die vorgesehen Locher verteilt. Die Plat-
ten wurden auf einem Schittler fir eine Stunde bei 100 rpm inkubiert. Die Lésungen wur-

den entfernt und zweimal mit je 2 ml VE-Wasser (steril) gewaschen.

4.2.4 Behandlung der 96-Loch Polystyrolscaffolds

Zur Behandlung der 96-Well Scaffolds wurden in jedes Loch 200 ul der entsprechenden
Lésung pipettiert. Zusatzlich wurden 7,5 ul Laccaselésung zum Puffer-Substrat-Gemisch
gegeben. Danach wurden sie fur 2,5 h auf dem Schdttler bei 120 rpm inkubiert. Das Ge-

misch wurde abgesaugt und die Scaffolds 2-mal mit VE-Wasser gewaschen.

4.2.5 Behandlung der 12-Loch Polystyrolscaffolds

Zur Behandlung der 12-Well Scaffolds wurden in jedes Loch 1 ml der entsprechenden
Ldsung pipettiert. Zusatzlich wurden 37,5 yl Laccasel6sung in das Loch gegeben. Danach
wurden sie fur 2,5 h auf dem Schittler bei 120 rpm inkubiert. Das Gemisch wurde abge-

saugt und die Scaffolds 2-mal mit VE-Wasser gewaschen.

4.3 Behandlung der Polypropylenschalen

Vor der Behandlung der Polypropylenplatten wurden diese leicht geneigt. In der scchrag
gehaltenen Schale wurden 2 ml der entsprechenden Puffer-Substratgemische gegeben.
Im Anschluss wurden 75 pl Laccase zugefuigt und die Platte fir ein bis zwei Stunden in-
kubiert. Das Gemisch wurde entfernt und die behandelte Stelle 2-mal mit VE-Wasser (ste-

ril) gespult.

4.4 Behandlung der Polyglactinfaden

Fur die Behandlung der Polyglactinfaden wurden diese in ein 2 ml-Reaktionsgefald tUber-
fuhrt und mit 2 ml des jeweiligen Puffer-Substrat-Gemisches versetzt. Zu diesen 2 ml
wurden 75 pl Laccase gegeben und die Reaktionsgefalle gevortext. Anschliellend wurden
sie fur 2 h auf dem Schattler bei 120 rpm inkubiert. Das Gemisch wurde abgesaugt und

die Faden 2-mal mit VE-Wasser (steril) gewaschen.
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45 Wachstumsversuche

4.5.1 Untersuchung des Wachstums von NHEMs auf PS

Fur diesen Versuch wurden NHEMs (Passage 10) aus einer T75-Zellkulturflasche abge-
I6st (Kap. 4.1.2.1) und gezahlt (Kap. 4.1.2.2). Aus der gezahlten Suspension wurden
800000 Zellen in 10 ml Medium in die Petrischale gegeben. Die Zellen wurden homogen
im Gefal verteilt und im Inkubator bei 37°C kultiviert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen
fixiert und gefarbt. Dafir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml 4 %-PFA-
PBS uberschichtet und fir 8 min inkubiert. Das 4 %-PFA-PBS wurde abgesaugt und die
Zellen 2-mal mit PBS gewaschen. Es wurden 5 ml 2 %-BSA-PBS mit DAPI (1 mg/ml) im
Verhaltnis 1:1000 hergestellt und auf die Zellen gegeben. Die Platte wurde flr 15 min bei
RT inkubiert. Nach verstrichener Zeit wurde das Gemisch abgesaugt und die Zellen 3-ml
mit PBS gewaschen. Mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden Aufhahmen der entspre-

chenden Bereiche gemacht.

4.5.2 Untersuchung des Wachstums von MSCs auf PS

Die MSCs wurden von der Arbeitsgruppe Stammzelltherapie, Abteilung Zelltherapie,
Fraunhofer-Institut fur Zelltherapie und Immunologie ausgesat und zur weiteren Untersu-
chung Ubergeben. Die Entwicklung der Zellen wurde am Mikroskop dokumentiert. Es er-

folgte ein regelmaRiger Medienwechsel.

4.5.3 Untersuchung des Wachstums von NHEMs auf PP

Die NHEMs wurden aus T75-Zellkulturflaschen (Passage 13) enthommen. Daflr wurden
die Zellen abgeldst (Kap. 4.1.2.1) und gezahlt (Kap. 4.1.2.2). Pro Platte wurden 600000
Zellen in 5 ml auf die Oberflache ausgesat. Zur Kultivierung lagerten bei 37 °C im Inkuba-
tor. Nach 5 Tagen wurden die Zellen fixiert und mit Propidiumiodid (1 mg/ml) gefarbt. Da-
fur wurde das Medium abgesaugt, die Platte einmal mit PBS gewaschen und die Zellen
mit 3 ml eiskalten Methanol bei -20 °C fur 10 min fixiert. Danach wurde das Methanol ab-
gesaugt und die Platten an der Luft getrocknet. Die Platte wurde fir 10 min mit PBS ge-
waschen und anschlielend mit 0,1 %-Saponin-PBS fir 10 min behandelt. Im Anschluss
wurde das Saponin abgesaugt und die Zellen fir 10 min mit 2x SSC aquilibriert. Das 2x
SSC wurde entfernt und auf die Zellen 3 ml 2x SSC mit Propidiumiodid (1:3000) gegeben
und fir 5 min bei RT inkubiert. Die Losung wurde abgenommen und die Platte 3-mal mit

2x SSC gewaschen. Mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden Bilder aufgenommen.



22 Methoden

4.5.4 Untersuchung des Wachstums von NHEMs auf Polyglactin-
Faden

Fur diesen Versuch wurden die vorbereiteten Faden fir 15 min in 75 % Ethanol (v/v) ge-
taucht und im Anschluss unter der Sterilbank getrocknet. Die NHEMs (Passage 13) wur-
den aus einem Zellkulturgefal® abgel6st (Kap. 4.1.2.1) und die Zellzahl bestimmt (Kap.
4.1.2.2). Die Faden wurden vor dem Aussaen kalibriert. Daftr wurden sie in einem Reak-
tionsgefall mit 2 ml 75 % Ethanol (v/v) versetzt und kurz gevortext. Das Ethanol wurde
abgesaugt und das Material 2-mal mit 2 ml PCMM gewaschen. Zu dem Faden wurden
100000 Zellen in 1,5 ml PCMM gegeben und fir 1 h auf dem Taumler bewegt. Im An-
schluss wurden sie eine Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach einem Tag wurden die Faden

von den Reaktionsgefalien in eine 24-Loch-Platte tberfihrt und mit 1 ml Medium versetzt.

4.6 WST-Analysen

4.6.1 WST-Analyse auf Oberflachen

Fir das Experiment wurden die Zellen einer T75-Zellkulturflasche (NHEMs Passage 9,
HMs Passage 7) aus dem Gefall abgelost (Kap. 4.1.2.1) und gezahlt (Kap. 4.1.2.2). In
jedes Loch wurden 10000 Zellen in 200 yl Medium ausgesat. Die Zellen wurden Uber
mehrere Tage(NHEMs 12 Tage, HMs 7 Tage), bis zu einer ausreichenden Konfluenz,
kultiviert. Nach dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 200 ul PBS
gewaschen. WST wurde im Verhaltnis 1:10 mit DMEM gemischt und 100 pl davon auf die
Zellen gegeben. Diese wurden 2 h bei 37 °C mit der Losung inkubiert. Nach verstrichener
Zeit wurden die 100 pl von den Zellen in eine 96-Lochplatte mit U-formigen Boden Uber-

fuhrt. Die Proben wurden bei einer Wellenlange von 450 nm und 620 nm gemessen.

4.6.2 WST-Analyse auf Scaffolds

In Vorbereitung fir das Aussaen der Zellen wurden die Scaffolds kalibriert. Dafir wurden
200 pl 75 % Ethanol (v/v) in jedes Loch gegeben. Das Ethanol wurde abgesaugt und die
Scaffolds 2-mal mit 200 yl PCMM-Medium gewaschen. Aus einer T75-Zellkulturflasche
wurden die NHEMs (Passage 10) abgelést (Kap. 4.1.2.1) und die Zellzahl bestimmt (Kap.
4.1.2.2). Auf jedes Scaffold wurden 10000 Zellen in 200 yl PCMM-Medium ausgesat. Zu-
satzlich wurde auf einer vorbereiteten Polystyrolplatte eine Standardkurve fir die Zellzahl
ausgesat. Ebenfalls auf der Platte ausgesat wurden 10000 fir jede Behandlungsmethode.

Dies diente zur Abschatzung des Wachstums der Zellen. Die Analyse der Standardkurve
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erfolgte am nachsten Tag. Hierfir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 200 pl
PBS gewaschen. WST wurde im Verhaltnis 1:10 mit DMEM gemischt und je 100 ul der
Lésung auf die Zellen gegeben. Diese wurden en fir 2 h im Inkubator bei 37 °C inkubiert.
Nach abgelaufener Zeit wurden die die WST-Lésung von den Zellen genommen und in
eine neue 96-Lochplatte mit U-férmigen Boden pipettiert. Die Analyse erfolgte im Platten-
reader (Multiscan Spektrum) bei einer Wellenlange von 450 nm und 620 nm als Refe-
renzwellenlange gemessen. Die Zellen auf den Scaffolds wurden fiir mehrere Tage
(WST_A 4 Tage, WST_B 6 Tage, WST_C 5 Tage) kultiviert. Die Untersuchung der

Proliferation erfolgte analog wie bei der Standradkurve mit WST.

4.7 Bestimmung der Melaninproduktion

4.7.1 Bestimmung der Melaninproduktion auf Oberflachen

Fir die Uberprifung der Melaninproduktion der Zellen wurden die 6-Lochplatten im Vor-
feld mit Laccase behandelt (Kap. 4.2.4). Die Zellen von 2 T75-Flaschen (NHEMs Passa-
ge 9, HMs Passage 6) wurden abgeldst (Kap. 4.1.2.1), gezahlt (Kap. 4.1.2.2) und in jedes
Loch 100000 Zellen in 2 ml Medium ausgesat. Als Vergleich wurde ebenfalls ein Triplikat-
ansatz mit Zellen auf einer plasmabehandelten 6-Lochplatte durchgefiihrt. Die Platten
wurden fur eine homogene Verteilung der Zellen geschwenkt und im Inkubator bei 37 °C

kultiviert. Es erfolgte ein regelmaRiger Mediumwechsel.

Als die Zellen eine ausreichende Konfluenz (NHEMs 15 Tage, HMs 17 Tage) erreicht hat-
ten, wurden die Zellen aus jedem Loch mit 0,5 ml Trypsin flir 4 min behandelt und die
geldst Zellen in separate Zentrifugenréhrchen gegeben. Die Zellen wurden bei 220 rcf fur
4 min zentrifugiert und der Uberstand im Anschluss abgesaugt. Die Pellets wurden da-
nach in 120 ul PBS resuspendiert und in Reaktionsgefalie Uberflhrt. Aus diesem Volu-
men wurden jeweils 40 pl Suspension entnommen, in eine 96-Wellplatte gegeben und mit
40 ul Trypanblau vermischt. Die Zellen wurden in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben
und auf beiden Seiten gezahlt (Kap. 4.1.2.2). Die Zellen in den ReaktionsgefalRen wurden
mit Hilfe von Trockeneis und Wasserbad (37 °C) finfmal eingefroren und wieder aufge-
taut. Danach wurden alle Gefale bei 20238 rcf fur 30 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, das Pellet in 150 pl 1M NaOH lysiert und im Anschluss bei 60 °C fur
5 Stunden erhitzt. Die Ansatze wurden in eine 96-Lochplatte mit flachem Boden pipettiert.
Zusatzlich wurde eine Standardkurve flir die Melaninkonzentration angelegt. Dafiir wurde
ein Melaninstandard von 100 upg/ml durch eine lineare Verdinnungsreihe bis auf
3,12 ug/ml herabgesetzt (Abbildung 2, S.24). Das Endvolumen betrug ebenfalls 150 ul.
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Zusatzlich wurden drei Replikate, mit je 150 pl der 1 M NaOH, als Nullabgleich zugefligt.
Im Anschluss wurden die Proben bei einer Wellenlange von 475 nm im Plattenreader ge-

messen.

1 2 3 4 5 6 7
A ENENENENENES

Abbildung 2 Verdinnungsreihe fur die Standardkurve des synthetische hergestellten Mela-
nins

4.7.2 Bestimmung der Melaninproduktion auf Scaffolds

Vor dem Aussden der NHEMs auf die Scaffold wurden diese kalibriert. FUr diesen Schritt
wurden die Scaffolds mit 1 ml Ethanol (75 %) bedeckt. Das Ethanol wurde abgesaugt und
sie Scaffolds 2-mal mit PCMM gewaschen. Aus T75-Zellkulturgefalien (Passage 9) wur-
den die NHEMs abgeldst (Kap. 4.1.2.1) und gezahlt (Kap. 4.1.2.2). In jedes Loch wurden
130000 Zellen in 1 ml PCMM ausgesat und fur 10 Tage im Inkubator bei 37 °C kultiviert.
Wahrend der Kultivierungsphase wurde regelmafigen Abstanden das Medium erneuert.
Nach 13 Tagen wurden die Zellen von den Scaffolds abgel6st. Daflr wurde das Medium
abgesaugt, die NHEMs vorsichtig mit PBS gewaschen und jedes Scaffold in eine neue
12-Lochplatte transferiert. Es folgte eine Inkubation mit 1 ml Trypsin fir 15 min bei 37 °C.
Zwischendurch wurde die Platte mit den Scaffolds aller 5 min abgeklopft. Die Behandlung
wurde mit 1 ml TNS abgestoppt und das Scaffold mit dem Gemisch gespiilt. Die Suspen-
sion wurde in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen gegeben und das Scaffold mit 2 ml PBS
nachgesplilt. Auch diese Zellsuspension wurde in das entsprechende Réhrchen gegeben.
Es erfolgten ein letzter Waschschritt mit 1 ml PBS und die Uberfiihrung der Lésung in das
Zentrifugenréhrchen. Die Rohrchen wurden bei 220 rcf flir 4 min zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 200 pl PBS resuspendiert und die Zellen gezahlt. Das Zellmaterial wurde im An-

schluss bei — 80 °C eingefroren.

Fir die Isolation des Melanins aus den Zellen wurden die NHEMs 5-mal im Wasserbad
(37 C) aufgetaut und auf Trockeneis (-150°C) eingefroren. Im Anschluss erfolgte eine
Zentrifugation bei hochster Geschwindigkeit fiir 30 min. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Pellet in 150 yl NaHO (1 M) aufgel6st. Die Loésung wurde im Thermomixer bei
60 °C fur 5 h inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei héchster Geschwindigkeit
fir 10 min. Der Uberstand wurde im Anschluss in eine 96-Lochplatte mit F-Boden pipet-

tiert. Zusatzlich wurden drei Blank-Kontrollen aus NaOH sowie eine Melanin-
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Standardkurve angelegt. Fir den Standard wurde synthetisches Melanin mit einer Kon-
zentration von 100 ug/ml als Ausgangskonzentration verwendet. Durch eine lineare Ver-
dinnungsreihe wurde eine Konzentration bis aus 3,12 pg/ml erstellt. Sowohl die Kontrolle
als auch die Standardkurve hatten ein Endvolumen von 150 ul. Die Extinktionswerte der

Proben wurden im Plattenreader bei einer Wellenlange von 475 nm ermittelt.

4.8 Immunfluoreszenz

4.8.1 Immunfluorezenz von NHEMs auf PS-Scaffolds

Fir die Immunfluoreszenz wurden 2 12-Loch-Scaffolds in 4 kleine Quadrate zerschnitten
und in einen ChamberSlide ausgelegt. Es erfolgte die Behandlung je eines Scaffolds mit
400 pl Kaffeesaure (0,15 pM), Dopamin (0,15 pM) sowie Phosphatpuffer (0,2 M, pH 7)
und 15 pl Laccaseldésung (2 mg/ml). Sie inkubierten flr 2 h auf dem Taumler bei 100 rpm.
Nach abgelaufener Zeit wurden die Losungen abgesaugt und das Polystyrol 2-mal mit
VE-Wasser gespult. Ein Scaffold blieb unbehandelt. Vor dem Aussaen der Zellen wurden
die Scaffolds kalibriert. Hierfir wurden 200 ul 75 % Ethanol (v/v) auf das Polystyrol pipet-
tiert und far 10 min bei RT inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt und 2-mal mit je 200 pl
PCMM gewaschen. Eine T25-Zellkulturflasche NHEMs (Passage 12) wurde trypsiniert
(Kap. 4.1.2.1) und die Zellen gezahlt (Kap. 4.1.2.2). Auf jedes Scaffold wurden 10000 Zel-
len in 200 yl PCMM ausgesat. Die Zellen wuchsen fir 8 Tage auf den Scaffolds. Fir die
Farbung wurde das Medium abgesaugt und die NHEMs mit 300 pl eiskaltem Methanol flr
10 min bei -20 °C fixiert. Das Methanol wurde abgesaugt und die Reste bei RT trocknen
gelassen. Es erfolgten ein kurzer Waschschritt mit 500 pyl PBS und ein weiterer Wasch-
schritt mit PBS-0,1 %-Triton X 100 fiir 10 min auf dem Taumler. Das PBS wurde entfernt
und das Scaffold mit 400 ul 2 %-BSA-PBS-0,1 %-Triton X 100 Uberschichtet. Nach einer
Inkubation von 1 h bei RT auf dem Taumler wurde die Lésung entfernt und das Scaffold
mit dem primaren Antikorper von NKl/beteb (0,1 mg/ml). Hierflir wurden 400 ul Blockpuf-
fer mit dem Antikorper im Verhaltnis 1:50 vermischt und auf die Zellen gegeben. Scaffold
und Antikdrper reagierten Gber Nacht bei 4 °C. Ab diesem Zeitpunkt wurde bei wenig Licht
weiter verfahren. Nach einem Tag wurde der Antikdrper abgesaugt und das Scaffold 2-
mal fir 5 min auf dem Taumler mit PBS-0,1 %Triton X 100 gespult. Die Waschlésung
wurde abgesaugt und 400 pl des biotinylierten Sekundarantikérpers zugesetzt der fir 1 h
bei RT auf dem Taumler inkubierte. Der sekundare Antikdrper wurde daflr in Blockpuffer
im Verhaltnis 1:400 geldst. Nach Absaugen des Antikdrpers wurde das Scaffold erneut

2-mal flr 5 min mit PBS-0,1 %-Triton X100 auf dem Taumler gespililt. Es erfolgte die letzte
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Behandlung mit dem Fluoreszenzantikorper Alexa Fluor® 594 (1 mg/ml) und DAPI (1
mg/ml). Der Antikérper wurde dafir im Verhaltnis 1:400 zum Blockpuffer zugesetzt und
DAPI im Verhaltnis 1:1000. Die Inkubation dieser Lésung erfolgte fir 1 h bei RT auf dem
Taumler. Das Scaffold wurde 3-mal mit 400 pl PBS auf dem Taumler gewaschen und im
Anschluss auf einen Objekttrager fixiert. Zur Fixierung wurde das Scaffold auf einem Ob-
jekttrager gelegt und mit Fluoromount tbergossen. Als Letztes wurde ein Deckglas aufge-

legt. Das Praparat trocknete flir einen Tag bei RT.

4.8.2 Immunfluoreszenz von NHEMs auf Polyglactin-Faden

Nach 8 Tagen Kultivierung wurden die Zellen fixiert. Dafur wurde das alte Medium abge-
saugt und die Zellen mit 1 ml eiskaltem Methanol bei -20 °C fir 10 min fixiert. Das Metha-
nol wurde abgesaugt und der Faden an der Luft getrocknet. Er wurde im Anschluss ein-
mal flir 10 min mit PBS-0,1 %-Triton X100 gewaschen. Die Zellen wurden danach mit 1 ml
2 %-BSA-PBS-0,1 %-Triton X 100 bedeckt und fir eine Stunde auf dem Taumler bewegt.
Im Anschluss folgte die Inkubation mit dem ersten Antikdrper. HierfGr wurden der Antikor-
per NKl/beteb (1 mg/ml) mit 2 %-BSA-PBS-0,1 %-Triton X 100 im Verhaltnis 1:50 ge-
mischt und auf jeden Faden 1 ml gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C Uber Nacht.
Die Lésung wurde abgesaugt und der Faden 2-mal fir 5 min mit PBS-0,1 %-Triton X100
gewaschen. Es folgte eine Inkubation fur eine Stunde bei RT mit dem biotinylierten Anti-
kérper in 2 %-BSA-PBS-0,1 %-Triton X 100 im Verhaltnis 1:400. Danach wurden die Fa-
den 2-mal fir 5 min mit PBS-0,1 %-Triton X 100 gewaschen. Die letzte Inkubation erfolgt
mit dem Fluoreszenzantikorper Alexa Fluor® 647 und DAPI. Der Antikérper wurde mit 2
%-BSA-PBS-0,1 %-Triton im Verhaltnis 1:400 und DAPI im Verhaltnis 1:1000 vermischt.
Die Inkubation dauerte 1 h bei RT. Die Faden wurden 3-mal mit PBS gewaschen. Vor der
Immunfluoreszenz wurden die Faden auf einem Objekttrdger mit Fluoromount und einem

Deckglas fixiert. Die Probe trocknete Gber Nacht bei RT.
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5 Ergebnisse

Die im folgenden Abschnitt werden Ausdriicke wie Kaffeesdure mit Laccase, L-DOPA mit
Laccase, Dopamin mit Laccase, Puffer mit Laccase, unbehandelt sowie Plasma verwen-
det. Diese beziehen sich darauf, dass die verwendeten Oberflachen und Scaffolds mit
dem jeweiligen Substrat und Laccase behandelt wurden, Plasmabehandelt sind oder die

Oberflachen oder Scaffolds keine Behandlung vor ihrer Verwendung erfahren haben.

5.1 Wachstum von NHEMs auf PS

Die héchsten Werte an Zellen erreichen in dieser Abbildung (Abbildung 3 S.28) L-DOPA
mit Laccase und Dopamin mit Laccase. Beide erreichen ein ahnliches Ergebnis auch
beim Vergleich der Standardabweichungen (Stabw.) Eine genauere Differenzierung zwi-
schen diesen Behandlungen ist nicht mdglich. Das nachste groRere Ergebnis erreicht
Kaffeesdure mit Laccase. Durch eine hohere Stabw kommt es unteranderem zu Uber-
schneidungen mit allen Modifikationen aufer der unbehandelten Flache. Der Wert ist da-
her ziemlich unstabil. Die kleinste Anzahl an Zellen wurde auf der unbehandelten Oberfla-
che erreicht. Die Stabw Uberschneidet sich mit dem Ergebnis des nachst héheren Wertes
von Dopamin ohne Laccase. Dieser liegt auf sehr nah bei Puffer mit Laccase. Puffer mit

Laccase besitzt eine sehr hohe Streuung.
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NHEMs auf Polystyrol
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Abbildung 3 Ausgezéhlte NHEMs pro 0,1 mmz? auf einer PS-Platte

5.2 Wachstum von MSCs auf PS

Bei den auf den Ausschnitten (Abbildung 4 S.29) erkennbaren Zellen handelt es sich um
MSCs auf einer Unterlage aus Polystyrol, die 2 Tage nach dem Aussden dokumentiert
wurden. Die Aufnahmen haben eine 10-fache VergroRerung. Die Zellen auf Ausschnitt A
wuchsen auf einer Oberflache die im Vorfeld mit Kaffeesgure und Laccase behandelt
wurde. Die Zellen sind auf dem Untergrund adhariert und haben sich flachig ausgebreitet.
Sie besitzen eine annahernd dreieckige Form. Die MSCs, die auf der Oberflache zu er-
kennen sind, die mit L-DOPA und Laccase (C) behandelt wurde sind vollstandig adharent.
Es ist ein Rand zu erkennen, der den Ausschnitt in zwei Teile spaltet, einen mit mehreren
flachigen Zellen und einen mit fast keinen MSCs. Die Zellen auf der unbehandelten Ober-
flache (D) sind spindelfdrmig und mit einer nur kleinen Flache mit dem Untergrund ver-
bunden. Es befinden sich nur wenige Zellen auf der fotografierten Flache. MSCs auf einer
mit Dopamin und Laccase behandelten Oberflache (B) wachsen mit einer vergleichbar
hohen Dichte. Die Zellen wachsen flach und dreieckig. Es ist eine Zweiteilung des Aus-
schnittes zu erkennen. Eine Zweiteilung des Bildes ist ebenfalls bei der mit Puffer und
Laccase behandelten Flache zu erkennen (E). Ein Teil ist nicht besiedelt, der andere Teil

ist mit flachen, dreieckigen MSCs bewachsen.
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Abbildung 4 Phasenkontrastaufnahme von MSCs auf einer PS-Platte, (A) Kaffeesaure mit
Laccase, (B) Dopamin mit Laccase, (C) L-DOPA mit Laccase, (D) unbehandelt, (E) Puffer mit
Laccase, Aufnahme in 10x VergrofRRerung

Die MSCs wurden ebenfalls nach 3 Tagen mit einer 10-fachen VergréRerung aufgenom-
men. Die Zellen (Abbildung 5 S.30), die auf der mit Kaffeesdure und Laccase behandelten
Oberflache (A) wuchsen, haben eine hohe Dichte erreicht. Sie wachsen flach, zum Teil
enger zusammen. Eine fast vollstandige Konfluenz haben die Zellen mit Hilfe von Dopa-
min und Laccase erreicht (B). Die MSCs wachsen flach in starker Nachbarschaft aber

auch gedrungener. Das Selbe ist auch bei dem Ausschnitt zu erkennen, der vorher mit L-
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DOPA und Laccase behandelt wurde (C).Die MSCs auf der unbehandelten Flache sind
eher diinn vorhanden. Zum Teil mit annahernd dreieckiger Form (D). Auf Puffer und Lac-
case behandelter Oberflache wachsen die Zellen mit zunehmender Konfluenz. Sie haben

dabei eine flache und dreieckige Morphologie (E).

Abbildung 5 Phasenkontrastaufnahme von MSCs auf einer PS-Platte, (A) Kaffeesaure mit
Laccase, (B) Dopamin mit Laccase, (C) L-DOPA mit Laccase, (D) unbehandelt, (E) Puffer mit
Laccase, Aufnahme in 10x VergréRRerung
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5.3 Wachstum von NHEMs auf PP

Auf den folgenden Bildern (Abbildung 6 S.32) sind NHEMs auf PP-Platten zu erkennen.
Die befinden sich in Passage 11 und wurden einen Tag vorher auf die Oberflache ausge-
sat. Die Aufnahmen wurden mit einer 10-fachen VergréRerung aufgenommen. Die Zellen
auf Bild B, wuchsen auf einer Flache, die mit Dopamin und Laccase vorbehandelt wurde.
Die NHEMs auf dem modifizierten Untergrund sind fast komplett adharent und haben in
nachster Nachbarschaft zu anderen Zellen zwei oder mehr Dendriten ausgebildet. Ab der
Mitte, dem Ubergang zum unbehandelten Material, nimmt die Menge der angehafteten
Zellen wieder ab. Auf der unbehandelten Flache (D) sind fast alle Zellen nicht adharent,
sondern liegen abgekugelt im Medium vor. Die NHEMs, die am Untergrund haften sind
sehr klein und haben eine spindelférmige Gestalt. Auf der mit Puffer und Laccase behan-
delten Oberflache (E) sind zum Uberwiegenden Teil abgekugelte. Zellen zu finden. Die die
an der Platte adhariert sind, sind klein und bipolar. Die Zellen auf dem Ausschnitt, der mit
Kaffeesdure und Laccase (A) behandelt wurde, sind zur Halfte adharent. Die NHEMSs die
nicht abgekugelt vorliegen, haben sich ausgebreitet und liegen bipolar vor. Die NHEMs
auf der Platte, die mit L-DOPA und Laccase (C) modifiziert wurde wuchsen, sind vollstan-
dig an der Oberflache angehaftet. Sie haben sich ausgebreitet und liegen zum gréften

Teil bipolar vor.
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Abbildung 6 Phasenkontrastaufnahme von NHEMs auf einer behandelten PS-Platte, (A) Kaf-
feesaure mit Laccase, (B) Dopamin mit Laccase, (C) L-DOPA mit Laccase, (D) unbehandelt,
(E) Puffer mit Laccase, Aufnahmen in 10x VergrofRerung



Ergebnisse 33

Die Zellen wuchsen auf den Platten fir 6 Tage. Sie wurden fixiert und mit Propidiumiodid

gefarbt. Zur Quantifizierung wurden sie fixiert, mit Pl gefarbt und mit Hilfe des Floures-

zenzmikroskops ausgezahlt (Abbildung 7, S.33).

Abbildung 7 Immunfluoreszenzaufnahme von NHEMs auf PP, Farbung: Propidiumiodid,
Aufnahme in 20x VergréRerung

Die Abbildung (Abbildung 8, S.34) zeigt die gezahlten angefarbten Zellen auf einer Flache
von 0,1 mm?2. Auf der Flache mit der Behandlung mit Kaffeesaure und Laccase konnten
rund 19 Zellen gezahlt werden. Bei L-DOPA und Laccase rund 44 Zellen, Dopamin und
Laccase rund 41 Zellen, Puffer und Laccase rund 7 Zellen. Auf der unbehandelten Flache

waren rund 9 Zellen vorhanden.
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Abbildung 8 Ausgezahlte NHEMs pro 0,1 mmz2 auf einer PP-Platte
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5.4 Immunfluoreszenz

5.4.1 Immunfluoreszenz von NHEMs auf PS-Scaffolds

Ausschnitt (A) zeigt eine tripolare Zelle. Bei (B) ist eine grofiflachige Zelle mit mehreren
Dendriten zu erkennen. Ausschnitt (C) zeigt Zelle mit drei Fortsetzen. Alle Bilder sind 2-
fach gefarbt. Zu erkennen ist im blauen Kanal der mit DAPI gefarbte Zellkern. Der rote

Kanal zeigt die angefarbten Melanosomen (Abbildung 9, S.35).

(€)

Abbildung 9 Immunfluoreszenzaufnahmen am LSM von NHEMs im PS-Scaffold die mit
NKl/beteb und DAPI gefarbt wurden, 68x Vergré3erung

5.4.2 Immunfluoreszenz von NHEMs auf Polyglactin-Faden

Das Bild (A) zeigt angefarbte NHEMs auf einem Faden aus Polyglactin-Faden. Die Bilder

(B) und (C) zeigen ebenfalls NHEMs auf einem Stuck Faden. Die Ausschnitte wurden
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zusatzlich am Rechner nachbearbeitet. Im blauen Kanal zu sind die Zellkerne zu erken-

nen. Der rote Kanal zeigt die gefarbten Melanosomen der Zellen. Im griinen Kanal ist der

autofluoreszierende Polyglactin-Faden zu erkennen (Abbildung 10, S.36).

Abbildung 10 Immunfluoreszenzaufnahmen am LSM von NHEMs auf Polyglactin-Faden die
mit NKl/beteb und DAPI gefarbt wurden, Autofluoreszenz des Fadens, 68x Vergréf3erung

5.5 WST-Analyse

5.5.1 WST-Analyse mit NHEMs auf PS-Oberflachen

Im Diagramm (Abbildung 11, S.37) ist erkennbar, dass die Behandlung mit L-DOPA und
Laccase den hochsten Wert bewirkt. Die Stabw ist jedoch relativ grof3, sie fallt damit auch
in die Bereiche von Kaffeesaure mit Laccase, Dopamin mit Laccase und Plasma. Bei die-

sen drei Varianten liegen die Extinktionswerte auf einem fast gleichen Niveau. Auch zwi-
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schen ihren Stabw kommt es zu Uberlappungen. Es ist somit nicht feststellbar, welcher
dieser Behandlungen die besten Resultate erzielt. Bei ungefahr der Halfte des L-DOPA-
Wertes liegt Puffer mit Laccase mit einer kleinen Sabw, die sich mit keiner anderen Uber-
lappt. Fast 4-mal so klein wie der grofite Wert des Diagramms ist die Extinktion bei der
unbehandelten Flache. Auch hier ist eine kleine Stabw vorhanden, bei der es zu keiner

Uberschneidung kommit.

Extinktion des WST

2,0

1,8 _ n=24

1,6

1,4 B unbehandelt (0,35)

1,2 M Kaffeesdure+Laccase (1,04)
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Extinktion
=
o
l

H Dopamin+Laccase (1,05)

0,8 -

06 - m Puffer+Laccase (0,58)
|

04 - Plasma (1,01)

0,2 -

0,0 -

Behandlungen

Abbildung 11 MW und Stabw der Extinktionswerte des WST von NHEMs auf einer behandel-
ten 96-Lochplatte

5.5.2 WST-Analyse mit HMs auf PS-Oberflachen

Die Extinktionen bei diesem Versuch (Abbildung 12, S.38) zeigen, dass die Behandlung
der Oberflachen hohere Werte der gesamten mitochondriellen Aktivitat mit sich bringt.
Das beste Ergebnis erzielt dabei Kaffeesdure mit Laccase, kurz dahinter liegen Dopamin
mit Laccase, Plasma und L-DOPA mit Laccase. Mit der Behandlung durch Puffer und
Laccase liegen sie alle auf einem &hnlichen Niveau. Durch die Uberschneidungen ihrer
Stabw lasst sich zudem keine Aussage Uber bessere oder schlechtere Ergebnisse treffen.
Zudem sind alle deutlich groRer als der Wert der unbehandelten Oberflache. Die Stabw

von Puffer mit Laccase und unbehandelt kommen sich dabei aber sehr nah.
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Extinktion des WST
0,50
0,45 n=36
0,40 -
B unbehandelt (0,21)
< 0,35 B Kaffeesdure+Laccase (0,4)
3::’ 0,30 - B L-DOPA+Laccase (0,37)
x B Dopamin+Laccase (0,38
S 005 p (0,38)
M Puffer+Laccase (0,32)
0,20 - m Plasma (0,38)
0,15 -
0,10 -
Behandlungen

Abbildung 12 MW und Stabw der Extinktionswerte des WST von HMs auf einer behandelten
96-Lochplatte

5.5.3 WST-Analyse mit NHEMs auf PS-Scaffolds

Die Werte die bei den Messungen fur die Standardkurven (Abbildung 13, S.39) entstan-
den zeigen, dass alle Regressionen, bis auf Puffer mit Laccase denselben Anstieg besit-
zen. Mit steigender Anzahl der Zellen nehmen auch die WST-Messungen im selben Malde
zu. Prinzipiell entsprechen die Signale also der Zellzahl im Loch. Die annahernd doppelt
so groRen Werte, die mit den Substraten und Laccase erreicht wurden, lassen einen Vor-

teil dieser schlief3en.
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Abbildung 13 Extinktionswerte aus einer WST-Analyse zur Bestimmung einer Standardkur-
ve von NHEMs auf behandelten PS-96-Lochplatten

Die Untersuchung der Extinktionswerte dieses Versuches(Abbildung 14, S.40) zeige, dass
die gesamte mitochondrielle Aktivitat bei den Zellen auf Flachen die mit Puffer und Lacca-
se behandelt sind den gréten Wert besitzt, danach folgen die Zellen, die auf der unbe-
handelten Oberflache wuchsen. Die kleinsten Werte erreichen die Modifikationen mit Kaf-
feesaure und mit Dopamin. Die Ausmale der Standardabweichungen aller vier Varianten
fihren zu einer Uberschneidung der Werte. Es ist somit keine Aussage Uber Vorteile ei-

nes der Behandlungsarten moglich.
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Abbildung 14 MW und Stabw von Extinktionswerten der WST-Analyse A, NHEMs auf PS-
Scaffolds

Die Ergebnisse des folgenden Versuches (Abbildung 15, S.41) zeigen deutlich bessere
Resultate bei der unbehandelten Flache. Der Wert ist 3-mal so grofl3 wie die Extinktion bei
Kaffeesaure und Laccase. An zweiter Stelle kommt Puffer und Laccase, dessen Wert im-
mer noch doppelt so hoch ist wie bei Kaffeesdure und Laccase. Eine Behandlung mit Do-
pamin und Laccase bringt nur eine geringfiigige Verbesserung verglichen mit Kaffeesaure
und Laccase. Da sich ihre Stabw jedoch Uberlagern, ist hier kein deutlicher Unterschied
feststellbar. Im Gegensatz dazu kann bei unbehandelt und Puffer mit Laccase ein signifi-
kante Differenz festgestellt werden. Sowohl unter diesen Beiden, als auch in der Gegen-

Uberstellung mit den Modifikationen mit Substraten.
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Abbildung 15 MW und Stabw von Extinktionswerten der WST-Analyse B, NHEMs auf PS-
Scaffolds

Bei diesem Experiment (Abbildung 16, S.42) besitzt Puffer und Laccase den grof3ten Ex-
tinktionswert und somit die grof3te mitochondrielle Aktivitat. Einen mehr als halb so kleinen
Wert und damit das schlechteste Resultat erzielt Dopamin mit Laccase. Auch Kaffeesaure
mit Laccase mit einer halb so grof’en Extinktion, liegt deutlich darunter. Die Stabw. der
drei fuhrenden Behandlungen lasst keine klare Differenzierung zwischen ihnen zu. Der
einzige klare Unterschied ist zwischen Dopamin mit Laccase und Puffer mit Laccase er-

kennbar.
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Abbildung 16 MW und Stabw von Extinktionswerten der WST-Analyse C, NHEMs auf PS-
Scaffolds

In der Abbildung (Abbildung 17, S.43) deutlich erkennbar, ist der sehr hohe Wert von Puf-
fer mit Laccase. Er ist 3-mal so grof3, wie der kleinste Wert von Dopamin und Laccase
und doppelt so hoch wie der zweitgro3te Wert von der unbehandelten Flache. Kaffeesau-
re mit Laccase ist nur unwesentlich gréRer als Dopamin mit Laccase. Auch ihre Stan-
dardabweichungen Uberschneiden sich. Zwischen diesen Behandlungen ist kein Unter-
schied festzustellen. Die Standardabweichung der Zellen der unbehandelten Flache Utber-
schneidet sich mit keiner anderen. Der Wert ist aussagekraftig. Auch die Abweichung von
Puffer und Laccase Uberschneidet sich weder mit Dopamin und Laccase noch mit unbe-
handelt.
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Abbildung 17 Berechnete Anzahl der Zellen der WST-Analyse A mit Hilfe der Standardkurve

Das Diagramm (Abbildung 18, S.43) zeigt eine hohe Zellzahl bei der unbehandelten Ober-
flache. Sie ist fast doppelt so grof3 wie die Anzahl der Zellen bei Puffer mit Laccase. Die
Standardabweichungen lassen auf einen signifikanten Unterschied schlussfolgern. Es gibt
keine Werte fur Zellzahl von Kaffeesdure mit Laccase und Dopamin mit Laccase da mit

Hilfe der Standardkurven der jeweiligen Behandlung keine Werte berechnet werden konn-

ten
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N
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Abbildung 18 Berechnete Anzahl der Zellen der WST-Analyse B mit Hilfe der Standardkurve
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In dem Diagramm (Abbildung 19, S.44) scheint der Vorteil einer Behandlung bei Puffer mit
Laccase zu liegen. Es sind 4-mal so viele Zellen vorhanden als bei der unbehandelten
Oberflache. Der grof’e Wert von Puffer mit Laccase ist allerdings mit einen sehr grof3en
Standardabweichung behaftet und kdénnte so um fast um die Halfte des eigentlichen Wer-
tes schwanken. Trotz dieser groRen Abweichung, kommt es zu keinen Uberschneidungen

mit dem anderen Wert. Puffer und Laccase bringt in diesem Fall den gréeren Vorteil.
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20000 — 1 B unbehandelt (7000)
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0
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Zellzahl pro Loch

Abbildung 19 Berechnete Zellzahl der Zellen der WST-Analyse C mit Hilfe der Standardkurve

5.6 Bestimmung der Melaninproduktion

5.6.1 Melaninproduktion von NHEMs auf PS-Oberflachen

Die Abbildung (Abbildung 20, S.45) zeigt eine erhohte Zahl der Zellen bei allen Behand-
lungen mit Substraten und Laccase sowie Plasma. Den groRten Wert erreicht L-DOPA mit
Laccase. Zu Uberschneidungen kommt es nur mit Plasma, hier ist keine préazise Aussage
moglich. Dagegen lasst sich eine deutlich bessere Wirkung im Vergleich zu den anderen
Substraten, nur zur Laccase und der unbehandelten Flache schlussfolgern. Die Stabw
von Dopamin mit Laccase reicht nach unten sehr nah an Kaffeesdure mit Laccase heran.
Die Beiden koénnten also sehr ahnliche Effekte haben. Auch hier kommt eine Uberschnei-
dung mit Plasma zustande. Kaffeesaure mit Laccase erzeugt einen sehr stabilen Wert mit
einer sehr kleinen Stabw. Auch das Ergebnis des unbehandelten PS sicher. Durch die die
Abweichung von Puffer mit Laccase, kommen sich die Werte jedoch relativ nahe. Trotz-
dem kann von einem kleinen Vorteil auf Seiten von Puffer mit Laccase ausgegangen wer-
den.
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Abbildung 20 MW und Stabw der Anzahl an gezéhlten NHEMs in einer PS-6-Lochplatte
(Lochflache 9,6 cmg?)

Mit einem Bestimmtheitsmall R? von 0,9971 ist die Gerade aussagekraftig.
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Abbildung 21 Standardkurve aus der Verdinnungsreihe des synthetischen Melanins fur den
Versuch NHEMs in einer PS-6-Lochplatte



46 Ergebnisse

Auffallig bei dieser Abbildung (Abbildung 22, S.46) sind die Werte der unbehandelten Fla-
chen und der Flachen die mit Puffer und Laccase behandelt wurden. Bei Beiden fallt die
Stabw in den negativen Bereich ab. Im Rahmen des Messfehlers muss davon ausgegan-
gen werden, dass hier kein Melanin produziert wurde. Den hochsten Wert erreichte in
diesem Versuch L-DOPA mit Laccase. Er verliert jedoch durch seine relativ grofte Stabw
einen Teil seiner Position, da es zu Uberschneidungen mit Dopamin und Laccase kommt.
Auch bei Plasma ist das Resultat durch die grofte Streuung nicht stabil. Nach unten kann
die Konzentration fast bis auf null fallen. Es lberschneidet sich zudem mit jedem anderen

Wert des Diagrammes. Ein in sich sicheres Ergebnis stellt Kaffeesaure mit Laccase dar.
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Abbildung 22 Berechnete Menge Melanin in 150 pl Lysat von NHEMSs in PS-6-Lochplatten

Die Analyse des Diagrammes (Abbildung 23, S.47) zeigt, dass die Behandlung mit L-
DOPA und Laccase sowie Dopamin und Laccase zwar die héchste Menge Melanin pro
Zelle erreichen aber die grofien Standardabweichungen auf keine stabilen Werte schlie-
Ren lasst. Zwar kdnnen die Konzentrationen noch um einiges steigen, allerdings besteht
auch die Méglichkeit, dass sie auf das Niveau von Kaffeesdure mit Laccase fallen. Dieser
Wert ist sehr stabil. Die Stabw von Plasma hingegen gleicht der der ersten Beiden Be-
handlungsvarianten. In bestimmten Fallen kdnnte der Wert sogar bis auf kurz vor null fal-
len, was so gut wie keiner Melaninproduktion der Zelle entspricht. Die Mengen an Melanin

bei der unbehandelten Oberflache und Puffer mit Laccase sind zum einen sehr klein, zum
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anderen reichen ihre Stabw bis in den negativen Bereich. Es ist davon auszugehen, dass

sie Melaninproduktion gegen null geht oder sogar kein Melaninproduziert wird.
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Abbildung 23 Berechnete Menge Melanin pro Zelle von NHEMs in PS-6-Lochplatte

5.6.2 Melaninproduktion von HMs auf PS-Oberflachen

Das Diagramm (Abbildung 24, S.48)Abbildung 24 zeigt, dass im Vergleich zur unbehan-
delten Oberflache alle verwendeten Modifikationen zu einer erhdhten Zellzahl im Loch
fuhren. Da jedoch die Werte sehr dicht beieinander liegen, sind durch die Stabw keine
genaueren Aussagen moglich. Die Abweichung von Puffer mit Laccase ist zudem so
grof3, dass die Mdglichkeit besteht, dass diese Modifikation nur eine kleine Verbesserung
im Vergleich mit der unbehandelten Flache bringt. Alle anderen Werte liegen deutlich tber
dem nativen PS. Der Wert der nicht modifizierten Oberflache ist nur unter Vorbehalten zu
betrachten, hierbei handelt es um Ergebnisse, die nur aus zwei Ausgangswerten generiert

wurden.
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Abbildung 24 MW und Stabw der Anzahl an gezahlten HMs in einer PS-6-Lochplatte (Loch-
flache 9,6 cm?)

Mit einem Bestimmtheitsmal’ von 0,9846 ist die Gerade aussagekraftig.
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Abbildung 25 Standardkurve aus der Verdinnungsreihe des synthetischen Melanins flr den
Versuch HMs in einer PS-6-Lochplatte
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Die Behandlungen der Oberflache zeigen eine Erhéhung der Extinktion (Abbildung 26,
S.49). Ein Vergleich von Kaffeesdure und Laccase mit L-DOPA und Laccase sowie Do-
pamin und Laccase ist nicht mdglich, da ihre Stabw ineinander lbergehen. Es ist jedoch
ein Unterschied zwischen L-DOPA mit Laccase und Dopamin mit Laccase festzustellen.
Zweiteres zeugt eine hohere Extinktion. Puffer mit Laccase erreicht bei diesem Versuch
den kleinsten Wert, der sich deutlich von den anderen Behandlungsvarianten unterschei-
det. Plasma und die unbehandelte Oberflache bewegen sich auf einem ahnlichen Niveau,
wobei keine signifikanten Unterschiede festzustellen sind. Es ist zu beachten, dass der
Mittelwert der unbehandelten Oberflache nur auf zwei Ausgangswerten beruht und das

Resultat in diesem Falle eher fragwurdig zu betrachten ist.
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Abbildung 26 Berechnete Menge Melanin in 150 pl Lysat von HMs in PS-6-Lochplatten

Die in der Abbildung (Abbildung 27, S.50) aufgetragenen Werte von Puffer mit Laccase
und Plasma reichen mit ihren Stabw bis in den negativen Bereich. Da diese Resultate
extrem unstabil sind, kénnen sie in diesem Zusammenhang bestenfalls qualitativ bewertet
werden. Die Gegenuberstellung der verbliebenen Ergebnisse zeigt ein sehr ahnliches
Niveau der Werte. Bei den Stabw kommt es Uberall zu Uberschneidungen, wodurch keine
Aussage uber Vorteile getroffen werden kénnen. Da die Durchschnittswerte bei der unbe-
handelten Oberflache nur aus zwei Datenpunkten bestehen, ist das Ergebnis nur unter

Vorbehalten zu betrachten.
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Abbildung 27 Berechnete Menge Melanin pro Zelle von HMs in PS-6-Lochplatte

5.6.3 Melaninproduktion von NHEMs auf PS-Scaffolds

Die im Diagramm (Abbildung 28, S.51) abgebildeten Werte sind zum grofiten Teil nicht
aussagekraftig. Puffer und Laccase erreicht die héchste Anzahl an Zellen, danach folgen
die Unbehandelte Oberflache sowie Dopamin mit Laccase. Die hohen Stabw von Puffer
mit Laccase und Dopamin mit Laccase fuhren allerdings dazu, dass sich die drei grofdten
Werte in ihren Ergebnissen Uberlappen und keine klare Schlussfolgerung zulassen. Nur
der kleinste Wert von Kaffeesaure mit Laccase, der 15-mal kleiner ist als der hdchste

Wert des Diagrammes ist zu allen anderen Werten signifikant.
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Abbildung 28 MW und Stabw der Anzahl an gezahlten NHEMs in einem 12-Loch-PS-Scaffold
von Versuch MelaninA

Kaffeesdure mit Laccase besitzt in dieser Abbildung (Abbildung 29, S.52) den héchsten
Wert. Durch seine starke Stabw, ist diese Zellanzahl sehr ungenau. Die Abweichung tGber-
lappt sich zudem mit dem nachst kleinerem Wert von Dopamin mit Laccase. Die unbe-
handelte Oberflache ist erreicht in diesem Versuch das kleinste Ergebnis. Dieses ist zwar
klar von den beiden héchsten Werten abtrennbar, jedoch nicht vom nachst groRReren Er-
gebnis von Puffer und Laccase. Dieser wiederum kann klar von Kaffeesaure mit Laccase

und Dopamin mit Laccase unterschieden werden.
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Abbildung 29 MW und Stabw der Anzahl an gezahlten NHEMs in 12-Loch-PS-Scaffold von
Versuch MelaninB

Das Bestimmtheitsmal} R? der Geraden, deutet auf eine zuverlassige Regression hin.
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Abbildung 30 Standardkurve aus der Verdinnungsreihe des synthetischen Melanins fiir den
Versuch NHEMs in 12-Loch-PS-Scaffold



Ergebnisse 53

Die Variante der unbehandelten Oberflache besitzt hier den grof3ten Wert (Abbildung 31,
S.53). Die Stabw Uberlappt sich allerdings mit dem zweitgrof3ten Wert, Dopamin mit Lac-
case. Eine Festlegung auf eine bessere Modifizierung ist somit an dieser Stelle nicht mog-
lich. Zwischen den Werte von unbehandelt und Puffer mit Laccase kommt es zu keinen
Uberschneidungen. Dafiir liegt die Abweichung von Dopamin mit Laccase und Puffer mit
Laccase sehr nah beieinander. So scheint es keine genaue Trennung zwischen ihnen zu
geben. Auch der Wert vom kleinsten Ergebnis Kaffeesaure mit Laccase zeigt eine Auffal-
ligkeit. Zwar lasst er sich klar von den Anderen abgrenzen, jedoch reicht durch die kleine
Extinktion seine Stabw bis auf 0. Im Rahmen der Messfehler kénnt geschlussfolgert wer-

den, dass hier kein Melanin von den Zellen produziert wurde.

Melanin pro Loch_MelaninA

0,40
0,35
— n=4
30,30
n
3
= 0,25 B unbehandelt (0,27)
=
8 0,20 B Kaffeesdure+Laccase (0,03)
—
o .
2 Dopamin+Laccase (0,2)
o
c 0,15
‘c M Puffer+Laccase (0,1)
(1}
< 0,10
=
0,05
0,00

Behandlung

Abbildung 31 Berechnete Menge Melanin in 150 ul Lysat von NHEMSs in 12-Loch-PS-Scaffold
far Versuch MelaninA

Kaffeesaure mit Laccase erreicht in dieser Darstellung (Abbildung 32, S.5452) den hochs-
ten Extinktionswert. Allerdings sind die Messwerte sehr inhomogen und somit von den
restlichen Werten nicht abgrenzbar. Die Resultate von Dopamin mit Laccase und Puffer
mit Laccase liegen dicht beieinander. Der kleinste Wert wird auf der unbehandelten Ober-
flache erreicht. Die Varianz der Messwerte ist zu hoch um eine verlassliche Schlussfolge-
rung aus den Ergebnissen zu ziehen, auch wenn tendenziell hdhere Werte auf den be-

handelten Oberflachen gefunden werden.
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Abbildung 32 Berechnete Menge Melanin in 150 pl Lysat von NHEMs in 12-Loch-PS-Scaffold
fur Versuch MelaninB

In diesem Experiment (Abbildung 33, S.55) erreichte die unbehandelt Variante den hochs-
ten Wert. Er liegt sehr dicht bei dem Wert fur Dopamin mit Laccase. Auch die Stabw der
beiden Behandlungsmethoden nehmen ein ahnliches Ausmaf an und Uberschneiden sich
deshalb. Es kann nicht mehr festgestellt werden, welche der Modifikationen den groften
Vorteil bringt. Beide Ergebnisse grenzen sich deutlich von Puffer mit Laccase ab. Dieser
Wert liegt nur bei der Halfte der beiden groferen. Der Balken von Kaffeesaure mit Lacca-
se wurde im Diagramm nicht aufgeflihrt da auch nach Einberechnung der Zellzahl die

voneinander stark abweichenden Messwerte eine Auswertung nicht erlauben.
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Abbildung 33 Berechnete Menge Melanin pro Zelle von NHEMs in 12-Loch-PS-Scaffold fur
Versuch MelaninA

In der Abbildung(Abbildung 34, S.56) besitzt die Behandlung Puffer mit Laccase den
hochsten Wert. Die grof3e Streuung der Messwerte fuhrt aber dazu, dass diese nicht deut-
lich von Kaffeesdure mit Laccase und unbehandelt unterschieden werden kann. Es damit
nicht moglich Uber einen Nach- oder Vorteil zwischen diesen zu entscheiden. Die einzige
Aussage die aus dieser Abbildung getroffen werden kann ist, dass ein erkennbarer Unter-

schied zwischen Puffer mit Laccase und dem kleinsten Wert, Puffer mit Laccase, besteht.
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Abbildung 34 Berechnete Menge Melanin pro Zelle von NHEMs in 12-Loch-PS-Scaffold fur
Versuch MelaninB
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6 Diskussion

6.1 Wachstum von MSCs auf PS

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit Substraten und Laccase einen deutli-
chen Vorteil gegenuber einer unbehandelten Flache bringt. Auch die Anwendung ohne
Substrat bringt eine Verbesserung des Wachstums, jedoch in geringeren MaRR wie mit
Substrat.

Gut auf den Ausschnitten nach 2 Tagen zu erkennen sind die Unterschiede zwischen ei-
ner behandelten PP-Oberflachen und dem nativen PP. Nicht nur das sich auf den modifi-
zierten Flachen mehr Zellen niedergelassen haben, die Morphologie der Zellen lasst auch
darauf schlieRen das die MSCs an diesen Stellen vitaler sind. Der Vergleich der verwen-
deten Substrate mit der Laccase ist kein grof3er Unterschied zu erkennen. Der Ausschnitt
der nur mit Laccase behandelt wurde scheint weniger stark mit Zellen bewachsen, die
sich aber in ihrer Gestalt nicht von den Substrat-behandelten Flachen unterscheidet. Die
reine Verwendung von Laccase erzielt bessere Resultate als die native PP-Oberflache.
Die Bilder, die nach 3 Tagen aufgenommen wurden, zeigen eine deutliche Veranderung
im Vergleich zum Vortag. Auf allen Ausschnitten ist ein Wachstum der Zellen zu verzeich-
nen. Der Substrat-modifizierte Untergrund ist fast vollstandig mit Zellen bedeckt. Auf der
mit Laccase behandelten Oberflaiche haben die MSCs ca. die Halfte des Ausschnittes
Uberwachsen. Auch die Zellen auf dem unbehandelten Platten haben begonnen sich zu
vermehren, auch zeigen sie eine Verbesserung ihrer Morphologie. An den Stellen, an
denen nach dem Aussden mehr Zellen adhéarierten, ist natirlich eine stirkere Uberwach-
sung mit Zellen zu erkennen. Es ist allerding festzustellen, dass die verwendeten MSCs
eine allgemein starke Vermehrungsrate zeigen. Vor allem das Verhalten der MSCs auf
dem unbehandelten PS ist hervorzuheben. Die MSCs scheinen sich sehr gut an die un-
glnstigeren Oberflachen anzupassen. Gerade im Vergleich mit NHEMs, welche auch
nach mehreren Tagen unter diesen Umstanden eine schlechtere Morphologie und Prolife-

ration aufweisen.
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6.2 Wachstum von NHEMs auf PP und PS

Die Verwendung von Laccase mit Substraten fihrt zu einer erkennbaren Verbesserung
des Wachstums von NHEMs auf den behandelten Oberflachen. Besonders zuverlassig

sind die Substrate L-DOPA und Dopamin in Verbindung mit Laccase.

Die Auswertung der Bilder lasst verdeutlicht, dass sich die kombinierte Behandlung mit
Substrat und Laccase positiv auf die Adhasion der Zellen auf einer PP-Oberflache aus-
wirkt. Vor allem unterstiitzend wirken L-DOPA und Dopamin, auf deren Flachen die Zellen
gleichmaRig verteilt sind. Der Vergleich von unbehandelter Flache und mit Laccase be-
handelter Flache Iasst keine ersichtlichen Unterschiede erkennen. Die Resultate der
Quantifizierung unterstitzen diese Aussage uber den positiven Effekt der Laccasebe-
handlung in Verbindung mit Substraten. Der Wert fiir Kaffeesdure und Laccase zeigt eine
hoher Dichte der Zellen im gemessenen Bereich verglichen zum unbehandeltem PP. Al-
lerdings verliert diese Aussage bei Betrachtung der enormen Standardabweichung, die
fast so grof wie der Mittelwert selbst ist, wieder an Kraft. Auch bei L-DOPA und Dopamin
sind die Standardabweichungen ahnlich des Wertes non Kaffeesaure, jedoch sind die
Mittelwerte doppelt so grof. Dadurch entsteht ein signifikanter Unterschied zur unbehan-
delten Oberflache. Somit l18sst sich schlussfolgern, dass diese Art der Modifikation einen
reproduzierbar, positiven Vorteil bringt. Die Behandlung nur mit Laccase wirkt sich bei PP
als Material nicht aus. Die Mittelwerte und Standardabweichungen liegen auf einem ahnli-

chen Niveau.

Der Vergleich der zwischen den unterschiedlichen Kunststoffen auf denen die NHEMs
gewachsen sind zeigt ahnliche Beobachtungen bezogen auf die Art der Behandlungen.
Werte der unbehandelten Oberflachen zeigen dasselbe Ergebnis. Es sind an diesen Stel-
len der Polymere nur wenige NHEMs adhariert und die Werte schwanken stark. Ein Un-
terschied lasst sich bei Kaffeesaure mit Laccase feststellen. Die Zellen wachsen auf der
PS-Oberflache besser als auf behandelten PP. Auch ist festzustellen, dass die Stan-
dardabweichung im ersten Fall vorteilhafter ist. So scheint die Behandlung mit Kaffeesau-
re und Laccase auf PS einen starkeren und auch stabileren Effekt auf die NHEMs zu ha-
ben. Bei L-DOPA mit Laccase und Dopamin mit Laccase ist festzustellen, dass sich diese
beiden Modifikationen nicht voneinander unterscheiden. Sowohl die MW als auch die
Stabw liegen auf einem sehr ahnlichen Niveau. Die Gegenuberstellung der unterschiedli-
chen Kunststoffe zeigt jedoch, dass sie Behandlung auf Polystyrol stabilere Resultate
erzeugt. Der Vergleich von Dopamin mit Laccase und Dopamin ohne Laccase zeigt einen
Vorteil auf Seite der enzymatischen Reaktion. Zum einen erzeugt die Behandlung mit

Laccase hohere Werte, zum anderen sind die Werte auch stabiler. Die lasst sich durch die
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Fahigkeit des Dopamins zur Eigenpolymerisation erklaren. Dopamin oxidiert trotz dieser
geringen Konzentration unter Luftsauerstoff von alleine. Diese Reaktion bendtigt aller-
dings mehr Zeit. Auf der Oberflache bilden sich verteilt Stellen die modifiziert sind und
einige Stellen an denen noch keine Polymerisation stattgefunden hat. In der Behand-
lungsdauer hat die Laccase im Gegenteil dazu schon nach kurzer Zeit das Dopamin um-
gesetzt und die Oberflache gleichmaRig verandert. Dadurch kommt es zu einer einheitli-
chen Ausbreitung der Zellen und so zu besseren und stabileren Ergebnissen. Die Gegen-
Uberstellung der Resultate der Behandlungen mit Puffer und Laccase zeigt, dass auf PP
kein Verbesserung zu beobachten ist. Der Wert liegt zuverlassig auf einem Niveau mit
dem unbehandelten PP. Hingegen scheint die Modifikation mit Puffer und Laccase das
Wachstum auf der Oberflache zu beglnstigen. Allerding ist auch hier eine ungleichmafi-

ge Verteilung der Zellen zu erkennen, da die Stabw sehr grof ist

6.3 WST-Analyse

6.3.1 WST-Analyse von Zellen auf Oberflachen

Die enzymatische Behandlung von PS-Oberflachen verbessert deutlich die Aktivitat der
Zellen. Besonders in Verbindung mit verschiedenen Substraten zeigen diese Modifikatio-

nen, dass sie mit einer plasmabehandelten Oberflache vergleichbar sind.

Der Vergleich der WST-Ergebnisse von NHEMs und HMs zeigt einen Unterschied in der
Wirkung der einzelnen Behandlungen auf die Zellen, Die Auswertung der Extinktionsdaten
der NHEMs zeigt eine Erhéhung der Werte vor allem bei den Zellen die auf Oberflachen
wuchsen die mit Substrat und Laccase oder Plasma behandelt wurden. Ebenfalls ist ein
erhohter Wert bei den Zellen, die auf der Oberflache mit Puffer und Laccase wuchsen, zu
erkennen. Durch diese Ergebnisse ist auf eine allgemein auf verstarkte mitochnodrielle
Aktivtaten, im Vergleich zu NHEMs die auf einer unbehandelten Oberflache wuchsen,
festzustellen. Zwar zeigt sich ein ahnliches Bild bei den HMs, jedoch sind die Abgrenzun-
gen zwischen den einzelnen Behandlungen nicht so deutlich. Zudem lasst sich sagen,
dass die Extinktionswerte gesamt bei den HMs geringer sind. Das bedeutet, dass die Zel-
len weniger WST umsetzen konnten und die HMs somit eine geringere mitochnodrielle
Aktivitat besitzen. Grundsatzlich |18sst sich jedoch sagen, dass die WST-Analyse eine er-
hdhte Aktivitdt der Zellen auf den mit Substrat und Laccase behandelten Oberflachen
zeigt. Sowohl fir NHEMs als auch fir die HMs.
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6.3.2 WST-Analyse mit NHEMs auf Scaffolds

Werden die Resultate der WST-Analyse auf Oberflachen als Grundlage fiir die Untersu-
chung der Aktivitat auf Scaffolds genommen, so ist ebenfalls von einer Verbesserung der

Werte auf den Laccase-behandelten Matrizen auszugehen.

Der Vergleich der Diagramme zeigt grof3e Unterschiede innerhalb eine Behandlungsvari-
ante und auch bei den Verhaltnissen der Werte eines Diagrammes. So zeigt die Gegen-
Uberstellung des kleinsten Wertes aus Versuch A, dass selbst mit Berticksichtigung der
Standardabweichung dieser noch gréRer ist, als der grofdte Wert mit Standardabweichung
bei Diagramm B. Da bei diesen Versuchen dieselbe Passage der Zellen verwendet wur-
de, sollte davon ausgegangen werden kénnen, dass sich die Extinktionsergebnisse der
auf einem ahnlichen Niveau einfinden. Da jedoch die Zellen unterschiedliche Bedingun-
gen wahrend ihrer Kultivierung erfahren haben kdnnen, ware dieses Resultat noch ver-
tretbar. Aber selbst unter diesen Voraussetzungen ware zu erwarten, dass die Verhaltnis-
se zwischen den einzelnen Behandlungen, nicht zu sehr voneinander abweichen. So lasst
sich bei Abbildung A keine Aussage Uber die Vorteile von Modifikationen treffen, wohin-
gegen bei Abbildung B ein eindeutiger Vorteil bei Puffer mit Laccase und unbehandelten
Scaffolds liegt. Festzustellen ist, dass die Behandlungen bei denen ein Substrat anwe-
send war, bei allen Versuchen dicht bei einander liegen und dass durch die entsprechen-
den Standardabweichungen keine Unterscheidungen zwischen den beiden zulassen. In
den Fallen in denen eine eindeutige Aussage getroffen werden kann, liegen die Werte von
Puffer mit Laccase und der unbehandelten Flache immer vor den Modifikationen mit Kaf-

feesaure und Dopamin.

Die Auswertung der Abbildungen zur Anzahl der Zellen pro Scaffold ist nur bei Versuch A
mdglich. Bei der Berechnung der anderen beiden Versuche fielen die Extinktionen von
Kaffeesaure mit Laccase und Dopamin mit Laccase unter den Bereich der von den Stan-
dardkurven dargestellt war. Die dadurch entstanden Werte sind nicht verwendbar. Der
Vergleich der Extinktionswerte und der Zellanzahl von Versuch A zeigt ein &hnliches Bild,
allerdings haben sich die Verhaltnisse der Werte untereinander verandert. Vor allem Puf-
fer mit Laccase ist jetzt doppelt bzw. 3-mal so gro3 wie die restlichen Varianten. Dies liegt
aber wahrscheinlich an dem etwas anderem Verlauf der Regressionsgeraden. Die Dia-
gramme B und C der Zellanzahl spiegeln ihre Extinktionswerte anndhrend wieder. Auffal-
lig im Diagramm von Versuch C ist, dass die Anzahl der Zellen noch kleiner ist als die
Menge die auf das Scaffold zu Beginn ausgesat wurde. Das wirde jedoch bedeuten, dass
bei diesem Versuch in den unbehandelten Scaffolds die Mortalitat der Zellen gréRer war

als ihre Proliferation.
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Die Annahme von Ubertragebaren Ergebnissen von Oberflachen auf Scaffolds konnte
nicht bestatigt werden. Trotz gleicher Bedingungen und eine zusatzliche Auswertung mit
Standardkurven der einzelnen Behandlungen sind die erhaltenen Resultate weder aussa-
gekraftig noch scheinen sie reproduzierbar. Ein Grund fiir diese Uberraschenden Ergeb-
nisse konnte ein Problem sein, das wahrend der Kultivierung der Zellen aufgetreten ist.
Problematisch ist, dass aufgrund der Struktur des PS eine Kontrolle der Zellen unter dem
Inversmikroskop mit normalem Durchlicht nicht méglich ist. Die Zellen kénnen nur durch
eine Fixierung mit anschlieBender Farbung sichtbar gemacht werden. Dies stellt jedoch
nur eine Momentaufnahme des aktuellen Zustandes der Zellen dar. Auch die Kontrolle in
der PS-Platte ist in diesem Fall nicht hilfreich.

6.4 Bestimmung der Melaninproduktion

6.4.1 Bestimmung der Melaninproduktion auf Oberflachen

Da es sich bei den verwendeten Zellen unteranderem um nicht vollkommen ausdifferen-

zierte Melanozyten handelt, ist ein Unterschied in der Melaninproduktion zu erwarten.

Beim Vergleich der beiden Zelllinien auf behandelten Oberflachen lassen sich vor allem
bei der Anzahl der Zellen ahnliche Ergebnisse erkennen. Zwar wurden beim Versuch mit
HMs weniger Zellen gezahlt, allerdings scheinen die unterschiedlichen Modifikationen auf
die verschiedenen Zelllinien dieselben positiven Effekte zu haben. Besonders auffallig bei
den HMs ist, dass die bestimmten Anzahlen der Zellen durchgangig unter der Anzahl der
ausgesaten Zellen liegen. Zudem sind die Schwankungen der Werte hier héher. Das
kodnnte daran liegen, dass die HMs noch nicht vollstandig ausdifferenziert sind und daher
empfindlicher auf Oberflache reagieren. Die Gegenlberstellung der Melaninmengen pro
Loch, zeigt dagegen Unterschiede in der Syntheseaktivitat der Zellen. Bei den NHEMs
wird dort mehr Melanin produziert, wo sich auch mehr Zellen befinden. Bei den HMs hin-
gegen bedeuten mehr Zellen nicht zwangslaufig eine héhere Ausbeute. Auch bei der Me-
laninmenge pro Zelle sind deutliche Unterschiede erkennbar. So zeigt sich bei den
NHEMs, dass die Behandlungen mit Substrat und Laccase zu einer Verbesserung der
Synthese pro Zelle bewirkt. Leider ist kann durch die groRe Standardabweichung bei den
Zellen der unbehandelten Oberflache und Puffer mit Laccase kein Vergleich mit diesen
Werten gezogen werden. Bei den HMs liegen die Werte auf einem sehr dhnlichen Niveau.
Hier kann also keine Schlussfolgerung auf den endgultigen Effekt einer Behandlung ge-
schlossen werden. Die hohen Standardabweichungen der Werte der Zellen von Puffer mit

Laccase und Plasma lassen hier ebenfalls keinen Vergleich zu. Auch fur die durchgehend
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ahnlichen Konzentrationen pro Zelle der HMs kann die unvollstandige Differenzierung
verantwortlich gemacht werden. Bei diesen Experimenten spielen sehr viele verschiedene
Faktoren eine Rolle, so dass die beiden aus den vorangegangenen Ergebnissen deutlich
gewordenen Unterschiede hier zu sehr starken Abweichungen fiihren. Die Melaninproduk-
tion kann sowohl von der Zellzahl, der Wachstumsdauer, der Fitness der Zellen und der
Zelldichte abhangen. Bei gleichzeitiger Variation aller Parameter muss es zu Schwierig-

keiten bei der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse kommen.

Allgemein kann bei zweidimensionalen Kulturen gesagt werden, dass bei den NHEMs
eine klare Verbesserung der Melaninproduktion der Zellen, durch eine Behandlung mit
Substraten und Laccase, erreicht werden kann. Der Test bei den unvollstéandig differen-
zierten HMs scheint dagegen noch nicht ausgereift und kdnnte in weiteren Experimenten

untersucht werden.

6.4.2 Bestimmung der Melaninproduktion auf Scaffolds

Die bereits erwahnten Schwierigkeiten bei der Melaninproduktion auf Oberflachen werden
auch die Untersuchungen auf den Scaffolds erschweren. Besonders die bereits oben ge-
nannten Probleme in Bezug auf die Entwicklung der Zellen wahrend der Kultivierung wer-

den eine Auswertung der Daten noch weiter erschweren.

Der Vergleich der ausgezahlten Zellen von beiden Versuchen zeigt grofle Unterschiede.
Beispielsweise besitzt die unbehandelte Flache im Versuch A den zweitgroRten Wert. Bei
Experiment B jedoch steht diese Variante an letzter Stelle. In Experiment B besitzt Kaf-
feesdure mit Laccase den hochsten Wert an Zellen. Obwohl hier die Stabw sehr hoch ist,
Fallt das Ergebnis von Kaffeesdure mit Laccase im Versuch A noch weit darunter. Diesel-
ben Resultate werden bei der Gegenlberstellung der anderen Behandlungen erreicht.
Werden nun die Ergebnisse der Melaninproduktion auf PS-Oberflachen als Vergleich da-
zu gezogen, kann festgestellt werden, dass hier trotz unterschiedlicher Zelltypen und
Passagen der Zellen, dennoch &hnliche Verhaltnisse zwischen den einzelnen Behand-
lungsmethoden zu erkennen sind. So sind hier die héheren Zellzahlen bei den Substraten
in Verbindung mit Laccase zu finden. Zum Beispiel hat L-DOPA mit Laccase in beiden
Fallen den héchsten Wert. Auch steht die Plasmabehandlung bei beiden Versuchen an
zweiter Stelle. Die unbehandelte Flache hat sowohl bei den NHEMs als auch bei den HMs
die kleinste Zellzahl. Bei der Anzahl der Zellen des Scaffoldversuches ist aulerdem her-
vorzuheben, dass diese immer konsequent weit unter den 100000 Zellen pro Scaffold

liegt, die zu Beginn der Versuche ausgesat wurden. Das Problem der unterschiedlichen
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und zu wenigen Zellen liegt mit groRer Wahrscheinlichkeit am Versuch die Zellen aus den
Scaffolds zu Iésen. Trotz einer Inkubationszeit des Trypsins von 15 min bei 37 °C, die
auch von der Herstellerfirma der Scaffolds empfohlen wurde, und zusatzlichen Abklopfen
der Platten mit den Scaffolds, war der Effekt nur gering. Obwohl die Matrizen mehrmals
mit PBS nachgespllt wurden, konnte kein zufriedenstellender Effekt erreicht werden. Es
stellt sich die Frage, in welcher Weise das gesamte Zellmaterial aus dem System entfernt
werden kann. Weiter Ansatze waren mit Hilfe von Ultraschall oder durch die Zerkleinerung
der gesamten Matrize und die anschliefende Lyse der Zellen mit Scaffold. Das Problem
dieser Methoden besteht allerdings darin, dass eine quantitative Bestimmung der Zellen,
wegen ihrer Zerstérung, nicht mehr moglich ist. Auch bei der Auswertung der Melanin-
mengen bezogen auf das gesamte Scaffold zeigen sich groRe Abweichungen zwischen
den Experimenten. Die Zellen der unbehandelten Matrizen haben im Versuch A die
héchste Menge an Melanin produziert, im Versuch besitzen sie den kleinsten Wert. Ge-
nau umgekehrt verhalt es sich bei Kaffeesaure mit Laccase. Im Versuch A wird hier die
kleinste Menge an Melanin synthetisiert, bei Versuch B erreichen sie den groften Wert.
Zudem muss, wie bereits im Ergebnisteil erwahnt, davon auszugehen, dass die Werte von
Kaffeesdure mit Laccase (VersuchA) und unbehandelt (VersuchB) durch ihre Stabw auf
null fallen und eine Produktion von Melanin ausgeblieben ist. Durch die Betrachtung des
Melaningehaltes pro Zelle besteht die Moglichkeit zu zeigen, dass die Zellen nicht nur
mehr Melanin produziert haben, weil es mehr in der Kultur waren sondern auch das die
Zellen mehr produziert haben, weil sie bessere Bedingungen vorfinden. Auch bei dieser
Betrachtung zeigen sich groRRe Differenzen zwischen den Versuchen. Vor allem hervorzu-
heben sind die unterschiedlichen Mengen Melanin pro Zelle zwischen den Versuchen,
trotz derselben Behandlung. Beispielsweise produziert eine Zelle bei Dopamin mit Lacca-
se im Versuch A die doppelte Menge an Melanin als im Versuch B. Hingegen entsteht in
einer Zelle bei Puffer mit Laccase nur ein-drittel der Menge Melanin als bei derselben Be-
handlung im Experiment B. Es ist festzustellen, dass die Zellen aus den Scaffolds im
Schnitt mehr Melanin produzieren, als die Zellen von den zweidimensionalen Oberfla-

chen.

Allgemein lasst sich Uber den Bestimmung des Melaningehaltes in dreidimensionalen
Strukturen sagen, dass sich unter dieser Versuchsdurchfiihrung keine wirklich aussage-
kraftigen Ergebnisse erzeugen lassen. Wie bereits im Vorfeld erwahnt, sollte Uber weitere
Moglichkeiten zur Gewinnung des Zellmaterials aus den Scaffolds nachgedacht werden.
Zellzerstorende Methoden wie bereits vorgeschlagen wirden jedoch eine Berechnung der
des Melaningehaltes pro Zelle verhindern. Die Verwendung einer WST-Analyse mit Stan-

dardkurve konnte eine Variante sein um auf die Anzahl der Zellen zurtickzuschlief3en.
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6.5 Immunfluoreszenz

Die Bilder der Immunfluoreszenz von NHEMs auf den PS-Scaffolds zeigen den Vortell
von dreidimensionalen Strukturen. Struktur des Materials erlaubt den Zellen eine raumli-
che Ausdehnung. Diese erlaubt es den Zellen eine Morphologie auszubilden die ihrer na-

tlrlichen Form im Organismus mehr ahnelt.
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7 Ausblick

Die gewonnen Ergebnisse der Arbeit geben Raum fur weiterfihrende Untersuchungen.
Zum kdénnen die in der Arbeit verwendeten Methoden weiter ausgebaut und verbessert
werden. Eine Suche nach anderen Materialien und Oberflachen, die mit den Substraten
und der Laccase behandelt werden kénnen, ware winschenswert. Dabei waren standar-
disierte Produkte vorteilhaft. Neben den verwendeten Zelllinien der Haut, kdnnten weitere
Arten von Zellen untersucht werden. Vor allem die weitere Untersuchung der MSCs
scheint gerade im Bereich der regenerativen Medizin sehr interessant. Im Bereich der
Hautzellen kdnnte nach Erprobung neuer Scaffolds mit Cokulturen gearbeitet werden um

eine Nachbildung von Hautschichten zu testen.
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8 Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass es durchaus Mdglichkeiten aul3er der konventio-
nellen Plasmabehandlung gibt, hydrophobe Flachen so zu behandeln, dass sie eine
freundlichere Umgebung fur Zellen bieten. Durch eine enzymatische Behandlung wurden
die bereits oben genannten negativen Effekte der Plasmabehandlung ausbleiben. Die
verwendeten Methoden die zur Untersuchung der Zellen verwendet wurden, sind auf
zweidimensionalen Oberflachen sehr wirksam und verlasslich. Jedoch die Anwendung auf
dreidimensionale Strukturen, wie die verwendeten PS-Scaffolds, scheint noch nicht genui-
gend untersucht. Allgemein Iasst sich sagen, dass eine positive Wirkung von Laccase mit
Substraten auf das Wachstum der Zellen gezeigt werden konnte, die auf einer Stufe steht
mit der Behandlung von Oberflachen von Plasma. Die Behandlung von Scaffold besitzt
ein grolRes Potential, sie kann dort ansetzen wo eine Plasmabehandlung von bestimmten

Materialien nicht moglich ist.
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