Schenke-Layland Labor

Tissue Engineering

Definition

Tissue Engineering = Gewebetechnik, Gewebeziichtung

e Interdisziplindres Arbeitsgebiet der Ingenieurs- und Lebensmittelwissenschaften

e Ziel: Entwicklung biologischer Ersatzgewebe zur Unterstiitzung oder zum Ersatz von gescha-
digtem oder ausgefallenem Gewebe

e Regenerative Medizin: endogenes Regenerationspotential (Selbstheilungskrafte des Korpers)
- Verwendung der dabei wirkenden Mechanismen und steuernden Molekiilen

Menschliche
Gewebe und Organe

Testsysteme Organersatz

Transplantationen
Autotransplantation
aus dem eigenen Kérper

Allotransplantation
von einem anderen Menschen

Xenotransplantation
Tiere als Organspender

Prinzip des TE

1. Gewebebiopsie

2. Zellisolation und -vermehrung

3. Zellaussaat auf Matrix (synthetisch oder biologisch)

4. Kultivierung des bioartifiziellen Gewebes (in Bioreak-
toren)

5. Transplantation oder Einsatz als Testsystem
auf Basis humaner Zellen

Bausteine des TEs: Zellen/Zellinteraktionen % ’
Tragerstrukturen/Biomaterialien 4 @
Bioreaktoren

Unterschiedliche Gewebe = unterschiedliche Zelltypen!
Grundbediirfnisse einer Zelle: Bewegung, Nahrung, Dach Gber dem Kopf, Freunde, Schutz
Nachahmung der physiologischen Bedingungen notwendig

Bisher: Aufbau meist einfacher Gewebe ohne Versorgungssystem
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Zellquellen
- Zelllinien
- Primare Zellen
- Adulte Stammzellen
- Embryonale Stammzellen
- reprogrammierte (iPS) Stammzellen

Zelllinien
= immortalisierte Zellen, die sich unbegrenzt teilen kénnen

Herstellung: - Zufdllige Mutation einer Zelle — Tumorzelllinie
- Gezielte Veranderung einer Zelle mit Viren oder Plasmiden

e Viele verschiedene Zelllinien fiir verschiedene Zelltypen kommerziell erhaltlich
e Einfache Kultivierungsbedingungen (glinstig, schnell, reproduzierbar, ...)

e Viele zelltypische Merkmale, Funktionen und Eigenschaften

e Unbegrenzt proliferationsfahig

e Gleichbleibende Qualitat

Aber:

e Veranderte Eigenschaften durch Immortalisierung
e Verdndertes Wachstumsverhalten

e Ergebnisse wenig auf Zellen in Gewebe lbertragbar
e Nicht in vivo implantierbar (kanzerogen!)

e Kontaminierte Zelllinien

Beispiel Hela (Henrietta Lachs; Karyogramm: 82 statt 46 Chromosomen):

- Erste permanente Zelllinie
- 1951 isoliert aus humanen Epithelzellen eines Cervixkarzinoms (Gebarmutterhalskrebs)

- Etablierung des ersten Impfstoffs gegen Kinderlahmung

Je dlter eine Zelle, desto kiirzer ihre Telomere: Einschrankung der Fahigkeit der Zellteilung

Primare Zellen
= aus Gewebebiopsien isolierte Zellen

e Physiologische Eigenschaften der Zellen wie in vivo
e Autolog verwendbar
e Funktionell und ausdifferenziert

Aber:

e Nur begrenzt proliferationsfahig/ begrenzte Lebensdauer in Kultur

e Biopsiematerial nur begrenzt verfligbar

e Qualitat ist vom Spender und von Kultivierungsbedingungen abhangig
e Kultivierung mit Antibiotika

e Oft keine Reinkultur nach Isolation

e Dedifferenzieren in andere Zelltypen

e Veranderung der Zelleigenschaften durch in vitro Kultivierung

Implantatherstellung: priméare Zellen oder Stammzellen
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Zell-Zell-Interaktionen / Zell-Matrix-Interaktionen
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Tragerstrukturen / Biomaterialien

e Kinstliche Matrix

e Biologische Matrix

- Nachbildung der in vivo Verhaltnisse (beschichtete Zellkultur, 3D-Gele, 3D-Elektrospin-
ning: willkiirliche Faseranordnung in einem Hochspannungsfeld einer natiirlichen Pro-
tein-/Polymerlésung)

Bioreaktoren

e Simulationen zur Parametrisierung von Bioreaktoren und zur Analyse von biologischen
Prozessen

e Inkubatorsysteme

e Physiologische Bedingungen fiir verschiedene Gewebe -> Aufpragen von verschiedenen
physikalischen Reizen

Stand der Technik: Implantate

e Knorpelimplantat
Ersatz aus Chondrozyten und Kollagen: klinischer Einsatz
e Hautimplantat
Ersatz aus Fibroblasten/Keratinozyten und Kollagen: klinischer Einsatz
e Zelltransplantationen
adulte Stammzellen fiir die Heilung von Leukdamie, Muskelzellen bei Inkontinenz etc.: klinischer Einsatz

Aktuelle Forschung: kardiovaskuldres (Herz, BlutgefaRsystem) TE

- Herzklappen-TE Aortenklappe
- Kardiovaskuldre Stammzellnische Pulmonalklappe
Kardiomyozyten Regeneration/Ersatz

Anatomie der Herzklappen:

- Segelklappen: Trikuspidal- (rechts) und Mitralklappe
- Taschenklappen: Pulmonal- und Aortenklappe
- Erndhrung hauptsachlich tber Diffusion

Herzklappenentwicklung EMT: Epithelial (Endocardial) to Mesenchymal Transformation
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Morphologie:

Diastole

ke

ibrosa hauptséachlich
Spongiosa hauptsachlich Glykosaminoglykane
Ventrikularis hauptsé&chlich Elastin

Hauptkomponenten der Herzklappen:
- Zellen: - Endothelzellen -> bieten Thromboseresistenz, Entziindungsmediatoren
- Interstitialzellen -> Synthese und Umbau der ECM
- ECM: - Elastin -> Elastizitat wichtig fiir Offnungs- und SchlieRmechanismus

- Glykosaminoglykane (GAGs)
-> dampfen wahrscheinlich die Scherung zwischen Ventrikularis & Fibrosa ab

- Kollagene -> bieten Festigkeit und Steifheit; wichtig fiir gute Abdichtung
Herzklappenfehler:

- 15% angeboren

- 85% erworben: hauptsachlich linke Herzhalfte betroffen
-> stdrkere mechanische Belastung aufgrund der hoheren Driicke (Mitralklappe 60%,
Aortenklappe 15%)

Herzklappenerkrankungen:

Klappenverengung (Stenose) Klappeninsuffizienz

normale Aortenklappen-

Aortenklappen  stenose P i

Herzklappenersatz Limitationen

mechanisch Thrombogen, _
ﬁ::emg;f;':gz‘;’” @ Problem vor allem in Pidiatrie Er-
sehrinfektionsanfallg T satzklappen:

bioprosthetisch Geringe Lebensdauer MY - Wachsen nicht mit
Verkalkung = Stenose
& mechanische Ermiidung, @ - Reparieren sich nicht
mmunosen ‘ - Keine Méglichkeit zum Remodelling

-> noch kein idealer Ersatz gefunden
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- >Tissue Engineering
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Zellquellen:

e Mikrovaskulare Endothelzellen (mECs)
= |solation aus Haut- oder GefaBbiopsaten (z.B. Vena saphena)
e Glatte Muskelzellen
= |solation aus GefdRbiopsaten
e Mesenchymale Stammzellen (MSCs)
= |solation aus Knochenmark, Blutplasma und Fettgewebe
e Endotheliale Progenitorzellen (EPCs)
= |solation aus Blut, Nabelschnurblut

Tragerstrukturen:

e Dezellularisierte, xenogene Trédgerstrukturen (porzine Herzklappen, Rinderperikard)
= Einfach zu produzieren
*  Aber: Ubertragung von Krankheiten; ethische Bedenken
e Biokompatible, synthetische Tragerstrukturen (Polymere: PCL, PCA, PU, ...)
= Einfach zu produzieren und sterilisieren
= Kein Krankheitsrisiko
= Aber: kein dynamisch & chemisch stimuliertes Umfeld

Optimal sind Hybridmatrices:
= Kombination nattrlicher (biologischer) Materialien mit stabilen Polymere/ECM-Proteine
Implantationstechniken:

Minimal-invasiv vs Operation am offenen Herzen
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Perfekt geziichtete Herzklappe

° , die sowohl in Endothelzellen als auch in Matrix-produzierende
Interstitialzellen differenzieren kénnen

e Richtige Zusammensetzung der Tragerstruktur: (Kollagene, PGs, Elastin)

o Zugesetzte im Medium: wichtig fir Valvulogenese, helfen Zelle in den

richtigen Phanotyp zu differenzieren
° , die zur gewlinschten Differenzierung und ECM-Bildung anregen

Anwendungen des Tissue Engineering

Testsysteme

=  Ersatz zu Tierversuchen
=  Simulation physiologischer Barrieren & Aufklarung zelluldrer Mechanismen
* Verbesserte Ubertragbarkeit durch humane Zellen

Implantate

= Verringerte Wartezeit
= Verminderte AbstofBungsreaktion durch patienteneigene Zellen

Aspekte der 3R

Reduction Reduzierung von Tierversuchen auf ein Minimum)

Refinement (Verbesserung der Bedingungen fiir Tiere)

Replacement (Ersetzen von Tierversuchen)

2007: REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical substances)
2009: EU-Verbot fiir Einsatz von Tierversuchen fiir Kosmetika-Tests

ECVAM (European Centre fort he Validation of Alternative Methods)

Griinde fiir und gegen alternative Methoden zu Tierversuchen

,Wissenschaftliche
Criinde”

REACH 3R's Ethische Bedenken

7th amendment to Offentliche Meinung
the Cosmetic
Directive

Hindernisse
Regulatorische

Barrieren Verfiigbarkeit Hoher Preis
Qualitit der Modelle
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= Eine automatisierte Herstellung von in vitro Modellen kdnnte diese hauptsachlichen Hinder-
nisse aus dem Weg rdaumen

Tissue-Engineerte Haut als Testsystem

Zellexpansion Zellisolation:

Testsystem

SRl
o oy

Herstellung:

Tag O Tag 7 Tag 21

Krankheitsmodelle

Darmtestsysteme

= Auf Basis von Caco-2-Zellen (Zelllinie aus einem Dickdarmkarzinom; 2D) und humanen En-
dothelzellen (3D)

= 2D vs. 3D Testsysteme: Permeabilitatsstudien und dynamische 3D in vitro Systeme
= Peristaltik Gber Bioreaktoren simuliert
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= Dringende Notwendigkeit von humanbasierten Testsystemen (3R-Prinzip, REACH, ...)
=  Kein Modell ist optimal fiir alle Fragestellungen!

Hautimplantat: Apligraf: korperfremder Ersatz aus Fibroblasten/Keratinozyten und Kollagen
=  Klinischer Ersatz

Knorpelimplantat: korpereigener Ersatz aus Chondrozyten und Kollagen
= Klinischer Einsatz
BlutgefaRersatz: korpereigene Endothelzellen und Kunststoffe

= Klinische Studien
=  Goldstandards fir bypass-OP’s: autologe Arterien oder Venen
= Kinstliche GefaRprothesen: PET (polyethylene), ePTFE (expanded polytetrafluoroethylene)
= Aber: nur gut bei gréReren GefdalRen (> 6mm), bei kleineren Verstopfungen durch Throm-
busformation
Grund: Fehlen von Endothelzellen
= Herausforderung: Coronar-, Bein- oder MikrogefdaBoperationen

= Nur sehr einfach aufgebaute TE-Konstrukte im klinischen Einsatz (Haut, Knorpel, Kno-
chen)

= Qualitdtssicherungssystem

= Ziel: Produkt mit hochstmaoglicher Qualitat; Wirksamkeit; Unbedenklichkeit

=  Gilt fUr Herstellung von Medizinprodukten, Arzneimitteln sowie Transplantaten
= Qualitdt wird produziert
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Extrazellulare Matrix

Definition

= Gesamtheit aller Makromolekiile im tierischen Gewebe, welche sich im Interzellular-
raum befinden und sowohl stiitzende als ach funktionelle Bedeutungen haben.
Komplexe Struktur aus Faserproteinen (z.B. Kollagen, elastische Fasern) und Grundsubstanz (z.B.
Proteoglykane)

(P rouomite 1 2R3 LF, " Fasern: - Retikuldre Fasern
lysaccharides s - Kollagen
\W.Po :
A - Elastische Fasern
. Nicht-faserbildende Bestandteile:

- Proteoglykane (PGs)
- Glykosaminoglykane (GAGs)
- Fibronektin, Laminin
- Matrizellulare Proteine
. ECM essentiell fur: Adhasion, Migration,
Proliferation, Differenzierung

Extracellular matrix
(ECM)

Plasma
Cytoskeleton membrane

Actin filament

Figure 84 Biological Science, /e ©2005 Pearson Prantice Hall, Inc.

Bindegewebe vs. Epithel

Bindegewebe Epithel
* hauptsachlich ECM * Hauptbestandteil: Zellen
« Faserformige Polymere (Zellschichten)
(verleihen mechanische Starke) * wenig ECM (Basallamina)
+ Kaum Zell-Zell Kontakte + viele Zell-Zell Kontakte

Arten von Epithel

Einschichtiges
Plattenepithel
ey

Urothel

Plattenepithel Isoprismatisches Epthel Epthel

Sekretion der ECM (wird von Zellen sekretiert):

= im Bindegewebe: Fibroblasten
= im Knorpel: Chondrozyten
= im Knochen: Osteoblasten
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Aufbau von ECM-Proteinen:

= inder Zelle: Proteinsynthese
= auBerhalb der Zelle: Bildung groRRerer Konstrukte (z.B. Kollagenfasern)

Funktionen
=  Formgebung von Geweben und Organen
= Bietet Moglichkeit zur Adhdsion von Zellen
= Kontrolle des Zellwachstums
= Zelldifferenzierung
= Beeinflussung der Gewebserneuerung/ Wundheilung
=  Speicherung und Prasentation von regulatorischen Molekiilen
=>» Die ECM ist je nach Aufgabe des Gewebes unterschiedlich aufgebaut (z.B. Knochen vs.
BlutgefaR)

Kollagene Fasern
= heterogene Proteingruppe
=~ 25% der menschlichen Kérpermasse bestehen aus Kollagen
= Hauptbestandteil der: Haut (Dermis), Cornea, Sehnen, Knorpel, Knochen
= Von Zelltypen des Bindegewebes synthetisiert: Fibroblasten, Chondrozyten, Osteoblasten

Aufbau: Zusammenlagerung zu Kollagenfasern

a-Kette Pro-Kollagen Kollagen Kollagenfibrille Kollagenfaser
Triplehelix  Triplehelix

[N i’ww J‘UJJ

Durchmesser: 1,5 nm Durchmesser: 10-300 nm
Léange: ~ 300 pm Lange: mehrere 100 pm

Elastische Fasern

= quervernetzte Tropoelastin-Molekile

= Elastische Mikrofibrillen aus Fibrillinen

= Sehr dehnbar (elastisch): 100-150%

= Elastische Fasern bilden sich wahrend der friihen Entwicklung

= Schaden in adulten Geweben werden nur unzureichend repariert

=  Wichtig: elastische Fasern sind haufig im Verbund mit Kollagenfasern, um nicht Gber-
dehnt zu werden und umgekehrt, um die Kollagenfasern wieder in die urspringliche Lage
zurilickzubringen

= Hoher Anteil an hydrophoben AS

= Wasserunlo6slich, hitzestabil, chemisch bzw. Proteinase-resistent

= |Im Gewebe: konzentrische Ringe in elastischen Arterien
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= Von Fibroblasten und glatten Muskelzellen synthetisiert

Glykosaminoglykane (GAGs)
= |ange unverzweigte Polysaccharidketten
= Bestehend aus Disaccharideinheiten:

- Aminozucker Proteoglycon (ollagen
5 monomer (opsule fibril
- Zuckersaure ”
= Sehr hydrophil ) &t 0/,,}‘
=  Starke Anionen (sehr sauer) . J | T A )
- w inl > Bild Gelen (z.B. Kniegelenk: o M | 2 t,% S,
asserneinlagerung -> Bildung von Gelen (z.B. Kniegelenk: ’ 0 _,»,

Druckfestigkeit)

<~
s

Proteoglykane (PG)
= Kernprotein + Seitenketten aus sulfatierten GAGs
= Kategorisierung anhand der GAG-Ketten
= Unterteilung in 4 Klassen: Chondroitinsulfat/Dermatansulfat,
= Heparansulfat/Chondroitinsulfat, Chondroitinsulfat, Keratansulfat
= Bildung: GAGs sind kovalent an Proteine gebunden (Ausnahme: HA)
= Bilden grofRe Polymerkomplexe mit:
e Anderen PGs

e HA
e Faserproteinen (z.B. Kollagen)
= Aufgaben:

e Bildung von Gelen unterschiedlicher PorengréfRe und Ladungsdichte
e Filtereigenschaften (Perlecan in der Niere)
- SignallUbertragung
e Bindung von sezernierten Signalmolekilen
e Stimulation/Inhibition der Aktivitat
- Entziindung
e Festhalten von Chemokinen an der Entziindungsstelle: weille Blutkérperchen dringen
ins entziindete Gewebe ein
= Transmembrane PGs: Zelloberflachenrezeptoren
= Small leucin-rich PGs: Decorin, Biglycan, Fibromodulin, Lumican, Pg-Lb, Keratocan

Decorin: Kernprotein + Chondroitin-/Dermatansulfat
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e Kollagenbildung

e Regulierung von Wachstumsfaktoren
e Regulation des Zellwachstums

e Anti-fibrotisch

Hyaluronsaure (HA): einfachstes GAG: sulfatfreies, repetitives Disaccharid

e Nicht wie andere GAGs kovalent an Protein gebunden
e Druckfestigkeit von Geweben und Gelenken

e Wasserspeicherung

e Wesentlicher Bestandteil der Gelenkflussigkeit

e  Wundheilung

e Wichtig wahrend der Embryonalentwicklung

Heparansulfat: meistens an der Zelloberflache an Syndecan- oder Glypicankernproteine angehangt
e Proteinbindung und Rezeptorwirkung an der Zelloberflache

Fibronektin (Glykoprotein): Proteinanteil Giberwiegt, kurze Kohlenhydrateinheiten
e Aufgabe: Strukturierung der Matrix, Zelladhasion, Zellmigration

Laminine (Glykoproteine): Bestandteil der Basallamina

e Bilden Netzwerke

e Viele Bindungsstellen

e Aufgaben: Entwicklung, Zelldifferenzierung, Zellmigration

e Interagieren mit Zelloberflaichenrezeptoren (Bsp. Integrine)

= ECM-Proteine, die nicht primar eine strukturelle Rille spielen, sondern Zell-Matrix-Interaktio-
nen steuern
= Regulieren Zellfunktionen durch Interaktionen mit:
- Zelloberflachenrezeptoren
- Protasen
- Wachstumsfaktoren
- Strukturelle Matrixproteine (Kollagen, elastische Fasern)
= Eigenschaften:
- Wahrend Entwicklung und nach Verletzungen stark exprimiert
- Vermindern Zelladhadsion im Gegensatz zu den meisten Matrixproteinen
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Histologie: Russell-Movat Pentachrom

Elastische Fasern und Basische Farbstoffe

Zellkerne:  schwarz (blau/griin/schwarz) farben
Kollagen: saure Strukturen

Muzine: blau-griin  Saure Farbstoffe (rot/gelb) far-
Muskel: rot ben basische Strukturen
Fibrinoide: intensiv rot

MMPs und TIMPs

= Matrix-Metalloproteasen (MMPs)
- Zinkhaltige Endopeptidasen
- Eine oder mehrere Hdmopexin- oder Vitronectin-Domanen, die ein Enzym bei der
Verankerung in ECM oder Zellmembran helfen
- Calcium-bindende Domane
-> notwendig fiir Aktivierung
= Ab- und Umbau von Gewebe: Morphogenese, Wundheilung, Angiogenese, Tumorwachstum
(Abbau von Basalmembran, Aufbau von tumoreigenen BlutgefdlRen)
=  Prozessieren von Signalmolekilen
= Oft ganzen Netzwerk von MMPs und gleichzeitig von kérpereigenen Proteaseinhibitoren
(TIMPs)
= Beim Menschen sind 24 MMPs bekannt

o

signal peptide % E

, haemopexin H

propeptide %  domain g =
£ E

furin cleavage

site cytoplasmic tail

type I1 fibronectin . R
repeats MT-loop catalytic domain  meefAZA P} anchor

cysteine array - ﬂmm]lmm Ig-like domain

@ N-terminal signal anchor

http://mwww.icpress.co.uk/etextbook/p390/p390_chap01.pdf
sekretorische MMPs membranstandige MMPs

<= %
e N =g
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Grundlage fiir Publikationen
Arbeitsmanagement im Labor
Streitfall IP

= Fester Einband, gutes Papier

= Seiten sind durchnummeriert (Seiten kdnnen nicht herausgerissen werden)
= |nhaltsverzeichnis

= Laborbuch gehort der Institution; wird bis zu 10 Jahre archiviert

= |nhalte chronologisch

= Experimente: Tag der Durchfiihrung

= Verstandliche Schreibweise

= Abklrzungen & Sonderbegriffe beschreiben

= Neues Experiment beinhaltet: Ziel, Problem, Lésungsansatz, Versuchsplan

= Details: Jeder Arbeitsschritt und die Bedingungen, Ergebnisse der einzelnen Schritte, Schluss-
folgerungen

= Anlagen sind: permanent einzuheften, datieren, unterschreiben (halb Laborbuch, halb An-
lage)

= Relevante Diskussionen in Besprechungen (Namen der Personen, Ideen)

= Eintragungen nicht Giberdecken oder ausradieren

= Fehler lesbar durchstreichen, datieren, unterzeichnen und im nachsten freien Raum verbes-
sern

= GroRere freie Lucken durchstreichen, datieren und unterzeichnen

= Nachtrdge unter neuem Datum mit Verweis eintragen

= Erste Seite beinhaltet Nutzer und kennzeichnet ersten Tag des Laborbuchs
= Unterzeichnen von unabhéangigen Zeugen (Zeuge muss Methodik verstehen; darf nicht am
Projekt mitarbeiten)
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Stammzellen

Definition

= (Vorlaufer-) Zellen, die in verschiedene Zelltypen differenzieren konnen und das Potential zur
Selbsterneuerung/ -erhalt besitzen
= Zellen die ein regeneratives Potential haben Selbsterneuerung

* Unterscheidbar nach:
- Herkunft (Gewebeart) ‘ I I -

- Differenzierungspotential
- Art der Stammzelle
* Erhalt durch: ' Differenzierung </
- Signale von AuBen (Cytokine, Hormone, ...) )
- Extrazelluldre Matrixproteine Stammzelie e

/
- Struktur der Matrix Reife Zelle

Stammazellarten

=  Embryonale Stammzellen
= Adulte Stammzellen
® |nduziert-pluripotente Stammzellen

Differenzierungspotential von Stammazellen

Totipotent (z.B. befruchtete Eizelle)

Fdhigkeit zu allen Zellen eines Embryos/Fetus und des entwickelten
Organismus zu differenzieren (Alle drei Keimbldtter + den embryonalen Teil
der Placenta und den Throphoblast)

Pluripotent (z.B. embryonale Stammzelle)
Féhigkeit zu allen Zellen eines Organismus zu differenzieren (alle drei
Keimbldtter)

Multipotent (z.B. hdmatopoetische Stammzellen)
Féhigkeit zu mehreren Zelltypen eines Keimblattes zu differenzieren

Unipotent (z.B. Keratinozyten, Stammzellen)
Féhigkeit zur Selbsterneuerung und zur Generierung eines spezifischen Zelltyps

Adulte Stammazellen

\J

Aus verschiedenen Geweben isolierbar (z.B. Knochenmark, Blut, Nabelschnur, fetales & adul-
tes Gehirn, Leber, Skelettmuskel, Pankreas)

Autolog verwendbar

Hohes Proliferationspotential

Multipotent, hohes Differenzierungspotential

Verfligbarkeit von Biopsiematerial eingeschrankt

Isolation und Kultivierung zeitintensiv

R R NN
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— Nicht immer gute Differenzierungsprotokolle verfiigbar
— Gefahr der Entartung (Krebs)

Einsatz in der Therapie:

Blutbildende Stammzellen des Knochenmarks zur Behandlung von Leukdmie und
Lymphomen

Nach einer Chemotherapie: reimplantation zuvor entnommener Stammzellen aus
dem Knochenmark

Bislang nur Knochenmarks- und Blutstammzellen in so groRer Zahl isolierbar, dass
diese flr eine Therapie nutzbar sind (Punktion des Knochnenmarks, Biopsien der
Stammzellapharese

Stammzellapharese: Verfahren zur Separation der im Blut enthaltenen Stammzellen (z.T. sehr schwierig)

Embryonale Stammazellen

Pluripotent
In Deutschland diirfen keine embryonalen Stammzelllinien hergestellt werden (Im-
port von Stammzellen, die vor dem 1.05.2007 gewonnen wurden)

Gewinnung ESCs: ——
befruchtete <
Eizelle Morula pe ON
Blastozyste () D
Innere Zellmasse ’ 0
. L]
Tag 5 | 5
der Trophoplast )
wird nicht A Innere
verwendet Zellmasse
Kultur der v
Igrt‘nbryonal:en .. = > Mouse Embryonic
Sl Fibroblasts (MEFs)
im Inkubator

als ,Feeder-Zellen*

Einsatzmoglichkeiten:

Entwicklungsbiologisches Modell
Regenerative Medizin
Herstellung humaner in vitro Testsysteme

Entwicklungsbiologisches Modell:

@ Endoderm
s W) =) ﬂ?& 3 Mesoderm
'.‘ .:{‘ L) ~. ? | !

aus ESCs konnen Embryoid Bodies (rekapitulieren die friihe Embryogenese) gebildet
werden

gerichtete Differenzierung durch stufenweise Wachstumsfaktorzugabe, mechanische
Stimulation und andere Faktoren

hESCs EBs Blastozyste

o0’ LEktoderm

Differenzierungseffizienzen sind oft niedrig
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Regenerative Medizin:

e Theoretisch sehr hohes Potential
e Aber: Probleme von zell-basierten Ansatzen:

o
o
o

o
o

Identifikation des gewlinschten Zelltyps

Ungenligende Zellzahlen durch Verlust vieler Zellen bei Injektion
Ungenligende Anzahl der verabreichten Zellen liberleben und integrieren ins
Gewebe

Gefahr von Tumorbildung nach Implantation

Keine Sicherstellung, dass ausschlieRRlich der gewiinschte Zelltyp verabreicht
wird (niedrige Differenzierungseffizienzen)

e Forschungsergebnisse bestatigen die groen Hoffnungen der ESCs bisher nicht

In vitro Testsysteme:
e Nutzung embryonaler Stammzellen fiir den Aufbau von in vitro Testsystemen
Vorteile:
e Einsatz vieler Tiere fir Tierversuche konnte vermieden werden
e Menschliches System verhalt sich eventuell anders als das tierische
e ESCs konnen einfach manipuliert werden (physikalische und genetisch)

Allgemein:

N R I R NN

< ¥ _a
AR,

tissue and cell
implantation &

\.7

Theoretisch unbegrenzt proliferationsfahig (mitverantwortlich: hohe Telomerase-Aktivitat)
In der Regel wenig oder gar nicht mit Viren belastet (vgl. zu adulten Stammzellen)
pluripotent, hohes Differenzierungspotential

aufwendige, sehr teure Kultur

nicht autolog einsetzbar, da Blastozyste zerstort wird

Nicht immer gute Differenzierungsprotokolle verfiigbar

Gefahr der Entartung (Krebs)

Ethische Vertretbarkeit

Oct4 Sox2

Kif4 c-myc

& \
g ) b
& Toxicity {
@(‘ assay ® - - ({® R ES colls

&€ » » N )

& Oooyte \ = @
" Pharmaceutic . P34 g

Patient tosts

p ]
Defined factors /
|
T Y GS cells
Somatic L @ Parthenogenetic embryos

Somatic. @ Somatic

cells cells e
Nuclear Fusion
Transfer \ S

\
specific Pluripotent '
disease =S Stem cells =

modelling N ~

) 4 N\ [culture

cells > Bone marrow cells

Yamanaka et al. Cell Stem Cell 2007

iPSCs haben sehr dhnliche Eigenschaften wie ESCs

Vitale Implantate
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Unterschiede:

Adulte Zellen kénnen zur Generierung von iPSCs genutzt werden
Theoretisch autolog verwendbar

Keine Probleme mit der ethischen Vertretbarkeit
Reprogrammierungs- / Differenzierungseffizienz ist gering
Reprogrammierung und Differenzierung ist zeitintensiv

Gefahr der Entartung (Krebs)

L4l

Biomaterialien

Definition

Feststoffe, die mit dem lebenden Organismus (Zellen, Organismusflissigkeiten) in direkten Kontakt
treten und an die diesbeziiglich bestimmte Anforderungen gestellt werden

N

Biokompatibilitét Biofunktionalitat
... ist die Vertraglichkeit ... ist die Fahigkeit des
zwischen einem technischen techn. Systems, eine oder
und einem biologischen mehrere Funktionen des
System biolog. Systems zu

Ubernehmen oder ersetzen

e Fir Biomaterialien gilt das MPG (Medizin Produkte Gesetz)

Implantat-Gewebe-Interaktion

Jeder Fremdkdrper ruft eine Reaktion hervor

e Toxisch: Gewebenekrose

e Inert: Gewebe bildet eine nicht-adharente Bindegewebskapsel um das Implantat
e Bioaktiv: Gewebe bildet eine Bindung mit dem Implantat aus

e Degradabel: Gewebe ersetzt Implantat

Einteilung
Anwendung
Passive Medical Devices 2.B. Implantate
Bioactive Medical Devices z.B. Drug Delivery Systeme
, Materialien
Diagnostische Anwendung 2.B. Biosensoren
Teilkristalline Polymere (= undurchsichtig, PS)
Bioseperation z.B. Dialysemembranen Synthetische Polymere | Amorphe-glasartige Polymere (= durchsichtig Petrischalen aus Ps)
Gummiartige Polymere (Kautschuk, Silikan)
Verwendungsdauer Reinmeale (Ttan)
Metalle - -
Einsatz < 1 Tag Schlduche PE, PC, PTFE, PUR, PVC Legierungen {Nitinol )
Katheter Keramik Als Beschichtungen z.B. fiir Herzklappen
Einsatz < 1 Monat Nahtmaterial PLA, PGA, Dacron, PP Natiirliche Polymere Kollagen, BioVasc, Polysaccharide, Hyaluronsiure
Herzklappen PP, PUR, Fluorsilikon
Einsatz > 1 Monat Gefaprothesen Dacren, PTFE, HEMA,
PUR, PLA
Trachea Dacron, PP, PLA

Seite | 18
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Klassische Materialien

Material Vorteile Nachteile

Metalle Hohe Dauer- und Zugfestigkeit Korrosion, fiihrt 2.T. zu Entzlindungen
Keramiken Inert, haufig als Beschichtung Geringe Dehnbarkeit, z.T. Abrieb, teuer
Polymere Einstellbare Eigenschaften, billig Geringe Festigkeit, Sterilisation schwierig

Zwischenschub: Polymere

= lange Ketten, die sich aus wiederholenden Einheiten (Monomeren) zusammensetzen
Herstellung: Polyaddition, Polymerisation, Polykondensation

Kettenstrukturen: -—-AAAAAAAAAAAA---: homopolymer ~AAAAAAAAAAAA--- : Pfropfpolyme
---ABABABABABAB--- : Alternierendes Polymer i
---AAABBBAAABEB--- : Blockpolymer B
---ABAABABBAAAB--- : random Polymer B

Taktizitat: isotaktisch, syndiotaktisch, ataktisch (-> amorph)
Kristallinitat: -> durchsichtig — schnelles abkiihlen — ungeordnet
semi-kristallin -> trib — langsames Abklhlen — geordnet

e Kristalline Polymere ermiiden langsamer und haben bessere mechanische Eigen-
schaften

Die GréBe eines Polymers wird iber die Molekulargewichtsverteilung bestimmt
e  Einfluss auf thermische und mechanische Eigenschaften
Thermische Eigenschaften

Te: Glaslibergangstemperatur -> Punkt an dem Material elastische Eigenschaften auf-
weist

Unterhalb Tg: sprode

Oberhalb Tg: weich

Twm: Schmelzpunkt

Liegt oberhalb T -> Polymer schmilzt

Mechanische Eigenschaften
E-Modul: Elastizitatsmodul -> Spannungs-Dehnungs-Verhalten bei Verformung

Oberflachenmodifikation

; ; Biologische Chemische Physikalische : ; "
Mik! hitekt -
frroarchitektur Modifikation Modifikation Modifikation ° Material soll ge2|elt zellulare Antwor

- Strukturierung ||+ Protein - chemische . Adsorption ten stimulieren
Bind . .
- Topographie | * Verkapselung neungen . Nachbildung der Reize und der Umge-
von Wirkstoffen . .
bung (ECM) in vivo
; .‘_. OO NHS
(OO I = 5 et ]
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Auswahl eines Biomaterials fiir das TE

e Uber 200 verschiedene Zelltypen

e Unterschiedliche ESMs

o Zelltypspezifische Biomaterialien
Mechanische Eigenschaften:

- Spannungs- Dehnungsverhalten (E-Modul, Festigkeit)

- Mechanische Ermidung

- Verhalten bei Schlagbeanspruchung/ Harte
Oberflache

- Struktur/ Modifikation

- VerschleiBverhalten/ Reibeverhalten
Physikalische Eigenschaften

- Permeabilitat, Loslichkeit, Feuchtigkeitsaufnahme

- Oberflachenenergie, Oberflachenladung

- Hydrophil/ Hydrophob
Bestandigkeit

- Chemisch (Desinfektion, Arzneimittel, Korrosion)

- Degradation: biologisch, thermisch, chemisch (Oxidation, Wasser), physikalisch

Thermische Eigenschaften
- Isolierwirkung
- Ausdehnungskoeffizient
- TG
Verbindungstechnik
- Naht
- Klebstoffe

Smart Biomaterials

Formgedachtnismetalle oder shape memory alloy (SMA)

e Superelastizitdt: Phasenumwandlung innerhalb; jedes Atom behélt seine Nachbarn

Metallische Legierungen (NiTiCu, CUZn, CuZnAl, FeMnSi, ...)
In der Medizintechnik: Nitinol Stent (Nickel-Titan-Legierung)

Phasenumwandlung:

/A

Temperature

\ Austenite

Poting Austenit: (fest)
i Hochtemperaturphase
Cooling
Loadihg Martensit: (fest)
: EE— Niedertemperaturphase

Twinned martensite Deformed martensite

V

Load

Vitale Implantate
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Analyse = erfasst den aktuellen Zustand eines Systems
Anderung dieses Zustands: durch Stimulus von auRen (quantitativ oder qualitativ)

Zusammenspiel von Licht & Umgebung (Glastrager)
VergroéBerung: MMikroskop = MObjektiv * Moguiar

Auflésung: dy = mit NA: Numerische Apertur -> beschreibt Offnungswinkel p des Objektivs

2xNA

Unterschiede im Brechungsindex -> Phasenverschiebung des Lichts -> Intensitatsunterschied

Histologie = Lehre von Gewebe
Farbung: Erhohung des Kontrasts
Schnitte: ca 3-5 um dick -> optische Dichte des Gewebes

e Beurteilung der Gewebe Morphologie
e Unterschiede zwischen zelluldaren und extrazellularen Strukturen
e Anwendung in der Diagnostik und Pathologie (Standardfarbung: Himatoxylin-Eosin-

Farbung)
Praparationstechniken:
Paraffinschnitte: histologische Farbung
Fixierung —» Einbetten in Paraffin — Schnitte / Stop-
pen der biochemischen Dehydrierung der Probe rehydrieren \rﬁl munhistologische
Reaktionen im Gewebe Farbung
Kryoschnitte: histologische Farbung
Schockfrieren mit fliissigem Stickstoff —> Kryoblock,Schnitte /
Stoppen der biochemischen Zugabe von Kryomedium  rehydrieren immunhistol.
Reaktionen im Gewebe Lagerung bei -80 °C Farbung

Praffinschnitt vs. Gefrierschnitt

o W

-Organische Losungsmittel -Kryoprotektive Substanzen

-Hitze & Paraffin -> Verlust der Epitope -Gefrieren -> Kristallbildung -> Zerstoren
-> Antigenitat evtl nicht stabil, neue Zellstrukturen, schlechtere Histologie und
Schnitte tiefer im Block erstellen Morphologie

-Simple Lagerung bei RT -Lagerung bei -80°
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-gut fiir Histologie -Auflésung bei hoherer VergroRerung
-schlechte Antigenitat schlechter

-Mounting und Schneiden aufwandiger
-sehr gute Antigenitat

Fixieren:

» Stoppt biochemische Reaktionen und schiitzt das Gewebe vor Zerfall (Proteasen, ...)
» Physikalische Fixierung: Trocknung/ Hitze
e Morphologische Schaden, nicht geeignet fiir Histologie
» Chemische Fixierung: Zugabe con Fixiersubstanzen
e Entzug von Wasser und Vernetzung von Proteinen
e Formalinhaltige Substanzen werden in der Histologie am haufigsten eingesetzt

e Fixierungsmethode beeinflusst Gewebemorphologie

Farbstoff: Substanz, die nicht nur selbst farbig ist, sondern auch die Fahigkeit hat, sich an ein
Substrate zu binden bzw. durch eine Bindungsreaktion am Gewebe oder durch histochemische
Entwicklungsreaktionen farbig werden

Farbstoffe enthalten immer:

e Chromorphe Gruppen: wirken farbig mit Benzolring
e Auxochrome Gruppen: verstarken Farbeffekt und stellen Verbidnung zur Zielstruktur her

Zielstrukturen der Farbstoffe:

Proteine: Zytoplasma, Bindegwebe (Kollagen, Elastin), Muskel

Kohlenhydrate: Becherzellen, Basalmembran, Knorpel

Lipide: Fettgewebe, Myelin

Nukleinsduren: Zellkerne

Mineralien: Knochen

Einteilung: basisch, azidophil DNA, Elastin Bsp.: Fuchsin, Alcianblau, Hamatoxylin
sauer, basophil Plasma, Kollagen Bsp.: Eosin, Kongorot
indifferent/lipophil Fett Bsp.: Scharlachrot, Sudan IlI

e Die Ladung des Farbstoffs und die der Zielstruktur ist immer abhangig vom pH-Wert
des Puffers

e Chemisch: beruht auf chemischer Bindung; nicht mehr entfarbbar

e Physikalisch: beruht auf der unterschiedlichen Loslichkeit der Farbstoffe

o Chemisch-physikalisch: Effekte durch Dispersitat der Farbstoffpartikel und
Adsorptionseffekte (z.B. HE-Farbung)
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HE-Farbung
Hamatoxylin (Hdmalaun): positiv geladen -> bindet an die sauren Bestandteile der DNA

e Kernfarbung
Eosin: negativ geladen -> bindet an die positiven Gewebebestandteile (z.B. Plasmaproteine, Kollagen)
e Plasmafarbung, ECM

Differenzierung: Uberschiissige Farbanteile werden wieder entfernt

Movat-Pentachrom Farbung

STRUKTUR FARBE
ELASTISCHE FASERN, ZELLKERNE Blau-schwarz
KOLLAGEN Gelb
PROTEOGLYKANE Hellblau-griin
FIBRIN, MUSKEL rot

Verwendete Farben: Alcianblau, Brillant Crocein-Saurefuchsin, Saffron, Himatoxylin

=> Nicht fur zellulare Strukturidentifizierung geeignet

Untersuchungsziel
Alcianblau pH=2,5 Carboxylreiche Glykoproteine
Giemsa Blutzellen
Sudan Il Lipide (nur an Gefrierschnitten

maoglich!)
Nilblausulfat Pigmente
Hamalaun-Eosin (HE) Ubersicht, Schnellschnitt
Masson-Trichrom Bindegewebe und Muskulatur
PAS-Reaktion Kohlenhydrate, neutrale
Glykoproteine
Alizarinrot 3 Kalzium, Kalk
Movat-Pentachrom Extrazellulare Matrix (Kollagen,

elastische Fasern, Proteoglykane)

Analysemethoden - Immunhistochemie und Immunzytochemie

(Urologie)

=>» Grundlagen der Charakterisierung von Zellen und Geweben

Antikorper-vermittelte Methoden:
e ELISA
e Immuno- oder Western-blot
e Immunprazipitation
e Enzymassay
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e Immunhistochemie (Gewebe)
¢ Immunzytochemie (Zellen aussdhen und farben, etc.)

Vorteile Antikdrper-vermittelter Methoden:

Hoch-spezifische Bindung der Antikoérper (K450 = Dissoziationskonstante, 50% gebunden)
Gute Ortsauflosung

Darstellung von Zellen im Verbund oder intrazellularer Strukturen

Evtl. Darstellung von physiologischen/pathologischen Abldufen im Gewebe/in einer Zelle (z.B.
Tumorantigen/Apoptose)

101°-10"12 molare (iibrig in Lésung) -> hochaffin/spezifisch

Unterscheidbar ob eine einzige Aminosaure ausgetauscht wurde; unterscheidbar ob T-Helfer
oder T-Killer Zelle, etc.

Immunhistochemie bzw. -zytochemie kombiniert histologische, immunologische und biochemische
Methoden zur Identifikation einer bestimmten Zielstruktur, diese muss nicht unbedingt biologisch sein
(z.B. auch chemisch, mind. 6-8 AS, Nanopartikel sind zu klein). Die Zielstruktur kann aus verschiedenen
chemischen Komponenten bestehen, muss aber immunogen sein (Herstellung eines AK).

Farbbare subzelluldre Strukturen:

Zytoplasma
Kern/Chromatin
Membranen/Lipide
Proteine (z.B. Albumin)

Nachweis der Zellproliferation -> Farbung von Zyklinen (Zellzyklus-abhangig produzierte Proteine)

Nachweis der Apoptose -> Aktivierte Caspase oder Inaktive bzw. defekte Mitochondrien (JC1-Far-
bung), Nachweis bevor Apoptose begonnen hat moglich

Antikorper gegen Kollagen waren beispielsweise lange kaum herstellbar, da Kollagen bei allen Tieren
sehr dhnlich ist, genauso bei Membranlipiden

Auswahl des AK -> monoklonal (bevorzugt) vs. Serum

Methode der Gewebe- bzw. Zellfixation (Epitop kann kaputt gehen, da Eiweil prazipitiert)
Gewebeschnitte: Paraffinschnitt vs. Kryoschnitt

Antigen Retrieval -> Regeneration der Epitope/Antigenitat retten

Verdiinnung des AK (richtige Konzentration!)

Verdiinnungsmedium

Kontrolle/Isotypkontrolle

Direkte vs. indirekte Farbung

Inkubation mit pra-Immunserum

Enzymatische Detektion vs. Detektion durch Farbstoff (Fluoreszenz, entsprechendes Mikro-
skop benétigt) -> heute

Detektion durch Radioisotopen -> friiher
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Herstellung:

e Spezies der Immunisierung (Kaninchen, Nager, ...)

e Immunisierung mit gesamtem Antigen

e Immunisierung mit Epitop (-> Oberflachenspezifitat), N-terminus (Aminoende), C-terminus
(Carboxyende), spezifischen Peptiden (Problem wenn Faltung des Proteins eine Rolle spielt
fur die Funktion, z.B. aktiviert/nicht-aktiviert nicht unterscheidbar)

e Immunisierung mit modifiziertem Antigen

Monoklonaler AK (mAK):

e [sotyp k/A (Kombination leichte und schwere Kette, leichte Kette ist entweder k oder A, ein-
zeln/unabhéangig nachweisbar, hochspezifisch)
e B-Zelliiberstand oder aufgereinigt

Polyklonaler AK:

e i.d.R.Serum oder Aszites (in EU verboten, B-Zellen werden im Bauch von einer Maus gezlich-
tet -> eine Art Tumorlésung wird sezerniert, die eine groRe Menge AK enthilt, eigentlich
mAK, aber oft verunreinigt mit anderen AK, deswegen polyklonal)

o Affinitatsgereinigt am Antigen oder AK

=> Jeder AK muss fir die gewlinschte Anwendung geeignet sein
Anwendung:

e Immunhistochemie auf Paraffinschnitten/Kryoschnitten
e Durchflusszytometrie — Immunzytochemie
e Immunprazipitation — Immunobot

=» Recherchieren, testen, validieren

Probenvorbereitung muss ebenfalls optimiert werden. Problem z.B. bei Knochen: lange Entkalkung
vor Histologie, Azidzugabe verhindert Keimbildung

bendtigt, wenn Epitope bei Lagerung etc. an den oberen Schichten kaputt gehen und man das Anti-
gen nicht mehr nachweisen kann obwohl es vorhanden sein misste

Chemisch-Physikalisch:

e Bedecke Probe mit: Citrate 6.0, Tris-EDTA 9.0, EDTA 8.0
e Inkubation Gber WB im Dampf fir 15-30 Minuten
e N.B. Tropfenbildung

Proteolytisch in Puffer:

e Proteinase K

e Trypsin

e Pepsin

e Pronase, etc.

e Kann Epitope zerstéren!

e Schlechte Morphologie
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e Nachweis intrazelluldrer Antigene

e Detergenzien: Triton-X, Tween, o.A. -> |6sen Lipide aus Membranen -> AK kann durch diffun-

dieren
e Saponin: 6ffnet Poren in Membranen, muss auf Probe bleiben

e Fixation mit Aceton/Methanol o0.A., Prizipitiert Membranproteine und |6ste Lipide aus

Membranen -> ABER: Antigen kann dabei ausfallen

e unspezifische Hintergrundfarbung (z.B. Fc = Konstanter AK-Abschnitt, Fc-Rezeptoren auf Zel-

len)
e Spezifische Hintergrundfarbung
o Kreuzreaktive polyklonale AK
o Schlechte Fixierung der Probe
o Nicht-spezifische Hintergrundfarbung

o Bindung des AK durch Lektin-artige Glc/Zucker-Seitenketten (Kaninchen!) -> Papain

,verdaut” Fc-Teil des AK, wodurch die gebundenen Zuckerreste wegfallen

o Endogene Enzyme oder Biotin

=>» Vorinkubationen mit Pra-Immunserum (100-200 mL vor Immunisierung entnehmen) oder

Blockierung der Enzyme

Komplemente: Eiweie im Blut, machen Lécher in Zellen/Strukturen, in immunologischen Notféllen
freigesetzt, AK kann auch an Komplemente statt an die Zielzellen binden -> verfilschtes Signal

Positive Kontrolle: Bekannte Probe mit Antigen, evtl. Titration um notwendige Verdiinnung zu finden

Negative Kontrolle: Isotypkontrolle/Farbungen mit 2 AK, Test mit Préa-Immunserum der selbern Spe-

zies, Gewebe/Probe OHNE Antigen

e Farbung mithilfe eines Antikorpers

e Gezieltes Anfarben von Proteinen im Gewebe oder zellspezifische Markerproteine

Verwendete AK:

;»/ Fc-Teil: speziesabhangig (konstnant)
V4 — Disulfidbriicken
LE = 4 y 4 J PR Zuckerantell Fab-Teil: Antigenabhangig
Fab [ Il j
L

IgG Antikérper

Antigen: |6sliche/unl6sliche Peptid-, Glykosid- oder Nukleinsdurestruktur

e Sind immunogen, wenn sie eine Immunantwort auslosen
e Epitope des Antigens werden von Rezeptoren an Immunzellen erkannt
e Antigene besitzen verschiedene Epitope

Vitale Implantate
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Wichtigste Quellen zur Produktion von Antikorpern: Maus, Ziege, Kaninchen, Schaf

Probleme: Nager sind klein und es kann nur wenig Blut entnommen werden, Kaninchen AK sind gly-
kosyliert -> unspezifische Bindung liber Seitenketten

Produktion von Antikorpern:

Die wichtigsten Quellen
Mouse = Maus

MNant — Zinnn

Produktion von polyklonalen AK auch ohne Tierversuche moéglichdurch Aufreinigung von IgY aus dem
Eigelb/Eiklar(?) (von immunisierten Hilhnern)! (aber: sehr aufwendig)

Produktion von monoklonalen (binden an ein spezifisches Epitop des Antigens) AK:

=@ -} e
"
des Antigens Myeloma:
- 328 ccier
Milzzellen 0N
oY
X
gs Zellfusion
Isolation der
L S ala & || Hybridzellen
Antikdrpe )/ /( \\ /{

der produzierten Antikorper

Testen
Klonen der Antikérper
oduzie:

t2)
éé@éil et
AN A4

/ereinzelung der Zellen

\ Testen der produzierten Antikdrper

M

Vermehrung der Antikérper-
produzierenden Klone

)
Y
O~

/
=

Zellkultur Tumorbildung

*@i

4
A4N

Antikarperpraduktion

LA

Antikérperproduktion Romeis, Mikroskopis

Tiere werden bei beiden Verfahren mehrmals gespritzt/immunisiert (2 Wochen Abstand, starkere
Antwort) -> Booster-Immunisierung

Vitale Implantate
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Monoklonale vs. Polyklonale Antikorper

o

molekular identische Antikdrper
unlimitierte Verfugbarkeit
gleichbleibende Qualitat
1 Epitopspezifitat
Kreuzreaktionen moglich
Maus, Ratte, Kaninchen
leicht herzustellen

evtl. schwache Antigenitat wenn Epitop versteckt

Fusions-B-Zelle, aufwandige Klonierung

Detektion von Antikorpern

.

Verschiedene Antikorper

begrenzte Menge
Chargenunterschiede, Variabilitat
unterschiedliche Epitopspezifitaten
Kreuzreaktionen wahrscheinlich
viele Spezies (z.B. Huhn)

simple Herstellung

Besser bei denaturierten Antigenen

direkte indirekte
Immunmarkierung Immunmarkierung

nicht markierter primarer AK: , Anti-Antigen” (z.B. Anti-

Albumin 1gG aus Maus)

ojj® Marker
Siiiene ° ®  markierter sekundarer AK: , Anti-Spezies” (z.B. Anti-Maus
® / o
— Primar- IgG)
markierter antikarper
Sekundar-
Antigen antikorper
a b Antigen

Detektionsprinzipien:

A. Colorimetric B. Chemiluminescence
Substrate Substrate

Light

Product

Product

A A

C. Fluorescence

* Light

/'\

ccclccoce ceoloccoa coclhecccc

http:/iwww.bio-rad.com/de-de/applications-technologies/detection-methods

Vitale Implantate
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Signalverstirkung mit ABC-Technik:

(Strept-)Avidin-Biotin
Enzymkomplex

e Alvidin und Streptavidin mit hoher Affinitat zu Bio-
tin Sekundérantikérper
biotinyliert

e Biotin ist Vitamin und Coenzym ’y/
e Endogenes Biotin muss geblockt werden, ver- =

falscht sonst Signal

\
==
(Strept-)Avidin x

Primér- ——

e Nachweis sehr geringer Antigenmengen moglich S Bt @
e Vervierfachung des Signals pro Streptavidinbin- s — S
dung
ABC MethOde ( oft in klinischen Kits )
IS e MM\\ g‘m’dmyhltd .:l
Secondary .
»k An!ibcxtf -
L y & .
W -nZyme
o i
Enzyme
. Complex g ¢
(ABC)
3 v% g # ?
Enzymgekoppelte Farbungen: Per‘OXidaSE'Oder phosphatase_
e  Geeignet fur Durchlichtmikroskop Fﬁr‘bung
e Nur 2 Farbvarianten ublich: braun/blau (osliches
e  Wird durch histochemische Farbungen gestort Substad
, W
Z @3
/JL\ /J \
TAWA AN Praz pitat
Direkte Methode:
e Weniger Hintergrundfarbung
e Schnellere Durchfiihrung der Farbung
e Mehrere Primarantikorper derselben Spezies bei Mehrfachfarbungen verwendbar
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Indirekte Methode:

e Signalverstarkung, da mehrere Sekundarantikorper an den Primarantikdrper binden kénnen
e  Markierte Primarantikorper haufig nicht kommerziell erhéltlich
e Palette an Sekundéarantikdrpern gegen verschiedene Spezies ist relativ glinstig

e Kontrollprdparat, welches nur mit dem Priméarantikérper inkubiert wird, muss mitgefiihrt
werden
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Wiederholung Fluoreszenz:

e womammmeomizo. DAPL->wird zur Zellkernfar-

3049/17/4/4047/Mtm

o5& (o o bung eingesetzt

300 350 400 450 500 550 600

; Exited state Waelength (nm}
100
o

1L P

Stokes shift:
das ausgesendete Licht hat eine
gréRere Wellenlange als das

eingehende Licht —> GFP -> in vivo Studien (nicht
W\ _
& toxisch)

—

—>

P
Ground state

Blue light
(High energy)
/v bristol ac uk/synapticresearchtechniques/

Fluoreszenzbasierte Detektion:

Bessere Auflosung

Genaue Lokalisation und Struktur des Antigens sichtbar
Mehrere Antigene parallel farbbar

Fluoreszenz bleicht aus

Teuer (Mikroskop)

Probleme mit Autofluoreszenz

LIi Ll

Enzymbasierte Detektion:

Verstarkungseffekt

glnstig

Farbungen sind langer haltbar

Weniger Informationen Gber Struktur & Lokalisation des AG
Nur wenige AG parallel farbbar

Keine Kolokalisationsstudien

i Ll 4l

Durchflusszytometrie
= Fluorescence activated cell sorting (FACS)

=  Analyse von Partikeln in FlUssigkeitsstrom
= Detektion von Zellpopulation auf Einzelzellebene mit Hilfe von Fluoreszenzmarkierungen
=  FACS Sorter konnen Zellpopulationen trennen
= 20000 - 50000 Zellen werden innerhalb weniger Minuten analysiert
= Keine Information (iber die Lokalisation
=  Vorteile: Quantifizierung vieler Zellen
= Aber: keine raumliche Auflésung
= Genauer s. Wendel-Labor

ImageStreamX: Imaging plus Cytometry
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ELISA (Enzym-linked immunosorbent assay)

Ag

Ag

Detektions-AK
enzymmarkiert

|

&

Ag

chromogenes
Substrat

!

1(

Ag

Antigen-
beschichtung

Blockierung

waschen

waschen

waschen

Kolorimetrie

waschen

mm) Nachweis des Antikorpers

Sandwich ELISA

Antiorper
beschichtung

=) Nachweis des Antigens

Kolorimetrie

= Absorptions-Spektrometrie
e Konzentrationsbestimmung von farbigen Substanzen

Kivette/Mikrotiterplatte

d
-
Transmittiertes

Eingestrahltes Iy
Licht C,E Licht

Lambert-Beersches Gesetz A;, = Ig(lo/l1) = ecd

e Bestimmung der Konzentration des gesuchten Stoffes anhand einer Standardkurve

Standardkurve

Absorption OD,

e

L

Konzentration [mg/ml]

Schwangerschaftstest

C '? d A: hCG aus dem Urin wird absorbiert
v B: a-Epitop des hCG bindet spezifisch an den anti-

hCG AK, der liber Farbpartikel auf der Oberflache ad-

AW B

n
I\\.

T \ \ sorbiert ist
e [ 1 C: Kapillarkrafte transportieren den Antigen-Antikor-
Protective case I per-Komplex mit den Farbpartikeln zum Testbereich,
Test area
wo ein an die Oberflache gebundener Ani-hCG-Anti-
® rco * Anti-B-hCG  korper an das B-Epitop des hCG Proteins bindet. Eine
* Anti-a-hCG Coloured  sichtbare Linie erscheint, wenn genug hCG/anti-a-
particulate

hCG/Farbpartikel gebunden werden
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DNA - Struktur und Organisation

Wasserstoffrtcke ¥

groBe Furche
2.2 nm breit

Kieine Furche
1.2 nm breit
9

|
HOm b O
|

DNA-Strang DNA-Strang

Biologie in Farbtafeln, Springer Verlag 2013

300 nm

? +» & o
% » »
. L A4 / >

“2nm

L
2nm ] N —
"™ 300m 700 nm
Doppelhelix Chromatin Chromatinfaser Chromatin-  kondensiertes
um Histon- schieifen Chromatin Metaphasen
molekule chromosom
e Besteht aus

verschiedenen Nukleotiden,
o Nukleotide sind miteinander kovalent Giber Phosphodiesterbindungen verbunden,
e DNA-Strange werden iber Wasserstoffbriicken zusammengehalten
e Das 3’-Ende tragt eine freie OH-Gruppe
e Das 5’-Ende tragt eine freie Phosphatgruppe

RNA Expression
e RNA = dynamische Information
e Zelle kann auf veranderte Bedingung reagieren
e mRNA korreliert mit exprimierten Proteinen

Analyse: Ablauf der Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

I 1. 1. Mastermix:
* Reverse
Transkriptase

Zollen oder 21l Nieoie
cDNA 2. Mastermix
Taq Pol
3. Lf Pimer
Nukleotide
PCR Produkt
1. Isolation von RNA 4.
2. Synthese der cDNA
3. PCR zur Vervielfaltigung des Zielgens in der  Detektion
cDNA
4. Nachweis des PCR-Produkts
RNA Isolation: |- -
&= iy SEEE = | S
l»g»'»‘»—
¢ J V

Dissociation  Lysis Sinding

hitp:/Awww tsric. com/~yeastern2/Products. php 7pid=1488pkid=

Vitale Implantate

vier

Beide Strange sind antiparallel und zueinander komplementar in ihrer Nukleotidsequenz

Seite | 33



cDNA Synthese: 5,

WA > mRNA
‘ Annealing (25°C)

a o
7S D 7 —
"...."‘w"_ ..:::.T__ e TTTTTY]
‘ Extension (42°C)

[ ARAAAAA |
[ TYTITT | cONA

¥

=>» semikonservativ, Ein DNA Einzelstrang dient als Matrize zur Neusynthese des komplemen-
taren Gegenstranges

Zellcharakterisierung mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
e Methode zur gezielten in vitro Vervielfdltigung von DNA Fragmenten,
e basiert auf Grundprinzipien der DNA Vervielfaltigung in biologischen Systemen,
e Kary B. Mullis: 1985 Entwicklung der PCR, 1993 Nobelpreis fiir Chemie

Grundprinzip der PCR: exakt wie im biologischen System, aber kiinstlich herbeigefiihrt

1. Schritt: Denaturierung (93-95° C), Auftrennung der dsDNA in ssDNA

2. Schritt: Primer-Annealing (Hybridisierung) (50-60° C), Zwei kurze zur DANN-Matrize komple-
mentare einzelstrangige Oligonukleotide (Primer) binden an die ssDNA -> Kurze Doppelstrang-
bereiche

3. Schritt: Elongation (72° C), DNA Synthese durch eine DNA-Polymerase

P T—w

—omA-Pmymoran DONA
ERHITZEN ZUR (dATP SYNTHESE
BRI va::ampglfu?:am piesid AUSGEHEND
e TRENNUNG +dCTP VON DEN
ppelstrangige
DNA ~ATTP PRIMEAN
S N Q=
SCHRITT 1 SCHRITT 2 SCHRITT 3
1. Zyklus = - 2.Zyklus ———  3.Zyklus
-4 —
1 Kopie i
21. Zyklus

2.097.152 _ . S—
Kopien
unter optimalen
Bedingungen

Enzymatische Vervielfaltigungsmethode, bei der in mehreren Amplifikationsrunden Primer entlang ei-
ner Matrizen-DNA verlangert werden. Dabei wechselt die Temperatur periodisch, so dass die DNA im-
mer wieder denaturiert wird und sich die Primer erneut anlagern und verlangert werden kénnen.
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Amplifizierung: Prozess, in dem die Anzahl der Kopien eines bestimmten DANN-Molekdils in einer PCR
vervielfaltigt werden

Amplikon: DNA-Abschnitt, der in der PCR vervielfaltigt wurde

o Theoretische Anzahl amplifizierter DNA Molekile: N = No *2",
e Friher: 35 Zyklen in ca. 8 Stunden vs. Heute: 35 Zyklen in ca. 30 Minuten (Thermocycler)

e PCR Reaktion erfolgt automatisiert mit PCR Maschinen (Thermocycler), Diese sorgen fiir einen

zyklischen Temperaturverlauf bei der PCR, Tendenz zu immer schnelleren Geraten (SpeedCyc-
ler benotigt weniger als 8 Minuten)

o Zyklischer Temperaturverlauf (Beispiel):

1X 38X 1X
B'C | 84°C
A 3 min 1I-u_cill T
T |'I1‘m|||
1 i
Ausgangsdenaturierung Bkl I |
von DNA ks |
E |
= I m |
1] o |
E » & |
3 E E'. ® hold
= o =
(i) =
=1
&

PCR Komponenten:

o Template DANN (DANN-Matrize) (0,5 — 50 ng): DANN-Molekiil, das die zu amplifizie-
rende Sequenz enthalt.

o Sense und Antisense Primer (jeweils 0,1 — 2 uM): Zwei kurze, zur DANN-Matritze kom-
plementdre Oligonukleotide, die an die DANN binden und zur Vermehrung des zwi-
schen den Primern liegenden DANN Abschnitts flihren. Sie liefern die Startstelle fir
die DANN-Polymerase.

o dNTPs (20 — 250 uM): Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP
als Substrate fiir die DANN-Polymerase.

Thermostabile DANN Polymerase (0,5 -2,5 U/rxn): Katalysiert die Reaktion
10x Polymerase Puffer (optimaler pH-Wert, Salzkonzentration)
MgCl; (1 —5 mM): Beeinflusst die Primer Annealing und Polymerase Aktivitat

Thermostabile DNA-Polymerasen: In der PCR eingesetzte Polymerasen werden aus thermophilen
(wdrmeliebenden) Eu- bzw. Archaebakterien isoliert

e Tag-DANN-Polymerase (Thermostabile DANN-Polymerase des Bakteriums Ther-

mus aquaticus, das 1969 aus einer heiflen Quelle im YellowstoneNationalpark iso-
liert wurde

GroRtes Problem einer PCR ist die Kontamination!

e Unmengen einer bestimmten Sequenz im Labor
e  Kreuzkontamination von Probe zu Probe
=>» Falsch positive Ergebnisse
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Vermeidung von Kontaminationen:

O O 0O O O O

Immer eine NTC durchfiihren
Kontrolliert arbeiten

Heftige Luftbewegungen vermeiden
Gestopfte Pipettenspitzen verwenden
Reaktionsgefale vorsichtig 6ffnen, abzentrifugieren

Raumliche Trennung in verschiedene Arbeitsbereiche: Ansetzen des Amplifikationsmi-

xes, Probenvorbereitung, Amplifikation und Detektion
o UV-Bestrahlung der Oberflachen

Problem Konventionelle

PCR:

e sehr sensitive einfache Methode

e Detektion geringer Mengen an Ausgangsmaterial

e ABER: Unterschiede in der Genexpression sind mit der konventioneller PCR schwer zu quanti-

fizieren

=>» Losung: Real-time PCR = Methode zur Quantifizierung von DNA, mRNA (cDNA)

Real-time PCR

Zunahme der DNA-Konzentration korreliert mit einer Zunahme eines Fluoreszenzsignals das in Echtzeit

(online) gemessen wird

“Treshold Cycle” (C:) Quantifizierung in der Real-Time PCR:

/iR N
f Zm0,000 — Fl:ﬂ‘:lﬂi ‘II
L ]
"
~
4
Sl /
Lo |
/ Exponemiial phooe
Threshald CT
D et bbbt
Baseline N o ternplate
T [
| ] .| 10

PUH evele numl.l!rfx"
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Der Threshold Cycle (C,) ist der
Zyklus der PCR, in dem die
Fluoreszenz einer Probe erstmals
signifikant liber ihre
Hintergrundfluoreszenz hinaus
ansteigt.

Der C,-Wert entspricht der Anzahl
der PCR Zyklen, die notig sind, um
ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau zu erreichen
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Endpunkt

50000
proo Sample A Untergchi?de der
Sotito (1,000,000 Sample B urspyunglnchon
DNA copies) (4,000 DNA  Kopienzahlen kénnen
35000 1 copies) nicht mehr festgestellt
werden

Fluorescence
g
3

15000
o acrorzo, Sample 8 has
\ aCtof28
50004 Threshold level
0 v v L + “/ T v T 1
0 5 10 15 20 2 a0 as 40 45

Cycle number

=> Je hoher die Anfangskopienzahl einer DNA in der Probe, umso schneller steigt
die Fluoreszenzintensitat d.h. desto niedriger liegt der Ct -Wert

Moglichkeiten zur Detektion von PCR-Amplifikaten in der Real-Time-PCR:

Detektion mittels interkalierender Fluorophore z.B. SYBR Green™: SYBR Green™ ist ein Fluoreszenz-
farbstoff, der an doppelstrangige DNA bindet, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffs ansteigt. Zu-
nahme der DNA-Anzahl -> Zunahme der Fluoreszenz Die Messung findet am Ende der Elongation in
jedem Zyklus statt

Detektion mittels Fluorophor-markierte genetische Sonden z.B. Tagman™- Sonden, Molecular Bea-
cons: Das Quenchermolekiil absorbiert die Reporter-Fluoreszenz der DNA-Hybridisierungssonde, Tag-
Polymerase besitzt 5-> 3" Exonukleaseaktivitat -> Abspaltung des Fluorophors beim Erreichen der
Sonde, Getrennt vom Quencher wird die Reporterfluoreszenz messbar und zeigt die Neustrangsyn-
these an

Quantifizierungen in der Real-time PCR
Absolute Quantifizierung -> Quantifizierung von Kandidatgenen mit Hilfe vordefinierter Standards

Relative Quantifizierung -> Quantifizierung von Kandidatgenen durch Normalisierung mit Referenzge-
nen (wurde auch bei unserem Versuch im Labor durchgefiihrt)

wepeproven, verschiedene Organe “ m

Vergleich normal gegen verdndert O ‘

Zellkulturen: e ” dise

“ e l’, :Jv
Vergleich nach Behandlung €@ . WP N ,s‘i N
&3

~
\

gegeniiber Kontrollen Zollen Bakandlung Verdng
Zeitverlaufstudien: Effekte iiber die Zeit
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Zur Transkriptions- (Expressions-) analyse von Genen wird die gebildete mRNA Menge
quantifiziert, Real-time RT-PCR (RT qPCR)

-> In einer ersten Reaktion wird die mRNA mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT)
in DNA (ibersetzt (cDNA)

-> Die gebildete cDNA wird mittels PCR amplifiziert und quantifiziert

Haushaltsgen (engl. housekeeping gene): nicht-reguliertes, konstitutiv exprimiertes Gen, welches un-
abhangig von Zellstadium und duBeren Einflissen exprimiert wird, z.B. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphatDehydrogenase), ribosomale Untereinheiten 18S und 28S, B-Actin, b2-Mikroglobulin

(Praktikum s. Protokoll)
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Schenk-Labor

Kryokonservierung

Definition

e Kryokonservierung ist im einfachsten Sinne eine ,Pause-Taste” flr das Leben
e Definition: Anwendung von tiefen Temperaturen, um Zellen und Gewebe strukturell intakt
und vital zu erhalten
e Vorteile einer kryokonservierten Zellbank
o Ermoglicht zeitliche Trennung von Arbeitsschritten
Vereinfacht Lagerung, da weder Alterungs- noch Zelluntergangsprozesse ablaufen
Keine Veranderung des Genotyps
Keine Transformation und tumorahnliche Veranderung
Keine bakterielle Kontamination, keine Kreuzkontamination
Einfacher Transport und Verfiigbarkeit (bei Experimenten)
Sicheres System

O O O O O O

Wiederholung

Dichte von Eis und Wasser

1.000— — 1.010
e Dichteanomalie des Wassers e
o Die hochste Dichte von Was- -
. i 999,94 - 990
ser liegt bei 4°C e
o Eis hat eine deutlich gerin- 099.5_] o
gere Dichte als Wasser | " oco
=> Gefriert das Gewebe solange oworf 1t 11\ i
noch zu viel Wasser enthalten 0 2 4 6 8 10 o
ist, geht es aufgrund von Eiskris- e
tallbildung zu grunde \ I
- 920
————————————————————————————— 910
-150 -100 -50 0 50 100
Temperatur in °C
1 H T/K
Temperatur-/Energiediagramm Sicdepunkt g, j‘ # Verdampfungswarm
von Wasser St | ‘ ;
Druck p=1.013 bar f ‘}
340 L | |
! | s
320 L \‘ : férmig
300 4 E 1:
Sal Schmelzwarme 1 ]
h(.hn:‘n:;z':;:;r.kl 280 | 134 i/k : :
260 L ! ! : :
i | . 1 1
1 { flitssig | |
240 L i : : l
204 test | ! i i
| | 1 |
200 ‘ ; ‘ -0
85 419 837 3094
Schmelz— Verdampfungs— + AQ
Erstarrungswarme Kondensationswarme - AQ
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Slow Freeze

e Weit verbreitete und etablierte Methode zur Kryokon-

P

servierung von Gewebe e |
e Langsames Einfrieren (gewdéhnlich: 1°C pro Minute) % o
=>» Durch langsames Gefrieren diffundiert das Was- 4 _
. . £ slow cooling
ser schnell genug aus der Zelle, sodass sich keine o ) y
~ | rapid cooling

Zellinterne Eiskristalle bilden kénnen
=> Je schneller das Wasser herausdiffundiert, desto ’ dehydration

ST . b
NS o

schneller kann der Gefrierprozess ablaufen

17 S e g%

e Jedoch miissen Zellen vorher mit kryoprotektiven Sub- \“‘9) e
stanzen behandelt werden, verhindert, dass sich im Ext- N
razelluldrraum Eiskristalle bilden Time

Kryoprotektive Substanzen

e Ziel: Konzentrationserhohung der in der Zelle geldster Substanzen
e Verhindern Kristallinisierung von Wasser bei tiefen Temperaturen
e Eigenschaften:

o Gute Wasserloslichkeit, auch bei tiefen Temperaturen

o Gefrierpunkterniedrigend

o Geringe Toxizitat (wenn gefroren)

o Diffundiert in Zelle, aber nur ca. 3mm

Glycerin, Ethandiol, Pro-
pandiol, Dimethylsulfoxid
(DMS0)

Kryokonservierungsprozess (am Beispiel der porcinen Leber)

b Entscheident fir Vitalitat!
Konditionieren /

Einfrieren
Lagern
Auftauen
Konditionieren

ok wN e
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1.) Konditionieren:
- Lebergewebe in die Kryoréhrchen geben wurde,
und diese beschriften
- 5%-10%ige DMSO (bei uns 10%) auf zu konser-

. . -—— Programm
Einfrierprozess s KaitrimEr

vierendes Gewebe geben, kurze Zeit ‘é

in Eiswasser inkubieren (ca. 10 min bei unserem '§

Versuch) g
- DMSO geniigend Zeit in Leberstiicke zu diffun-

dieren

v ¥ T - T H L] ¥
00:06 0007 0014 0021 O0ZB 0036 0043  00:50
Zeit (hh:mm)

2.) Einfrieren
- Einfrieren geschieht mittels eines Kryostats, welches die Geschwindigkeit des Einfrierpro-
zesses reguliert

3.) Lagern
- Aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung ist Lagerung von biologischem Material
nicht unbegrenzt moglich
- Diese hangt von Energie/Temperatur ab
- Kurzzeitkonservierung bei -20°C
- Mittelzeitkonservierung bei -80°C (Sublimation CO,: -78,5°C)
- Langzeitkonservierung bei -196°C (Siedepunkt fl. N3)

4.) Auftauen
- Sollte schnell gehen: Zellen in Wasserbad mit 37°C
- Kontaminationsvorsorge, Behdlter in das die Zellen nach auftauen gegeben werden, soll-
ten steril sein

5.) Konditionieren
- Nach auftauen Zellen nicht in destilliertes Wasser geben, sondern DMSO-L6sung, da
sonst osmotischer Schock droht -> Zellen platzen
- Sollte aber nicht zu lange dauern, da sonst zytotoxischer Effekt des DSMO eintritt
- Zentrifugieren und aufgetaute Zellen abpipettieren
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e Laboranwendung
=>» Zelllinien, Hepatozyten in Suspension/Vlisen, Nebenschilddriise
e Klinische Anwendung
=>» Eizellen, Spermien, Stammzellen (Nabelschnur), Ovarial-/Hodengewebe

e Verfahren, um amorphes (nicht-kristallines) Eis in Zelle zu erhalten

e Durch extrem schnelles Runterkiihlen von Wasser unter die Glastiberganstemperatur (130 K
bei 1 bar) bildet sich ein Festkérper ohne kristalline Struktur

e Bei klinischer Anwendung auch Kryoprotektiva notig
=>» Junges verfahren, Publikationen nehmen seit ca. 2000 sehr schnell zu

e 7400 Transplantationen von toten Spendern im Jahr 2018, 14000 Patienten aktiv auf der
Warteliste (Statistik von Eurotransplant, 129 Transplantationen am UKT)
e Probleme:
= Organknappheit
=>» Verteilungsgerechtigkeit (Dringlichkeit und Erfolgsaussicht)
— Problem: je hoher die Dringlichkeit, desto geringere Erfolgschancen
=>» Organhandel, Kliniken stufen Dringlichkeit hdher ein als sie ist
— Lo6sung: Scoresystem nach Laborwerten, trotzdem manipulierbar
=>» AbstoBungsreaktionen
— Dauerhafte Einnahme von Immunsuppresiva fihrt zu Problemen
— Niere héalt maximal 10-15 Jahre im Optimalfall
e Losungsansatze sind TE und xenogene Transplantate
— TE noch nicht weit genug, um funktionsfahige Organe herzustellen
— Xenogene Transplantate haben verstarke AbstoBung (da andere Immunfak-
toren und Rezeptoren)
— Ubertragung Xenogener Krankheiten

e Komplettes Entfernen angesiedelter Zellen eines Organs (Leber), aber Erhaltung der nativen
Ultrastruktur und Zusammensetzung der EZM
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e Einteilung der Azellularisierungsmittel in 3 Gruppen:
o Chemische Agentien
o Biologische Agentien
o Physikalische Agentien

Chemische Agentien

e Sduren und Basen
o Peroxyessigsaure:
— Entfernt Nukleinsduren, geringer Effekt auf EZM-Zusammensetzung und
Struktur
o Essigsaure
— Zerstort und entfernt Kollagen, entsprechende Reduktion der
EZM-Starke
o Calciumhydroxid, Natriumsulfid, Natriumhydroxid
— Entfernen Haare von Hautproben in friiher Azellularisierungsphase
— Eliminieren Wachstumsfaktoren
— Zerstoren Quervernetzung Verminderung Mechanischer Eigenschaften
— Spalten Kollagenfasern ]- der EZM (,,aus Haut wird Leder*)

e Hypo- und hypertone Losungen
o Hypertone Kochsalzlésung
— Trennt DNA von Proteinen
o Hypotone Kochsalzlésung
— Zelllysis durch osmotischen Effekt
o Generell gebrduchlich Gewebe abwechseln mit hypo- und hypertonen Losungen zu
spilen, gut geeignet, um Zellreste aus Gewebe zu entfernen
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e Detergenzien (Tenside)
o Triton X-100
— Nicht-ionisches Tensid (hydrophiler Kopf, hydrophober Rest)
— Entfernt Zellreste aus dickeren Geweben (z.B. Herzklappen, hier enzymati-
sche oder osmotische Methoden ineffizient)
— Schwacht EZM durch Proteinverlust

— Zwitterionisches Tensid
— Besonders effektiv flir diinnere Gewebe (z.B. Lunge), ineffektiv bei dickem
Gewebe

o SDS (Natrium-Dodecylsulfat) a) Protein before SDS treatment_charged R-groups

— lonisches Tensid
— Effektiver als Triton X-100, um Zellkerne
aus dichterem Gewebe und Organen zu

entfernen
— Erhilt mechanische Funktionalitit der Folded protein with charge based on constituentamino acid
EZM b) Protein after SDS treatment

— Storung der Ultrastruktur, Elimination e e
von Wachstumsfaktoren - -

Denatured protein with overall net negative charge

SDS kann Hauptunterschied bei Azellularisierungsprotokoll ma-
chen, jedoch wird Ultrastruktur zerstort, sowie Wachstumsfaktoren auf EZM eliminiert

o Druchspiilen des azellularisierten Gewebes sehr wichtig, da SDS-Riickstande zytoto-
xisch wirken Neuansiedlung gefahrdet

e Chelatbildner
o EDTA/EGTA
— Unterstitzen Zelldissoziation von EZM-Proteinen durch Binden von Metallio-
nen
— Reichen nicht aus um Gewebe/Organe zellfrei zu bekommen

e Alkohole
o Glycerol
— Fordert Azellularisierung durch Dehydrierung und Lysis der Zellen
o Isopropanol, Ethanol, Methanol
— Entfernt Lipide sehr effektiv
— Ethanol und Methanol haben fixierenden Charakter, erhalten Proteine

e Andere Losungen
o Aceton
— Entfernt Lipide
— Fixiert und konserviert EZM durch Querverbindungen —p steife Gertste
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Biologische Agentien

Enzyme
o Nukleasen (DNase, RNase)
— Spalten Nukleinsduresequenzen
— Entfernen nach Zelllysis Nukleotide im Gewebe
— Endonukleasen sind effektiver als Exonukleasen, aber teuer

o Trypsin (Serinprotease)
— Haufig als Azellularisierungsagenz genutzt
— Greift EZM-Proteine (z.B. Kollagen) an, zeitabhangiger Effekt
— Geeignet in Anfangsphase eines Protokolls

o Kollagenase
— Kann nur fiir Azellularisierung verwendet werden, wenn Ultrastruktur der
EZM und Erhaltung des Kollagens nicht wichtig fir weitere klinische Verwen-
dung sind

o Enzyme entfernen Zellreste sehr spezifisch, aber Uberreste bei Neubesiedelung kdn-
nen diese beeintrachtigen, und negative Immunreaktionen hervorrufen

Masson’s Trichrom Farbung vor (B) und
nach (E) der Dezellularisierung zeigt,
dass kaum Zellen im Gewebe sind, und
die EZM intakt ist. Die natirliche Struk-
tur der Leber ist ebenfalls intakt, sowie
die Zentralvene (*).

Physikalische Agentien

Temperatur
o Einfrier- und Auftauprozesse lysieren Zellen in Gewebe und Organen
o Lost Zellen nur, Reste miissen ausgespult werden
o Effektiv, um Azellularisierungsprozess einzuleiten

Kraft und Druck
o Zellen auf Oberflachen lassen sich durch Scherkrafte leicht entfernen
o Darunterliegende Ultrastruktur und Basalmembran kann schaden davontragen

Hydrostatischer Druck
o Kurzer Zeitaufwand, effektiv fiir BlutgefdRe und Hornhaut
o Eventuelle Bildung von Kristallen, die EZM zerstoren
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— Gegensteuern durch Temperaturerhéhung

e Non-thermal irreversible Electroporation
o Neuartige Methode
o Anlegen eines elektrischen Feldes, welches dauerhaft umgepolt wird
— Schwingen des Lipiddoppellayers
— Bildung von Mikroporen
— Verlust der Zell-Homdostase
o Bisher nur fiir sehr kleine Proben geeignet

e Einfrieren/Auftauen

e Mechanische Bearbeitung

e  Kurze Behandlung mit leicht zu entfernenden Detergentien oder Sduren (CHAPS)
e Spiilen

e Intensivere biochemische Behandlung nétig (SDS, anschlieRend DNasen/RNasen)
e Langere Splilzeiten, mehrere Spilzyklen
e Beifettigem, amorphem Gewebe zusatzlich Lipidloser verwenden

e Ausnutzen des vaskuldren Systems
e Beispielprotokoll Schenk AG:
o Organ nach Entnahme mit 2L NaCL spulen
Einfrieren bei -80°C
Auftauen bei 4°C
1h mit PBS spilen, 20mmHg
37°C warme, 1%ige SDS-LOsung fiir 20h
DNase fiir 2h
Nachspilen mit PBS und Konservierung bei -80°C

O O O O O O

Seite | 46
Vitale Implantate



Sterilisation

e Begasung mit Ethylenoxid (ETO)

— stark toxisch und stark karzinogen
e Elektronenbestrahlung
e Bestrahlung mit y-Strahlen

Evaluierung

e Azellularisiertes Gewebe muss

Interleukin-1 and Tumor necrosis factor
in- Histamine —_—
interleukin-2 Activation of

‘ coagulation system
Myocardial \ | ’

depressant \ Prostaglandin,

factor thromboxane,
leukotriene,
Anaphylatoxins Endotoxin and prostacyclin
Cba and C3a release
F <

Platelet-activating

factor / Beta-endorphins

Oxygen-derived Bradykinin
free radicals

— Unter 50ng DNA-Doppelstrang pro mg EZM-Trockengewicht
— Unter 200 Basenpaare Lange der DNA-Fragmente
... fir die Weiterverwendung im Schenk-Labor haben

Bei der Azellularisierung werden nicht physiologische, chemische oder biologische Agentien verwen-
det. Dabei kann es zu Schadigungen der EZM kommen. Jedoch ist fur eine erfolgreiche Wiederbesie-

delung eine vollstandige Azellularisierung der Schlissel.

Vitale Implantate
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Nach Bradford:
e Triphenylamethan-Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau bindet in saurer Losung mit kationi-
schen und unpolaren Seitenketten von Proteinen
e Ungebunden ist der Farbstoff braunrot, Maximum im Absorptionsspektrum bei 470nm
e Durch Komplexbildung mit Proteinen verschiebt sich Maximum auf 595nm
— Farbstoff wird in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfatform stabilisiert
e Extinktionskoeffizient erhoht sich stark bei Farbstoff-Proteinkomplex
— Proteinkonzentration kann somit photometrisch bestimmt werden
e Bradfordstammldsung:
— 100mg Coomassie Brilliant Blau Tabletten
— 50mI 99% Ethanol
— 100ml Phosphorsaure 85%
— 100ml aqua dest

Nach Biuret:
e Im alkalischen bilden Proteine (iber ihre Peptidbindungen Cu (ll)-lonen
e Entstehung eines violetten Cu(l) Komplex
— Messung photometrisch bei 540 nm
— Farbe direkt proportional zu Proteinkonzentration
e Biuretstammldsung:
— 0,5% CuSO4
— 1,5% K-Na-Tartrat
— 0,5% KI
— 1In 0,2 mol/I NaOH

Nach Lowry:

e Proteinbestimmung beruht auf zwei Reaktionen
— Biuret-Reaktion
— Zweiter Reaktionsschritt:
= Reduktion von Cu(ll) zu Cu(l)
= Cu(l) reduziert gelbes Folin-Ciocalteu-Reagenz zu Molybdénblau
= Resultierende intensive Blaufarbung dient quantitativen Bestimmung der
Proteinkonzentration mittels Photometrie
e Hierbei werden 4 Losungen verwendet
— 4g NaOH + 20g Na,COs + 0,2g K-Na-Tartrat in 1 L aqua dest (A)
— 0,5g CuS0O4 in 100 ml aqua dest (B)
— 50 A+ 1B mischen
— Folin-Reagenz mit aqua dest 1:1
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Wendel Labor (Thorax- und Herzchirurgie)

Arteriosklerotische Plaques:

e Fetteinlagerungen in die innere Wandschicht arterieller Blutgefaf3e -> Verengung, Verhartung,
hoherer Blutdruck (ab 90% Erhéhung sehr kritisch)

e Bevorzugt an HerzkranzgefaRRen

e Stenose = Totalverschluss

e |Im Westen Todesursache Nummer 1

Therapieansatz: Revaskularisierung tGber Stents oder Bypasse (OP-Eingriff deutlich aufwandiger und
riskanter, aber groRerer Langzeiterfolg, daher den Stents dauerhaft Gberlegen)

Bypass:

e bei Verstopfung der KoronargefaRe,

° GefaBtransplantation am Herzen,

e  bevorzugt mit Beinvenen/-arterien 0.A., Arterien theoretisch besser als Venen aber schwieri-
ger fir OP,

e  Uberbriicken der Engstellen mit direkter Verbindung zum Aortenbogen

Medizinische Gerate mit Blutkontakt:

e  Stent Graft,

e Oxygenator,

e Stents,

e Vascular Graft,

e  VAD (Herzunterstlitzungssystem),
e Herzklappe

Probleme Hamokompatibilitat: Thrombosen, Koagulation, Fibrinolyse, Entziindungen, Sepsis

o Zytokompatibilitat und Hamokompatibilitat!

Thrombin: Zentrales Protein (Enzym) der Gerinnungskaskade -> Umwandlung/Spaltung von Fibrinogen
zu Fibrin

Plasmin: lysiert/spaltet Fibrin (Fibrinolyse = Auflésung eines Blutgerinnsels) -> Gegenstiick zu Throm-
bin

Hamostatische Balance: Koagulation (=Gerinnung) und Fibrinolyse -> dynamisches Gleichgewicht,

e Erhohte Koagulation: fihrt zu Thrombosen (Myokardinfakt, Schlaganfall, Lungenembolie, ...)
o Aktivierung: Thromboplastin (Gewebefaktor)

Seite | 49
Vitale Implantate



o Inhibitoren: Heparin, Hirudin, Warfarin (Vitamin K-Antagonist, Cumarin), ASS (Acetyl-
salicylsaure, Aspirin)
e Erhohte Fibrinolyse: fiihrt zu Blutungen, Fibrinauflésung (Innere Blutungen, Hirnblutungen,
Hamatome, ...)
o Aktivierung: Kallikrein, t-PA (tissue plasmin activator), Streptokinase
o (Inhibitoren: Aprotinin, Antiplasmin, PAIl)

Gerinnungsaktivierung:

e Intrinsische Gerinnung, extrinsische Gerinnung -> Thrombinaktivierung
e Thrombozitdre Gerinnung -> Thrombozytenadhasion
o Aggregation der Thrombozyten +Fibrin -> ... -> Thrombus
e PDGF: Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen, damit Endothel den Thrombus tGberwachst und
Gefallwand wiederhergestellt wird

3 Faktoren der Thrombose: Gerinnungsfahigkeit, GefaBwand, Blutstromung

1. Thrombose, 2. Koagulation, 3. Platelets, 4. Himatologie,5. Komplementsystem
Faktoren fiir die Blutqualitdt bei Bluttests:

e  Blut muss frisch sein!

e Testperson soll moglichst nicht rauchen, Drogen/Medikamente nehmen oder schwanger sein,
e Sterilitat soll gegeben sein,

e  keine Stase (Arm abbinden) beim Blutabnehmen,

e Blut nach Entnahme nicht zitrieren (wird in Transfusionszentren gemacht)! Stattdessen mit
unfraktioniertem Heparin behandeln,
e Hintergrundaktivierung gering halten

Testmodelle:

e statisch vs. Dynamisch,
e Pradikate = Produkte, die schon auf dem Markt sind, werden als Vergleichsstandard genutzt

Ummantelung bei Stents:

e spielt entscheidende Rolle bei Himokompatibilitat
e Biopassiv ummantelt (Aloumin), Bioaktiv ummantelt (Heparin), uncoated

Western Blotting: Proteinauftrennung nach Grof3e (wie Elektrophorese etc)

In vitro Herz-Lungen-Maschine: deutlich sensitiver als Tiermodell -> deutlich aussagekraftiger

gute Messungen mit Testmodellen moglich, vor allem in vitro!
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Durchflusszytometrie

e Methode zur Zellmessung

Nachweis von Proteinen

1. Messung der Gesamtmenge (Bicinchoninsdure Assay = BCA),
2. Auftrennung verschiedener Proteine in einem Proteingemisch (Sodium dodecyl sulfate poly-

acrylamide gel electrophoresis = SDS-PAGE),
3. Detektion eines spezifischen Proteins (Enzyme Linked Immunosorbent Assay = ELISA, Durch-

flusszytometrie)

Definition Durchflusszytometrie

Experimentelle Technik zur Analyse von Zellen in vitro mittels eines Lichtstrahls (Laser), ,,Zytometrie”
= ,Zell-Vermessung”.

e Zellen missen in Lésung vorliegen -> (Einzell-) Suspension,

e es kann eine Vielzahl verschiedener Zellen untersucht werden (unterschiedliche GroRen ->

Blutzellen, Tumorzellen, Bakterien, Hefen, etc.),
e bis zu 10.000 Zellen/Sekunde

Prinzip

Streuung des Lichtstrahls aufgrund verschiedener Zelleigenschaften

1. Vorwartsstreulicht (forward scatter: FSC) -> ZellgréRe

2. Seitwartsstreulicht (side scatter: SSC) -> Granularitat

3. Nachweis von Oberflachenrezeptoren und intrazelluldren Proteinen -> Verwendung Fluoreszenz-
markierte Antikorper (AK)

e Meist 3 Detektoren: FSC, SSC, Fluoreszenz

Auftragen in Botplot: z.B. SSC gegen FSC -> Zelltypen nach GréRe und Granularitat geordnet

|® | 7
Y
& O o |
2y
Y Detektor Fluoreszenz
Granulozyten ) ; 2y
H
Y7
o 474

% Detektor SSC
. ()

Monozyten
FSC (cell size) \\
Lymphozyten . zu analysierende

Probe z.B. Blut

SSC (granularity)

Detektor FSC
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Expression von Rezeptoren oder Adhasionsmolekilen charakterisiert einen Zelltyp oder einen funkti-
onellen Status (z.B. aktiviert oder inaktiv). Es gibt 339 verschiedene Oberflachenmolekiile, die mit mo-
noklonalen Antikérpern als ,,Cluster of Differentiation” (CD) identifizierbar sind.

Fluoreszenzintensitat: emittiertes Fluoreszenzlicht ist proportional zur Zahl gebundener Fluorochrom-
molekile, ebenfalls darstellbar in einem Diagramm -> Histogramm wird erstellt mit Kurvenverlauf

-

58% negativ
fur Antigen A

42% positiv

FSC

Caser | 7 )
4

cell number

fur Antigen A

log fluorescence intensity({red)

FL2

Fluoreszenz

Fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome) absorbieren Licht in einem bestimmten Wellenldngen-
bereich, dabei werden die Elektronen auf ein héheres Energieniveau gehoben. Beim Zurtickfallen zum
Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon -> Fluoreszenzlicht mit anderer Wellenlange (Teil der
Energie geht in Form von Warme verloren).

Gangige Fluorochrome in der Durchflusszytometrie sind und Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC).

Mehrfarbenfluoreszenzanalyse: Verwendung unterschiedlicher AK, die mit verschiedenen Flu-
orochromen gelabelt sind -> mehr Informationen kdnnen in einer Probe gesammelt werden

Fazit
ZellgroRe, Granularitdt und Expression von Rezeptoren auf der Zelloberflache lasst sich detektieren
und quantifizieren. Anderung in der Expression von Rezeptoren kdnnen detektiert werden.

Thrombozyten
e 2 bis 4 um Durchmesser,

e werden durch Abschniirung von Megakaryozyten gebildet (Knochenmark),

e besitzen keinen Zellkern,

e 7-10 Tage Lebensdauer (so lange wirken daher auch bestimmt Medikamente wie Aspirin, die
auf Thrombozyten wirken),

e 150.000 bis 300.000 Thrombozyten pro pl Blut,

e im ruhenden Zustand diskoide/diskoidale Form -> nach Aktivierung ,,shape changing”

Hauptaufgabe der Thrombozyten: primare Hamostase! Sie erkennen, wenn Endothel beschadigt ist
und binden an freiliegende Struktur.
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Primare Adhésion -> Aktivierung -> Aggregatbildung, Thrombozytenrekrutierung

Leukozyten

e Im Blut, Knochenmark, lymphatischen Organen und Geweben.

e , Waichter” des Immunsystems,

e vernichten fir den Organismus unvertragliche Stoffe bzw. Krankheitserreger,

e  kodnnen aus dem Blut ins Gewebe einwandern

e Unterteilungin:
o Granulozyten: neutrophile (60-70 %), eosinophile (2-4 %), basophile (0,01-0,5 %)
o Lymphozyten (20-45 %)
o Monozyten (2-8 %)

Extrakorporale Zirkulation (EKZ)

e essentiell wahrend Einsatz der Herz-Lungen-Maschine,
e gewadhrleistet stabile Kreislaufverhaltnisse und
den Gasaustausch des Patienten, Heparinisierung

v

( atient ) f— Arterielle
~ o

Kaniile

Vendse Kaniile

-~ Roller-

* pumpe
EKZ-Fremdoberflachen und Scherkrafte induzieren jedoch \// m)mm \)__,
eine Aktivierung von Thrombozyten: \WM”/

o Post-operative Koagulopathie -> Lebensbedrohliche Blutungen und thrombembolische
Komplikationen

o Aktivierung von Leukozyten (Interaktion von P-Selektin mit PSGL-1 auf Leukozyten) -> Sys-
temische Entziindungsreaktion/lebensbedrohliches Multiorganversagen (MOF)

Faktoren der Thrombozytenaktivierung

P-Selektin: nur bei aktivierten Thrombozyten in die Zelloberflache integriert, sonst innerhalb der Zelle

GPIlIb/llla: Fibrinogenrezeptor, Bindungsstelle der Thrombozyten, Aggregatbildung lber Fibrinogen-
bindung

e Der Aktivierungsgrad der Thrombozyten ist lber diese beiden Rezeptoren/Marker
messbar
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Scherkrifte
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Mac-1 (CD11b/CD18) schwach exprimiert

der Zelloberflache exponiert und kdnnen mit ICAM-1 auf Endothelzellen interagieren,

e Detektion der Aktivierung:

Spezifische Aktivierungsmarker von Thrombozyten/Leukozyten

nach Stimulation werden die in zytoplasmischen Granula gespeicherten Molekiile rasch auf

Rnllirg # Adhasion —— Transmigration
I Selektine I
I 1
Integrine |
I == thrombozytdire .
cD162 monozytire Aktivierungsmarker
(PSGL-1)
c::> @@ | @ iz
(P-Selektin) ] GPIIblila (Fibrinogenrezeptor)
Hagen
Endathehale
Aktivierung / herkrafte
Leuko zyten-Aktiy Erung
Stimulus O . O

Vitale Implantate

Leukozytenmarker:

GofaBendothel

Thrombozytenmarker:

Fibrinogenre-

zeptor GPIIb/Illa: Aktivierung von Thrombozyten fiihrt zu einer Konforma-
tionsanderung des GPllIb/llla Rezeptors -> detektierbar durch spezifischen
Antikorper (PAC-1 Antikorper)

P-Selektin (CD62P): wird nach Aktivierung auf der Thrombozytenoberfla-
che exprimiert -> Grad der Aktivierung messbar durch anti-P-Selektin An-
tikbrper
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= CD11b: in geringer Menge auf ruhenden Leukozyten exprimiert. Bei Akti-
vierung werden vermehrt CD11b Rezeptoren auf der Oberflache expri-
miert -> Interaktion mit GefalRepithel

= (CD162: auf Leukozyten vorhanden -> Interaktion mit P-Selektin und E-Se-
lektin (Endothel)

Praktikumsversuch
e humanes Vollblut unbehandelt vs. mit ReoPro (Thrombozyteninhibitor),
e Stimulation der Thrombozyten mittels ADP (Adenosindiphosphat),
e mit AK gelabelt flir Fluoreszenz (PAC-1-FITC an Fibrinogenrezeptor, CD62P-PE an P-Selektin)
o die Thrombozyten des behandelten Blutes kdnnen nicht mehr aktiviert werden bzw. es findet
keine Aggregation statt

Isolierung von Endothelzellen (ECs) aus porcinen Venen/Arterien

Endothel
e besteht aus Endothelzellen,

e innerste Wandschicht von Lymph- und BlutgefédRen,
e gehort zur Tunica Intima, zum GefaRlumen hingerichtet Tunica

adventitia
rorrmctes txnam

»

2
Wandbau der Arterie: \O
,\t

§' Tunica
Intma

Endothelzellen bilden ein einschichtiges Plattenepithel, gefolgt von einer Ba-
salmembran

wherrd st s

SR Se MWy
ryocth resnche culty
Tunica medss

elastica interna

fibroblast

adventitia
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Aufgabe/Funktion von Endothel:

Permeabilitdtsgrenze: Regulation des Stoffaustausches, zwischen Gewebe/Organen und Blut
(z.B. Blut-Hirn-Schranke)

Regulation des Blutdrucks, Produktion von NO (wirkt auf glatte Muskelzellen -> Kontrak-
tion/Entspannung steuert Blutdruck mit)

Schafft antithrombogene Oberflache (im unbeschadigten Zustand)

Endothelarten: Continwees Capillary compiete

unterscheiden sich in ihrer Durchlassigkeit von unterschiedlichen Stoffen im Blut

basal larne

Kontinuierliches Endothel: undurchldssig fiir im Blut geloste Stoffe -> tight

junctions! Stoffaustausch nur UGber Transporter moglich, z.B. Blut-Hirn-

Schranke

Fenestriertes Endothel: etwas durchléssiger, auch fir groBere Molekiile

durchlassig, z.B. Darm Fanestratad Capillary —
- basal lemmna

Diskontinuierliches Endothel: sehr durchldssig bzw. léchrig, Zellen kénnen

hindurch wandern, z.B. Leber

Cofiaous eadethebal

Tenesli slog sndothebol
Wrdry

Endothelzellen:

wachsen adhéarent und teils spindelformig, Beschichtung notwendig fur Kultivierung
z.B. Gelatine oder Kollagen, kopfsteinartiges Wachstum -> Morphologie: sehr flach

Wichtige Endothelzellmarker:

Discontinuous Capillary ncoepiale
.- basal lamina

—
CD31/PECAM-1 (prominentester Marker) .......

CD144/ Vaskulares Endotheliales Cadherin (Quervernetzung) e
VEGFR-2/KDR (VE Wachstumsfaktor Rezeptor)

E-Selektin -> Unterschiedliche Expression bei inflammatorischem Zustand der Zelle auf der
Oberflache, Grundexpression in ruhendem Zustand

Adhdsionsmolekiilkaskade

1. Anheftung und Rolling: E-Selektin, P-Selektin, Zytokine wirken als Signalmolekiile/lo-
cken Zellen an und binden an die Selektine

2. Aktivierung (Zytokine, ...)

3. Feste Anheftung: Integrine, ICAM-1 (inter-cellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (va-
scular celladhesion molecule 1)

4. Transmigration

. . Liganden: E/P-Selektin = PSGL1, I-
Adhdsionsmolekiilkaskade: CAM-1 = LFAL, VCAM-1 = VLA4
Selektine Integrine
_Zviokine
1. Anheftung
und Rolli
l(ifw::n& . : " 2akwieung 3 Fesen 4. Transmigration
® ® b -
Endothel E-Selektin ICAM-1 (inter-Cellular :;dhesion Molecule 1)

P-Selektin VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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Quellen fiir die Gewinnung von ECs
e Venen (z.B. Vena saphena),
e Arterien (Vorteil: keine Venenklappen) von Mensch und Tier,
e Nabelschnur -> Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)

Prinzip der Isolierung von Endothelzellen

e Material: Vene oder Arterie

e Antibiotische Behandlung des GefaRes

e Spilen der Innenwand des GefédRes

o Kollagenaseverdau (AuRenwand nicht in Kontakt mit Kollagenase bringen, da die AuRenwand
sonst verdaut wird und Fibroblasten in die Kultur gelangen)

e Aussaat der abgel6sten Zellen

e Zellen bis zur Konfluenz kultivieren

e Achtung bei Venen: Klappen verhindern Riickfluss von Fliissigkeit -> Gefa auf richtiger Seite
flllen

(Praktikum s. Protokoll)
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in-vitro-Zellbiologie” — Grundlage fir die Aufklarung grundlegender Wachstums- und Differenzierungs-
prozesse in Zellen

Einsatz:

Biomedizinische Grundlagenforschung

Virologie

Immunologie

Strahlenbiologie

Krebsforschung

Medizinische Diagnostik

Herstellung von biologischen Wirkstoffen fiir Diagnostik, Prophylaxe und Therapie
Produktion von Impfstoffen und Arzneimitteln

Toxikologische Untersuchungen

Regenerative Medizin

durch sterile Praparation von Zellen aus Gewebe, z. B. Embryonen, fetalen Gewebe, Gewebe-
biopsien oder Operationsmaterial

Kultivierung unter standardisierten Bedingungen in spezifischen Medien
Medienzusammensetzung und Kultivierungsbedingugen sind abhangig von Organismus und
Zelltyp (menschliche Zellen 37 °C, 5 % CO2)

Versorgung von Zellen mit Nahrstoffen und Entsorgung von Stoffwechselprodukten erfolgt
durch das Medium — Fltterung von Zellen

Sicherstellung der Vermehrung von Zellen durch die Passagierung

In genetischer Hinsicht Unterschied zwischen:

Normalen Zelllinien (Primarkultur) -> Lebensfahigkeit begrenzt
Transformierte Zelllinien (Permanente Zelllinie) -> unbegrenzt kultivierbar
Arten der Transformation:

o spontan (Umweltfaktoren)

o gezielt (Viren) -> kann zur malignen Transformation fihren

o maligne (mutagene Substanzen)

Lebensdauer von Zelllinien abhangig von: Alter, Spezies, Zelltyp, Kulturbedingungen

Langzeitlagerung von Zellen unter Erhalt ihrer spezifischen Merkmale und Eigenschaften. Kritische Fak-
toren bei der Tiefkiihlkonservierung:

Art und Qualitat von kryoprotektiven Substanz
Temperatursenkung wahrend des Einfriervorgangs
Verhinderung der Kristallbildung
Lagerungstemperatur (Optimal: -196° C)
Auftauvorgang
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,in situ freezing” — Einfrieren von adharenten Zellen ohne vorheriges Abldsen

Bakterien, Viren, Mykoplasmen, Pilze, Protozoen, Zellen anderer Linie oder Spezies — , Kreuzkontami-
nation”

Alarmsignale:

e Veranderungen der Zellmorphologie
e Proliferationsrate
e biochemischen oder genetischen Eigenschaften

Nachweis von Kontaminationen mit: Speziellen Nahrboden, Elektronenmikroskopie, PCR Analyse,
DNA-Farbung (DAPI)

=» Hauptursache: unsterile Handhabung!!!

Kontaminierte Zellen wenn moglich verwerfen und durch neue ersetzten, Kontaminationsquelle be-
kampfen

Def. Monolayer-Kultur: zweidimensional einschichtige Kultur von Zellen -> beruht auf der Eigenschaft
von Zellen an Substraten zu adhérieren

e Primarkulturen
o Zellen nur wenige Tage kultivierbar (Kurzzeitkulturen)
o begrenzte Vermehrbarkeit
o fir Untersuchungen geeigneter als Zelllinien
= Lymphozytenkultur zur Aufklarung von numerischen und strukturellen Chro-
mosomenaberrationen
=  Hepatozytenkultur fiir Untersuchungen der Mutagenitat, Kanzerogenitat und
Stoffwechsel von Xenobiotika
=  Kardiomyozytenkultur fir biochemische, molekularbiologisch und pharmako-
logisch-physiologische Untersuchungen
= Neuronenkultur zur Analyse der Differenzierungsprozesse, Metabolismus von
Transmittern, Funktion der neuronalen Rezeptoren und neurotoxische
Wirklungen
e Etablierten Zelllinien
o Untersuchung von biologischen Veranderungen wahrend der Alterung der Zellen (zu-
nehmende Passage)
o Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen, die eine homogene Zellpo-
pulation mit hohen Proliferationsraten erfordern

Feederlayer-Kultur:

o Zellen auf Feederlayer

o Feederzellen werden in ihrer Proliferation blockiert (Bestrahlung oder Mutagenbehandlung)

e behalten aber die Adhasionseigenschaften und die Stoffwechselaktivitat -> Medium wird mit
bestimmten Proteinen angereichert

o Feederlayer-Effekt durch: Direkte Zell-Zell-Kontakte und Wachstumsstimulation
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Kokulturen mit Hepatozyten:

e Nachweis von Zytotoxizitat, Genotoxizitiat bzw. Kanzerogenitdt von Pharmaka und Toxinen
e Entwicklung von in-vitro-Modellen fiir den septischen Schock
e Entwicklung von alternativen Zellmodellen zum Ersatz/Erganzung von Tierversuchen

Perfusionskulturen:

e Permanente Durchstromung von Kulturen in Perfusionskammern (kontinuierliche Nahr-
stoffversorgung)

e  Kultivierung der Zellen auf Biopolymermembranen

e  Kultur von Knorpelzellen (Tissue Engineering)

e Sphéaroide aus Primarkulturen, immortalisierten, transformierten oder nichttransformierten
Zellen

e Verwendung in der Tumorforschung zur Untersuchung von Wachstums-, Zellund Stoffwech-
selkinetik sowie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen

o Zellsysteme zur Untersuchung der Wirkung von Strahlen und zytotoxischen Agenzien auf Tu-
more

e Spharoide dienen zur Untersuchung der Invasivitat von Zellpopulationen

— aun TN o
[ S— - i e e
R 7 45 e e 7 N
— _— =
—— N N e
= R )

e Verringerte bis keine Adhasion an die Kulturunterlage
e Wachsen in Einzelzellen oder Zellaggregaten
e Kultivierung in Bioreaktoren
e Verwendung:
o Produktion von Enzymen und Antikdrpern
o Virusproduktion bei Impfstoffherstellung
o Bioproduktion von pharmakologischen Wirkstoffen

Differenzierungsmodelle erlauben die in vitro Analyse:

e einzelner Zellen und ihrer Entwicklungslinien
e Interaktionen
e Differenzierungsprozesse (hamatopoetische und mensenchymale Stammzellen)

Induzierte pluripotente Stammzellen finden Anwendung:

e Analyse friiher embryonaler Entwicklungsprozesse in vitro

e Als Zellmodell fir Wirkstoffscreening (Pharmaforschung)

e Analyse der embryotoxischen, zytotoxischen und mutagenen Wirkung von Umweltfaktoren
o Nutzung fiir Zell- und Gewebetherapie
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Verwendung von Zellkultur in
Biowissenschaften

Biopharmazeutika

Grundlagenforschung Tissue engineering (Medikamentenherstellung)

oo OB, Gewebe/Organe Impfsiofte (2.5, Diagnastik Testsystem for
» Krebsforschung (mittels Zellen & Protei monokionale neue Produkte

Stoffwechsel,
Zeliteiung) Stammzellen) Antikdrer) /Medikamente

Beispiele TE:

e Einfache Gewebe finden klinische Anwendung, z.B.: Implantation von Knorpel in Ohrmuscheln

e  Kultivierung von Blutstammzellen in groRen Mengen. Dabei ahmen kleine, porése Kugeln aus
Kollagen im Bioreaktor das Knochenmark nach, indem sie den Blutzellen in ihren Hohlrdumen
Unterschlupf gewdhren

Ziel: Einsatz von Zellkulturen oder deren Bestandteile fiir Produktion hochkomplexer Strukturen

Anwendung: Entwicklung und Zulassung von neuen Medikamenten, Proteine/Nukleinsduren werden
in gentechnisch veranderten lebenden Zellen hergestellt

Wichtigste Zelllinie: CHO

e 70 Prozent der rekombinanten biopharmazeutischen Wirkstoffe fir menschliche Medika-
mente in Zellen hergestellt, stammt von der immortalisierten Primarkultur von Ovarienzellen
eines Hamsterweibchens (!)

Chemisch-synthetische und biopharmazeutische Wirkstoffe im Vergleich

chemisch-synthetische Wirkstoffe biopharmazeutische Wirkstoffe
Herstellungs- # durch chemische Synthese ® in lebenden Zellen hergestellt
prozess hergestellt s durch einzigartige, gentechnisch
= Prozess gut reproduzierbar verdnderte Zelllinie

& Produkt stark abhangig von
Temperatur, Nahrstoffen und
anderen Produktionsbedingungen

Eigenschaften = rund zwei Dutzend bis wenige = yiele hunderte bis tausende Atome
hundert Atome ® analytisch schwer zu
charakterisieren
Anwendung = werden meist als Tabletten = werden meist gespritzt oder
geschluckt infundiert
Wirkort = innerhalb oder auBerhalb = meist aufen an den Zellen ode
von Zellen in der Bluthahn
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Arzneimittelherstellung in groRen Fermentern / Biorekatoren: eukaryotische (Hefen, tierische Zellen)
& prokaryotische (Bakterien) Zellen

Warum werden tierische Zellen zur Arneimittelherstellung verwendet? -> posttranslationale Prozesse
(Glykosylierungsmuster) bzw. korrekte Proteinfaltung (humane Konformation) nur im tierischen Sys-
tem (Zellkultur) moéglich um volle Funktionsfahigkeit und Aktivitat des therapeutischen Proteins zu er-
halten (Bsp: EPO, Blutgerinnungsfaktor VIII)

Vorteil:

e Standardisiertes, gut kontrollierbares Verfahren
e Kaum Tierversuche notwendig. Allerdings Tiereinsatz fiir Organ-/Zellentnahme, Seren, ...

Wie erfolgt die Herstellung von Biopharmazeutika? -> in Bioreaktoren / Fermentern (oft Edelstahlge-
faRe): darin enthalten sind Microcarrier (z.B. Glas-/Polystyrolkugeln) an denen sich die Zellen anheften
kénnen (adharentes Wachstum), Ausbeute gering: aus 10.000 | oft nur wenige kg Wirkstoff Gewinnung

e EPO als rekombinantes Protein fir Dialysepatienten

e Hepatitis B als rekombinanter Impfstoff 1986 zugelassen

e Impfung gegen Humane Papillomaviren (Gebarmutterhalskrebs) mittels Antigen-/ Antik6rper-
herstellung in Bioreaktoren

e Diagnostik in der Krebsmedizin: monoklonale Antikorper, z.B. Cetuximab und Panitumumab
binden an EGF-Rezeptoren, die viele Krebszellen im UbermaR auf ihrer Oberflache tragen

e Kultivierung von Blutkrebszellen -> Erforschung solcher entarteten Zellen bietet Alternative zu
Tierversuchen. Potentielle Medikamente kénnen zunachst in der Zellkultur getestet werden

e Krankheitsprozesse werden mit komplexen Gewebekulturen nachgestellt und untersucht
(Bsp: Lungenschleimhaut in der Kulturschale £ Aufnahme von inhalierten Stoffen kann simu-
liert werden)

Grundmedium (z.B. DMEM, RPMI): standardisierte Ndhrmedien aus gepufferter Salzldsung mit unter-
schiedlichem Anteil an Vitaminen, Aminosauren, Glukose, Farbstoffen...

Medienzusdtze:

e Fotales bovines Serum (FBS = Rinderserumalbumin): enthalt wachstumsféordernde Substanzen
(Serumproteine, Wachstumsfaktoren, Hormone, Lipide, Spurenelemente), Variationen in Zu-
sammensetzung je nach Spezies, Herkunft, Erndhrung und Entnahme, Chargenschwankungen

e Antibiotika (Penicillin, Streptomycin): Auflésen der Zellwand, Gestorte Permeabilitat der Zell-
wand, Hemmung Proteinsynthese, Hemmung Nukleinsduresynthese

e [-Glutamin: Notwendig fir den Zellstoffwechsel (essentielle Aminosaure)

e Phenolrot - pH-Indikator: Gelbes Medium -> Kultur ist Gberwachsen, Bakterielle Kontamina-
tion, Zuviel CO2 im Inkubator, Violettes Medium -> Kultur wachst nicht, Kontamination mit
Pilzen oder Hefe, Zu wenig CO2 im Inkubator

Steriles Arbeiten:

Seite | 62
Vitale Implantate



e Fensterund Tlren geschlossen halten, Labor muss aufgeraumt sein/bleiben, vor und nach dem
Arbeiten Arbeitsflachen desinfizieren

e Labormantelist Pflicht: lange Armel, geschlossen, Haare zusammenbinden, Hindedesinfektion
beim Eintritt/Verlassen des Labors, Husten, Niesen, Sprechen vermeiden, Keine Speisen, Ge-
tranke, Kaugummis und Handys im Labor

e Geréte, Kulturen: Ziigig und genau arbeiten, Aerosolbildung vermeiden (durch Spriihen!), Ge-
fake nur so lange als unbedingt notwendig 6ffnen, Nicht iber offene GefaRe greifen/hantie-
ren, Bei Hautkontakt sofort desinfizieren, Gewebe- und Blut-Abfall getrennt sammeln und
entsorgen, Bei Kontakt steriler Materialien (z.B. Pipettenspitze) mit unsterilen Stellen (z.B. Au-
Renseite eines GefdRes) neue Kunststoffmaterialien verwenden, Verschiittete Lésungen sofort
aufnehmen und desinfizieren

Sterilwerkbank:

e Hochleistungsschwebstofffilter (HOSCH/HEPA-Filter)

e 99,97 % aller Teilchen >0,3 um werden abgeschieden

e Von 10.000 Partikeln passieren max. 3 das Filtersystem

e Unterschiedliche Werkbanksysteme je nach Anforderung: Reiner Personenschutz (Klasse 1),
Reiner Materialschutz (Klasse 2), Personen und Materialschutz (Klasse 3)

e  Werkbank mind. 15 min vor Arbeitsbeginn einschalten

e Arbeitsbereich reinigen/desinfizieren (70 % EtOH)

e Luftansaug-/Ausblasschlitze freihalten

e So wenig wie moglich Arbeitsmaterial unter der Werkbank

o Alles wird mit 70 % EtOH eingespriiht bevor es unter die Werkbank gebracht wird

e Nach Arbeitsende die Werkbank aufraumen und desinfizieren

Arbeiten in der Zellkultur: Futtern, Passagieren, Einfrieren/Auftauen
Davor Zellen immer priifen auf: Morphologie, Zelldichte, Kontamination
Zellen futtern:

Warum? -> Verbrauch der Nahrstoffe, Entfernen der Stoffwechselendprodukte, Halbwertszeit der An-
tibiotika

Wann? -> 1 — 2x pro Woche bzw. 24 — 48 Std. nach Auftauen/Praparation
Wie? -> Medium erwarmen, Altes Medium absaugen, Neues Medium einfiillen
Passagieren:

Warum? ->24 h Verdopplungsrate, Gefal voll bewachsen, Wachstumsstop, Ablésen bzw. Sterben von
Zellen

Wann? -> 1x in der Woche, wenn GefaR voll

Wie? -> Zellen aus Brutschrank nehmen -> unter Sterilwerkbank ¢ Medium absaugen (Pasteurpipette)
¢ ,Waschen” mit PBS (ohne Ca2+/Mg2+) ¢ Trypsin/EDTA zugeben, einige Minuten inkubieren (Be-
obachtung unter dem Mikroskop) ® wenn Zellen abgel6st, Zugabe von TNS (Trypsin Neutralization So-
lution) oder Vollmedium e Zellen durch vorsichtiges Pipettieren vollstandig |6sen e Zellsuspension in
ReaktionsgefaR iiberfiihren und pelletieren e Uberstand verwerfen ¢ Zellpellet in Medium resuspen-
dieren (ggf. Zellzahl bestimmen) e Zellen auf ,,neue” Flaschen verteilen/ einsden o Zellen zuriick in den
Brutschrank
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Einfrieren:

Warum? -> Aufbewahrung der Zellen lber einen ldngeren Zeitraum (Monate — Jahre), nur bei sehr
tiefen Temperaturen (-80°C bis -196°C), meist Stammbkulturen (,,Stock”), unterhalb von -120°C kom-
men biochemische Reaktionen zum Stillstand, oberhalb von -70°C verlieren Zellen an Vitalitat

Wann? -> Passage der Zellen so niedrig wie moglich

Wie? -> Kryokonservierung in fllssigen Stickstoff, nur in Kryotubes!, nur gesunde Zellen, 1 x 106 — 20 x
106 Zellen in 1ml / Réhrchen, In Kryo Einfrierboxen (u.N. bei -80°C, dann fl. N2 bei -196°C), langsames
Einfrieren (-1 °C/min), Zugabe von DMSO vor dem Einfrieren, um Zerstérung der Zellmembran durch
Eiskristallbildung zu verhindern

Auftauen:
Warum? -> Bedarf an ,neuen” Zellen, Hohe Passage — Wachstumsstop
Wann? -> Bei Bedarf

Wie? -> Ziigig, DMSO fiir Zellen schadlich, Uberfiihren der Suspension in 9 ml Medium, Zentrifugation,
Aussaat in Zellkulturflaschen
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Alexander-Friedrich-Labor (Zahnklinik)

Einfihrung in das Knochen Tissue Engineering

Pathologie

1. Zahnlosigkeit: Kieferknochenschwund (Rickbildung des darunterliegenden Knochengewebes,
aufgrund fehlender mechanischer Belastung)
= Implantatinstallation nicht moglich
= Aufbau von Knochengewebe notwendig
2. Tumore im Mundbereich: Kieferknochenresektionen
=>» Titanimplantat als Ersatzkiefer
3. Lippen-, Kiefer-, Gaumenspalten: fehlender Saugeffekt
=>» Platte am Gaumen

Knochenwachstum

Medullary cavity
S
J > Articular cartilage

Bone Growth

Hierarchische Organisation des Knochens & wichtige Zellen des Knochens

Knochen ECM

« nicht mineralische
organische Komponenten
(Kollagen Typ 1)

Mesenchymale
Stammazelle

» mineralische anorga-
nische Komponenten
(Hydroxyapatit)

« nicht-kollagenose Matrix-
Proteine (Glykoproteine,
Proteoglykane, Bone
sialoproteine)

5 ".: > -y
MM Stevens et al., 24g ‘1 -
- Matrix o

Science 2005

Osteozyten: Versorgungsfunktion, mechanosensitiv
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Gold Standard fiir Knochenregeneration: autologe Knochenmarktransplantion
=>» Entnahme aus Beckenknochen: keine Belastungsstelle
=> Nachteile: begrenztes Knochenmaterial; Morbiditat der Entnahmestelle
= Adulte Stammzellen

Osteogene Vorlauferzellen

Knochenmark (99% hamatopoietische Stammzellen):

Hamatopoietische
Stammzelle

. @ B-Zellen
®
@
lymphatische A T-Zellen
Vorlauferzelle

. _
l ‘g, naturliche Killerzellen

myeloische @
Vorlauferzelle - eosiontile
vophil
\ N
\ @ Granulozyten
/ - -
b \
» ‘ basophile Granulozyten
- .
00 mge
s Monozyten
Erythrozyten neutrophile Granulozyten

Thrombozyten

Spezialisierte Zellen des Skelettgewebes

Mesenchymale
Y Differenzierung - -

Stammzelle v
— W J PAa
/& Adipozyten Chondrozyten Osteozyten
(Fett) (Knorpel) (Knochen)
—
Selbst-
Erneuerung
Periost (2-schichtig): stratum osteogenicum: Ort der Stammzellvorkommen
stratum fibrosum: Versorgung
In vitro Kultivierung von Stammzellen
Isolierung und
Expansion von
Periostzellen
unbehandelt osteogene
Stimulanzien
Analysen der Quantifizierung Analysen der Analysen der
Proliferation der Kalzium- Genexpression Protein-
prazipitate expression
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=> Je differenzierter eine Zelle, desto geringer die Proliferationsrate
Unterschiedliches osteogenes Potential von Periostzellen:

= Test: Anregen der Osteozyten (Einfarben von Calcium mit Alizarinanrot)
=>» Unterschiedliche Reaktionen auf gleiche Stimulanzien
= Individualmedizin

Knochendifferenzierung: Korrelation mit der alkalischen Phosphatase

=> Kein direkter Zusammenhang zu Mineralbildung
=>» Mebhrere Signalstoffe beteiligt

Eigenschaften von Biomaterialien fiir das TE

Biomaterialien Eigenschaften

* synthetische Polymere * Biokompatibilitat

« Keramiken * biologische Abbaubarkeit

+ Kompositmaterialien * mechanische Eigenschaften
* Metalle * Architektur von Poren

* Oberflichenbeschaffenheit

Haufigste Anwendung: Kompositmaterialien -> Kombination Festigkeit & Elastizitat
Zell-besiedelte Biomaterialien:

o Kollagen (weiche schwammartige Zylinder)
o Calciumphosphat (briichig)
o Polylaktid (Kombination der beiden, aber: bildet saures Milieu)

Prazipitate (,Knotchen) in Zell-besiedelten Konstrukten:

=>» Elementanalyse liber EDX-Spektroskopie
= Gewollt bei Osteogenstimulation: Calciumphosphat

Potenzielle ,drug delivery” Vehikel:

@ ® @ growth factors
nanoparticle

® nmicroparticle

biomaterial

Biofunktionalisierung der Biomaterialien: Besiedelung mit mesenchymalen Stammzellen
=>» MSCs bauen Knochen auf und gleichzeitig Biomaterial ab

Einsatz der so gewonnenen ,,Knochenchips” in Kiefer- bzw. Knochendefekt, um Knochenwachstum zu
induzieren -> Zahnimplantatsinstallation
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Immunogenitdt von mesenchymalen Stammzellen (MSC)

Teile des Immunsystems

Angeborenes Immunsystem

Erlerntes Immunsystem

Immunantwort ist nicht-spezifisch

Erreger- bzw. Antigen- spezifische Antwort

Exposition fiihrt zur sofortigen Maximal-
response

Verzégerungszeit zwischen Exposition und
Maximalresponse

Zell-vermittelte und humorale Bestandteile

Zell-vermittelte und humorale Bestandteile

Kein immunologisches Gedachtnis

Exposition flihrt zum immunologischen
Gedachtnis

Humoral = l6sliche Bestandteile/Faktoren (Zytokine, etc.), Gegenspieler zu zelluldrer Antwort

Makrophagen
Granulozyten
Natdrliche Killer Zellen
Komplementsystem

Phagozyten — ,Fresszellen”

Antigen-pradsentierende Zellen
T-Zellen
B-Zellen

Granulozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen

T-Zellen

Antigen Presentation

dendritic cell

&
w—b E —

Parts of the bacteria

[antigen) goes to the

surface of the phagocyte
—

£ phagocyte "eats"
a bactaria,

o~

activated
helper T cell

4, —
The helper T cell
is activated,

3.
The phagocoyts
presents the antigen
to a helper T cell

helper T cell

virus-infacted cell

.l cancer cell
@ bacterium-infacted cell

The killer T cells terminate cancer cells
and cells infected by a wirus ar backerium.

You're
histary!

killar T cell

Antigenprasentation: 1.Phagozytose, 2. Antigene des Bakteriums wird zur Oberflache transportiert,
3. Phagozyte prasentiert Antigen auf Oberflache (MHCII Molekiil) und T-Helferzelle kann daran binden,
4. Helferzelle durch Bindung an Antigen aktiviert

T-Killerzellen: zerstoren Krebszellen und infizierte Zellen

B-Zellen

B-Zellen — suchen Antigene, die auf ihre Rezeptoren pas-
sen. Durch die Antigenbindung, werden sie leicht aktiviert

und weiter zur Proliferation durch ausgeschiittete Zyto-

kine von T-Helferzellen stimuliert.
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T-helper cell

' ’ _4

s
B-cell

)

e

\

bacteria

1.
The B-call finds an sntigen
which matches its receptors,

2,
It waits until it is activated
by a T-helper call,



Plasma Zellen — entstehen nach der Teilung der B-Zellen. (\J

Plasma Zellen produzieren sehr schnell Antikdrper. @) ewibedics
plasma cell
—_— L <Y
~ # L ]
0 plasma cell ‘1Lb

bacteria
memary cell

3 4.
Then the B-cell divides to Flasma cells produce antibodies

produce plasma and memary that attach to the current type
cells. of invader

Gedachtnis B-Zellen — entstehen nach der Teilung der B-Zel- f\/

len. Sie leben langer und erinnern sich an friihere Erreger.
one! Red alert!

i
That ane looks
delicious!

memory cell

6,

“Eater cells,” prefer intruders If the same intruder invades again,
rmarked with antibadies and memory cells help to activate the

“eats” loads of them, irmmune systern to activate
rauch fazster

MHC (major histocompatibility complex) Molekiile

MHC | ist auf der Oberflache aller kernhaltigen Zellen exprimiert und schiitzt ge- MHC |
sunde Zellen vor dem Zerstérungsmechanismus durch natirliche Killerzellen. Bei Tu-
morzellen runterreguliert!

a2 af

MHC li

i1 al
a3
MHC Il ist auf der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen
exprimiert (B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen) und wird

von dem T-Zell Rezeptor der T-Helferzellen erkannt.
R2 a2

Akute lymphatische Leukdamie
Haufigste Krebserkrankung im Kindesalter!

Folge: Knochenmarkinsuffizienz mit Mangel an Erythrozyten und Thrombozyten
Symptome: allgemeine Schwiéche (->Erythrozyten) und Blutungsneigung (->Thrombozyten)
Therapieoptionen:

e Bestrahlung und intensive Chemotherapie

e Knochenmark- / Stammzell-Transplantation (Hematopoietische und Mesenchymale SZ)

e Allogene Stammzell-Transplantation (Fremdspender)

e Haplo- (halb-) identische Stammzell-Transplantation (Erbmerkmale, auch die Gewebsanti-
gene, des Kindes stammen zu gleichen Teilen von Vater und Mutter)

e HLA identische Knochenmark- / Stammzell-Transplantation (Geschwister, identische MLCs!)

Seite | 69
Vitale Implantate

B-micro-
gllebulin



Adulte Stammazellen aus dem Knochenmark

e @

Neutrophil - Basophil

»
(®-
Q.

Hematopoietische
Stammzellen

Mesenchymale
Stammzelien

Proliferation MSC Proliferation & ®
Ostecgenesis Chondrogenesis Myogonesis Marrow Stroma  Tendogenesis/ Other

Bone Marrow/'Periostoum

PCommitmont L@ %) L8 P S %

l l |

Transitory Transitory Myoblast Transitory Transitory
Chondrocyte

I

Mesenchymal Tissue

Knochenmark-Transplantation

Aus dem Hiftknochen eines gesunden Spenders werden Blut-Stammzellen entnommen (CD34+ 1-4%
= Oberflachenmarker), die kranken Immunzellen eines Blutkrebspatienten werden abgetotet (Radio-
aktive Bestrahlung/Chemotherapie -> Knochenmark und somit GroRteil des eigenen Immunsystems
wird zerstoért) -> Die gesunden Blut-Stammzellen bilden ein neues gesundes Immunsystem

=>» Sehr belastend sowohl fiir Donor als auch Akzeptor
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Stammzell-Transplantation (SCT)
e Inca. 80 % der Fdlle Entnahme von peripheren Stammzellen
e  G-CSF (= Faktor zur Aktivierung) wird 5 Tage lang subcutan gespritzt -> vermehrte Produktion
von Stammzellen und Freisetzung ins zirkulierende Blut
o Nach Vorbehandlung Stammzellenentnahme iiber die Leukapherese
e Dauer: in der Regel mindestens vier Stunden
=>» Deutlich angenehmer fir Donor, braucht keine OP mehr

Graft-versus-host disease (GVHD)

Haufigste Komplikation nach einer Knochenmark- oder Stammzelltransplantation von einer fremden
Person (allogene Transplantation). Die transplantierten Zellen erkennen die Wirtszellen als “fremd”
und greifen diese an.

=>» Lebensbedrohlich, betrifft 50% der Patienten

Behandlung: Transplantation mit mesenchymalen Stammzellen (MSC), 50% der Patienten sprechen
auf diese Therapie an!

MSC schwachen die allogene AbstoRBung ab
MSC sind hypoimmunogen:

e MSC Antigenprasentation: MHC class | positiv (schitzt vor dem Zerstorungsmechanismus
durch NKs, soll positiv sein), keine MHC class Il Expression (soll negativ sein, sonst AbstoRung
der Stammzellen), keine Expression von costimulatorischen Molekiilen fiir die Aktivierung von
Effektor T-Zellen (CD40, CD40L, CD80, CD86) -> MSCs insgesamt sehr ,beruhigend”

e MSC exprimieren HLA-G: MSCI dhnlich, wirkt immunsuppressiv, in der Schwangerschaft sehr
hoch im fotalen Gewebe damit Embryo nicht abgestoRen wird

e HLA-G st involviert in der MSC-vermittelten Lymphozyten-Proliferation

MSC inhibieren die Reifung und Funktion von dendritischen Zellen (DC): Dendritische Zellen prasen-
tieren Antigene, Monozyten allein differenzieren zu reifen dendritischen Zellen, Monozyten zusam-
men mit MSCs differenzieren zu unreifen Makrophagen.

Nach der initialen Differenzierung von Monozyten zu reifen DCs, bewirkt die Ko-Kultur mit MSCs das
Beibehalten der CD14 Expression ohne Aktivierung der CD1a, CD80 oder CD83!

MSC modulieren die T-Zell Proliferation und den T-Zell Phanotyp:

e MSC inhibieren die T-Zell Proliferation (CD4+ = Helferzellen/CD8+ = Killerzellen/CD2+ = alle T-

Zellen)
e T-Zell Subtypen:

IFN-y, TNF-cx, IL-2, IL-12, IL-23 TH1: aktiviert Killerzel-
len
ﬁ:"rg-inflammatoriscﬁ?\

TH2: unterdriickt Im-

\ Zytokine __-// munantwort

Im gesunden Kérper
herrscht normalerweise

— - ein Gleichgewicht zwi-
Anti-inflammatorische schen beiden
Zytokine
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e  MSC modulieren den T-Zell Phanotyp — Th1 -> Th2 Shift: nachweisbar tber bestimmte Marker
-> |[FN-y fur TH1 und IL-4 fir TH2, TH1 geht runter, Treg und TH2 gehen hoch, NK (natirliche

Killerzellen) geht runter
=>» Anti-inflammatorische Immunantwort

MSC bilden ein lokales immunosuppressives Milieu: MSCs produzieren immunsuppressive Faktoren,

sodass die T-Zellen inhibiert werden

Zusammenfassung — immunsuppressive Wirkung von MSC

MHC 1,
PGE2 P-Mcm;n
SDF-1 “ W :
C VEGF A0 _8_‘ _’{e |L-4t
HGF -6, 1I-8 © o b
TGF-B1 IDO 'l
Sema-3A
Galectin-1 (&)

HLA-G
S IFNey ‘

DC = dendritische Zelle, Pfeil bei 1/2/6 = Inhibition

Vitale Implantate

Erlerntes
Immunsytem (T-
Zellen, Pathway 1

und 5)

Angeborenes
Immunsytem
(DCs, Pathways
2-4, NK, Pathway
6)
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Urologielabor

Geweberekonstruktion mit kiinstlichem Urothel

Wiederholung

Arten von Epithel

Einschichtiges
Platteneplthel Epithel

Mehrschicﬁtiées Mehrschichtiges Mehrreihiges
Plattenepithel isoprismatisches Epithel Epithel

Urothel

Ubergangsepithel

e Einschichtiges Plattenepithel: Endothel, Mesothel (Bauchfell und Brustfell)

o Mehrschichtiges Plattenepithel: Mundhdhle, Speiseréhre

e Kubisches Epithel: Nierentubuli, Speicheldriisen, Gallengange

o Mehrreihiges isoprismatisches Epithel: Ausfiihrungsgange der SchweiRdriisen, Netzhaut
e Zylinderepithel: Magen- & Darmschleimhaut, Gallenblase

o Mehrreihiges Zylinderepithel: Flimmerepithel (Luftwege), Nebenhodengange

= Neu: Ubergangsepithel — Mischung aus Platten-, kubisches & Zylinderepithel
o Sehr elastisch, trotzdem dicht
o Kleiden Hohlorgane mit veranderlicher Ausdehnung aus (2-10 Zellschichten)
o Eigenschaften des mehrschichtigen und mehrreihigen Epithels

N\

Intermediarzellen weder Kontakt mit Deckzellen reichen mittels langer diin-
Basallamina noch mit Epitheloberflache ner Fortsatze bis auf Basallamina
/2 ~\/'\,~\ SVEYA N
re .' _v‘] /r L ,1 [
Vi Walk
r\ 1‘,, u 1“ I |.\l ;'1 » Ungefullter Zustand hochprismatisch

(/1)

Ubergangsepithel, ungedehnt (LU0

» Flachen mit zunehmender Flllung ab
» Reservefalten in Zellmembran
ermoglichen Dehnung

e e <%
ATYN
LAY |

Ubergangsepithel, gedehnt
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Warum?

Verletzung der Harnréhre (HR) die unter umstanden einen chronischen Verlauf annehmen kann, aber
auch iatrogene Ursachen (ca. 50% durch arztliche Eingriffe)

e Mannliche Radsportler, zu hohe punktuelle Belastung durch kleinen Sattel
=>» Verschluss der HR - i
e Transurethrale Prostatektomie - o
e Beckentrauma
e Endoskopische Eingriffe
e Katheterzufur
=>» Bsp. Querschnittsgeldhmte Patienten

Bisherige Therapien:

e Endoskopische Schlitzung durch Bauchwand
= Keine Dauerlosung, hohes Infektionsrisiko
=>» Nur bis HR angeheilt, sodass durchstromender Harn keine Gefahr darstellt
e Ende-zu-Ende Anastomose (nur bei < 1cm)
e Transplantate (Wangenschleimhaut)

Primares Ziel ist es, Harnrohrenstrikturen (Verengung durch Narbengewebe, siehe Pfeile) zu behan-
deln. AuBerdem sollen Rekonstruktion von Harnleiter, -blase und -réhre verwirklicht werden.

Das Urothel

Rontgenaufnahme einer porcinen Harnréhre

Als Urothel bezeichnet man das luminale Epithel der ableitenden Harnwege (Nierenbecken, Harnlei-
ter, Harnblase und obere Harnréhre).

Darunter liegen Mucosa mit Lamina propia,
Submucosa, sowie glatte Muskelzellen.

Harnleiter

Harnblase

Hamnrdhre
Prostata

Median umbilical
ligament

™

—
WANINY Y,

Ureter

L

Harnréhre Tgl
e« S

Peritoneum ~_
.

Detrusor muscle —
Ureteral openings
Tnigone e
Neck of urinary bladder ———

Transitional

epithelium Mucosa

Larmina propna

“———Submucosa
Internal urethral

sphincter

External urethral sphincter— ——— a <

(in urogendtal diaphragm)

(a)
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Deckzellen:

Oberste Zelllage mit parallel ausgerichteten
Kernen, liegt schirmartig auf. Cytoplasma api-
kal deutlich verdichtet (Crusta).

Nur teilweise auf Basallamina, mit Basalzellen
verbunden

Basalzellen:
Sitzen alle auf Basalmembran, sind mit ihr
verankert.

Crusta

Schleimschicht, die das Urothel auf verschiedene Weisen schiitzt:

e Besteht aus eng aufeinanderliegenden Mikro- und Intermediarfilamenten
e Eingelagerte Membranvesikel mit Membranproteinen die fiir Urothel typisch sind (Uropla-
kine — Transmembranproteine in Deckzellen, mechanische Widerstandsfahigkeit)
e Oberflache der schirmartigen Deckzellen mit Immunhistologischer GAG Nachweis
GAG's (Glykosaminoglykane) bedeckt
o Werden von Epithelzellen sezerniert
o Verhindern Harnsteinbildung (Harn
nicht sauer genug, z.B. durch Nieren-
fehlfunktion, erhéhen Léslichkeit von
Ca**-lonen -> geringere Harnsteinbil-
dung)
e Barrierefunktion gegen Infektionen

Harnréhrenstriktur

e Nach einer Striktur verandern sich die Strukturen des Urothels, sowie die darunterliegenden
Strukturen

e Vergleicht man A und B, sieht man, dass nach einer Striktur (B) eine ausgepragte Spongio-
fibrose den darunterliegenden corpus spongiosum in ein instabiles, moglicherweise undich-
tes Gewebe verwandelt hat

(]‘ " e P 2 i 8 c ,
=>» Azan-Firbungnach Heidenhain (blau: kollagen & retikuldres Bindegewebe, rot:
Urothel) — Querschnitt porciner Penis
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e Gewinnung von UC’s (Urothelzellen) auf verschiedene Wege
o ,Spulflussigkeit” — UC’s durch Urin mittels mechanischer Krafte aus Harnréhre mitge-

rissen
o Gewebebiopsie (Praktikum) - Ablésen und kultivieren der Zellen aus Spendergewebe
(meist autolog)

e Arbeitsschritte

4)

N

Biopsat oder Blasenfliissig-
keit gewinnen

Isolierung und Kultivierung
der UC’s

Induktion der Stratifizierung
Autologes, mehrlagiges
Transplantat

Vitale Implantate

<€+—T25 (25 cm?)

Chamber Slides ————»

Seed cells and incubate Staining

Tag Prozess Kontrollen
Phase | —Isolierung 1 Zellisolierung, Aussaat in Zell- — Zellzahlbestimmung
kulturflasche (T25) — Photodokumentation (PD)
Kultivierung in CnT-07-Medium der Zellen in Suspension
mit Gentamicin
Phase Il — Kultivierung 1 2-19 Mediumwechsel jeden 2./3. — Zellmorphologie kontrollie-
Tag, ren und PD
Medium nun ohne Gentamicin — Sterilitat Gberprifen (min.
6 Tage ohne Gentamicin)
Phase Ill — Passagierung 20 Herauslosen der Zellen, und — Zellmorphologie kontrollie-
Uberfiihrung in neue Behilt- ren und PD
nisse — Prifung auf Mykoplasmen
(,,Forschung” wieder T25, kli- und Endotoxinnachweis
nisch in Petrischalen)
Medium ohne Gentamicin
Phase IV — Kultivierung 2 | 21-29 | Mediumwechsel jeden 2./3. — Zellmorphologie kontrollie-
Tag, ren und PD
Medium nun ohne Gentamicin
Phase V — Stratifizierung | 30-40 | Mediumwechsel mit CnT-02- — Zellmorphologie kontrollie-
Medium + CaCl, (Stratifizie- ren und PD
rungsmedium) — Nach Induktion der Stratifi-
Jeden 2./3. Tag wechseln zierung, Sterilitats- und
Mykoplastentest
Phase VI - Transplantat Enzymatisches Ablésen des — Vor/Nach Ablésung Mor-
Urothelhautchens (Dispaselo- phologie konrollieren und
sung) PD
Vorbereitung fiir OP-Transport — Zellkulturiberstand auf
Sterilitat und Mykoplaten
testen

Remove the chamber

Mounting
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o Zellen werden ohne Antibiotika kultiviert, um mdégliche Kontaminationen zu bemerken und
auch ausschlieBen zu kénnen
e Mikroplasmen werden von Antibiotika nicht zerstort!
o Parasitar intra- oder extrazellular Lebende, sehr kleine Bakterien
o Quasi unmoglich aus Zellen zu entfernen
o Unsichtbar mit Lichtmikroskop
o Besitzen keine Zellwand
— Konnen Zelle beeinflussen, ohne dass man es merkt
o Konnen Krankheiten tibertragen (z.B. Tuberculose)
e CaCl,wird verwendet, da Ca?* fiir die Zelladh&sion unerlisslich ist
o Cadherine sind von Ca?* abhingige, transmembrane Glykoproteine
o Gleicht negative Carboxylgruppen aus
o ,S-Bahnverbund”

Verschiedene Marker fiir Urothelzellen
o CK20 - Cytokeratin 20, bindet an Schirmzellen/Deckzellen
o P63 — Nukleédres Protein stratifizierter Urothelzellen, bindet an Basalzellen und Pro-
genitorzellen
o Uroplakin — Differenzierungsmarker von Urothelzellen, nur im Urothel exprimiert
o Uroplakin Ill — Terminale Differenzierung von Urothelzellen zu Schirmzellen
— AE1/AE3 - Pancytokeratin (heiRt es beinhaltet verschiedene Cytokeratine),
beinhaltet mehrere Marker
= Schirmzellen — CK20, Uroplakin I-llI
= |ntermedidrzellen — CK7, 7,17, 18, 19
= Basalzellen — CK5, 14, 17
e Ublicherweise wird eine Zellkultu auf Urothelzellen getestet (z.B. mittels AE1/AE3), aber es
werden auch Gegenproben gemacht, um Infiltration durch andere, Kérpereigene Zellen, zu
Uberprifen (z.B. auf MSC’s mittels ®-SMA (Smooth Muscle Actin) oder TE-7)

e Wichtig ist, dass Histologie und die Markerexpression artifizieller Urothelzellen dem in vivo
Vorbild vergleichbar sind
o  Weitere Marker:
o E-Cadherine (epitheliales Adh&sionsprotein) -> Nachweis von Desmosomen
o Z0-1 (Zona Occludens — epitheliales Adhasionsprotein)
-> Nachweis von Tight Junctions
o Immunfluoreszensfarbungen (Bsp.: PKH26, DAPI Kernfarbung, ...)
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Daten zum Forschungsprojekt Urotheltransplantat

e Vor einigen Jahren forschte das Urologielabor an einem transpantablen Urothelersatz, den
man mithilfe des TE herstellen sollte

e Ziichten des Urothels, Probleme und Erfolge:

o Entnahme und Prozessierung der Blasenspllflissigkeit

— Es wurde keine Gewebeprobe genommen, da die Entnahme des Urins keinen

eingriff erfordert, sodass die Zulassungen deutlich einfacher sind
Eine klassische Zellgewinnung beinhaltete 150 ml Blasenspulflissigkeit
Dabei wurde auf T25 Behélter verzichtet, um die Ablosung der Stratifizierung
zu vereinfachen
o Primare Zellkultur

— Fiir eine Zulassung musste man 3 Produktionszyklen unmittelbar hinterei-

nander erfolgreich abschlieRen

4)
4)

Gesamt (N=26) Altersgruppen

Spiillosung <60 Jahre >60 Jahre

OHTK OEFS OHTK OEFS

— Wie man oben sieht, waren die Erfolgsraten sehr variabel
e Beijungen Spendern wurden 6fter Erfolge erzielt
e Jedoch ist Erfolgsrate zu gering (Faustregel: Deutlich iber 90%)
— Auch die Wahl der Spiilflussigkeit ist hier nicht eindeutig justifiziert
o Beider Generierung handelt es sich um einen langen Prozess
— Zellalterungsprozesse sind von Bedeutung (Telomere)
— Je langer die Dauer, desto teurer wird das Projekt
— Ca. 18 Tage nach Zellaussaat waren die Zellkulturen grof genug (Standartme-
dium) -> polygonale Zellkulturen
— Auch bei Definierten Medium dauerte es im-
mer noch ca. 9 Tage

Spiillosung
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Bei-

spiel einer
gelun-
genen
Strati-
fizie-
rung
(zu-
sam-

Inprozesskontrollen

Prifparameter Priifmethode Spezifikation/Ergebnis Prifhaufigkeit Priifzeitpunkt
E:t::s:ﬁld?:gagnung e Urinstatus unauffallig 100% vor jeder Blasenspiilung
Priifung der Identitat des
Patientenidentitat auf dem Transportprotokoll ist ident 100% vor Beginn der Urothelzellkultur
genannten Patienten
Kulturmedium:
- Tag 6 nach Weglassen des
Sterilitat” Keimzahlbestimmung . ) ) & Antibiotikums
nach aktueller Ph. Eur. (qualitativ) keine Keime nachweisbar 100% - Beginn der Stratifizierung
- unmittelbar vor Ablosen des
Urotheltransplantates
Nachweis von Mykopl 2 ) keine Mykoplasmen - Kulturmedium:
nach aktueller Ph. Eur. Mykoplasmentestimit PCR nachweisbar o vor der Zellpassage
Parallelkultur anlegen fiir Immunzytochemie auf s
Zelldiagnostik im Rahmen der epitheliale Zellmarker =955 AEVAES positive 100% wahrend der Herstellung
Validierung AE1/AE3 Zellen
i sin 1) kein Hemmhof 3 y e
Nachweis des Antibiotikums Hemmstofftest echiwoisbar 100% Beginn der Stratifizierung
Spezifikationen des Endpordukts
Priifparameter Priifmethode Spezifikation/Ergebnis Priifhdufigkeit Priifzeitpunkt
s s Deklaration stimmt mit
Identitat (Patient .
: Inhalt und - nach Herstellung und bei
Urotheltransplantat, ; ist ident 100%
Chargendokumentation) Charger!.dokuTnentanon Abgabe
Uberein
Gewebemorphologie R 2 ; s
mikroskopisch Mikroskopische Kontrolle | Gewebe ist mehrschichtig 100% nach Herstellung
Bakterielle Kontamination i X keine Bakterien zu i
mikroskopisch Mikroskopische Kontrolle beobachten 100% nach Herstellung
Gewebemorphologie/-integritat Makroskopische intaktes Transplantat (keine o :
makroskopisch Sichtkontrolle bis geringe Lochbildung) 100% hetAbgabe
Kulturmedium:
Sterilitat2" ¥ ) ) ) ) ) Endproduktkontrplle bei jeder
Keimzahlbestimmung keine Keime nachweisbar 100% Herstellung unmittelbar vor
nach aktueller Ph. Eur.
T Ablésen des
Urotheltransplantates
Kulturmedium:
Nachweis von bakteriellen : Endproduktkontrolle bei jeder
Endotoxinen™? (Lli;ll_d- ?\}gzll’?\:v.;si;) <0,5 EU/mI 100% Herstellung unmittelbar vor
nach aktueller Ph. Eur. Ablosen des
Urotheltransplantates
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Fazit

Diese Technologie hatte sehr gute Erfolge in Laborversuchen und Kleintierversuchen sowie GroRtier-
versuchen. Auch die Erlaubnis fiir klinische Studien wurde erteilt, jedoch zeigte sich, dass diese artifi-
ziellen Urothelien beim Menschen ungeeignet sind. Sowohl beim Implantieren als auch bei der
darauffolgenden Heilung wurden uniiberbriickbare Probleme festgestellt, sodass es nie zu klinischen
Studien gekommen ist. Das Urothel hdlt den mechanischen Belastungen im Menschlichen Kérper in
dieser Form nicht Stand. Zusatzlich war es zu fragil fiir den Transplantationsprozess. Es gilt jedoch als
erfolgreiches Proof-of-Principle.

Jedoch ist die Notwendigkeit eines solchen oder dhnlichen Produkts (aktuelle Forschung Aicher) ren-
tabel. Allein in Deutschland gibt es Schatzungsweise ca. 30.000 OP-Bediirftige pro Jahr im falle einer
Harnstriktur. Weltweit ist der Markt, vor allem im Westen, rieseg.

GMP-Herstellung

RISK ANALYSIS
» ldentify K facu

»i 1 » Scrvenng » \on 1Al opene » PreNark arkene -r
» Prechmical Devdopeent » Pilt stuches =

Product Profile

Development time 2 - 5 years
Invested volume > 10 MM Euro

e Urotheltransplantate werden in Deutschland nach dem Arzneimittelgesetz §13 hergestellt
— Umfasst klinische Anwendung und Rekonstruktion der Harnréhre
e GMP steht fir Good Manufacturing Practice, ist EU-Richtline
— EU-Richtlinien missen durch jedes Land in Landesrecht umgewandelt werden
— In Deutschland wird GMP durch folgende Richtlinien vertreten:
= Das Arzneimittelgesetzt (AMG)
= Die Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung (AMWHV)
= Transplantationsgesetz (TPG)
= Gewebegesetz
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Inhalt der GMP-Richtlinien

1. Qualitatssicherung
o Entwicklung eines Systems, das gleichbleibende Qualitat gewahrleistet
o Produktion eindeutig beschrieben, keine Abweichung zum Herstellungsprotokoll
o Spezifikation und Kontrolle der Ausgangsmaterialien, Zwischen- und Endprodukte
o Gerechte Lagerung
=  Bsp. Urothel vorher: prifen auf Tumorverdacht, Urinstatus und Serologie
Inprozesskontrollen: Sterilitdt, Hemmstoff, Mykoplasmen, Endotoxine

2. Personal

o Sachkundige Person (QP)
— Hauptverantwortlicher im Herstellungsprozess
— Genehmigung und Kontrolle von Priifanweisungen
— Gewabhrleistung, dass jede Charge den Vorschriften entspricht
— Apotheker, Mediziner oder Biologe, mind. 2 Jahre Erfahrung

o Leiter der Herstellung (LH)
— Produktion und Lagerung von Arzneimitteln
— Erstellung Herstellungsanweisungen/Validierung kritischer Sschritte
— Verantwortlich fiir Gerate im Herstellungsprozess

o Leiter der Qualitatskontrolle (LQK)
— Prifung Ausgansstoffe und hergestellter Arzneimittel
— Kontrolle jeglicher Verpackungen, Wareneingang, Zwischenprodukte...
= Nie Karton in Reinraum, da Sporeneinlagerung durch Lagerung im
freien -> Kontamination
= Plastik immer Absprihen
— Erstellung von Prifungsanweisung und Kontrolle der Einhaltung

Kaufmannische Direktorin
Universitatsklinikum Tubingen
Diplom-Volkswirtin Gabriele Sonnlag
Sachkundige Person
Qualitatssic herungsheauftragter 1 :‘j:"ml:::d; - Dr rer nat Martn Vazgler
Prof Dr med. KarkDielrich Sievert
rof Or ark-Dielrich Sievel Prot 1. med. AmulfStanz Stelivertretende Sachkundige Person
Cr med vel Michael Schumm
[ I I
Leiterin der Herstellung Leiter der Qualitatskontrolie Stufenplanbeauftragter Informationsbeauftragter
Dipl Biol Sabine Maurer Dr rer. nal Martin Vaegler Dr med. David Schiling Dr med. Bastan Amend
L Stelivertretende L Stelivertretende I_ Stellvertretender
Leiterin der Herstellung Leiter der Qualitatskontrolie Stufenplanbeauftragter
Cornelia Bock Leon Gustafsson Pref. Dr. med. Karl-Dietrich Sievert

3. Raumlichkeit und Ausstattung
o Arzneimittelproduktion findet im Reinraum statt
e Fiir jeden Zweck gibt es geeignete Reinheitsklasse
e Ausreichende GroRe
e Leicht zu reinigen
e Minimale Kontamination
e Getrennte Aufenthaltsrdaume
o Definierte Parameter: Luftdruck, -feuchtigkeit, Belliftung, Temperatur etc.
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e Sorgfiltige Instandhaltung und regelmaRige Wartung
e Logische Anordnung der Herstellungsschritte, um Bewegung zu vermeiden
o Reinraumklasse
e Reinrdume arbeiten mit sterilem Uberdruck, sodass immer nur sterile Luft
ausstromt, und nie kontaminierte Hinein
e Schwarzbereich — Zu-

gangskontrollierter Be- ol 4 -
reich = |
e Reinraum Klasse D — La- — ks ﬂ, =
™t
ger
e Reinraum Klasse C — Un- Schwarz
) . Klasse C
steriles Arbeiten Klasse B
R Klasse A
e Reinraum Klasse B — Um-
gebung von A
e Reinraum Klasse A — Ste-
riles Arbeiten am offenen
Sitover in Schleuse nach C Produkt

o Kontaminationsquelle Mensch
e  80% der Kontaminationen durch Menschen, nur 15% durch Materialien und
5% Uber die Luft
e Menschen verlieren 10° Hautzellen am Tag, 10% davon bakteriell kontami-
niert
=> Je schneller/weiter man lduft, desto mehr Zellen verliert man (des-
wegen alles Arbeitsschritte in unmittelbarer Ndhe)

Unbedeckte Haut (Stim) 105 - 105/cm? ?ﬁf —

Kopfhaube/Haarmnetz

Kopfhaut 1,5x 10%/cm?
Nasen/Rachenraum 10% - 107/mi Maske/Mundschutz
Mund (Speichel) 10% - 10%/mi -
Bedeckte Haut (Ricken) 500 - 1000/cm? ng
SchweilRzentren Overall
(Achselhdhle) 1.5x 10%/cm? (Halt bis zu 99% der Kontamination
Magen 10° - 10%g des Tragers zuriick)
Duocdenum 10° - 10%/g Amelbund
Hand 1000 - 2 -

an 6000/cm? Hand
Blind- und Dickdarm 10%- 10'/g
Fingerku 20 - 100/cm? Mikrofaserunterwasche

AP (Doppelbarriere, hait bis zu 70% der
Genitalbereich 0 - < 1000/ml Kontamination des Tragers zuriick)
Analbereich i "/em?

re bis zu 10"/cm Socken und Obarstistel
FiRe 100 - 1000/cm
Pumpeffekt
(ges. Hautoberfidche emeuert sich aller 4 d)
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4. Dokumentation
o Dokumentarten umfassen:
e Spezifikationen Anfangs- und Endprodukt
e Herstellungsvorschriften/-anweisungen (HS-SOP)
e Prufvorschriften/-anweisungen (QK-SOP)
e Protokolle (Herstellungs-, Priifungs-, und Schulungsprotokoll)
e Plane und Berichte (Validierung, Wartung und Schulung)
e Masterdokumente die als Vorlage dienen
= Beinhaltet Herstellungsstatte, Validierung, Hygieneplan, Wartungs-
plan, Schulungsplan

5. Schulungen
o Kenntnis der wichtigsten Inhalte der GMP fiir Arzneimittel
o Kenntnis und Einhaltung der Vorgaben zur Herstellung spezifikationskonformer Arz-
neimittel
e Bsp.: Unaufmerksamkeiten vermeiden, schlechte Gewohnheiten vermeiden,

keine Zeit fur ,,scheinbar” unwichtiges, eigene Regelauslegung (5min weniger
Zentrifugieren)

o Wiirde ich mein eigenes Produkt benutzen?

Produktion

Qualitatskontrolle

Herstellung im Lohnauftrag

. Beanstandung und Produktriickruf
10. Selbstinspektion

© 0N
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Praktikum , Bioartifizielle Gewebe und GMP-Herstellung”

Klinik fiir Urologie — Zentrum fiir Medizinische Forschung Praktikumsprotokoll

Grundlagen der Gewebeaufbereitung
Gewebeprobe: Stiick eines/r humanen Harnleiters/Harnblase
Primarkultur

o Die Arbeiten werden unter der Sterilbank durchgefiihrt. Die Gewebeprobe (Harnleiter/Harn-
blase) wird in einer Pertrischale mit 5 ml Keratinozytenmedium aufgenommen, um ein De-
hydrieren zu verhindern. Sauerstoff ist toxisch

e Mit Hilfe steriler Pinzetten und einer Schere werden noch vorhandene Fett- und Gefdl3reste
abprapariert und der Harnleiter anschlieBend der Lange nach aufgeschnitten. Die Reste wer-
den entfernt, um beim Abldsen nur Urothelzellen zu erhalten.

e AnschlieRend wird das freiprdparierte Gewebestiick in 15 ml Strippinglosung Gberfiihrt und
in ein 50 ml Bluecap-Falcon aufgenommen. Das EDTA (ohne Ca?*/Mg?*) der Strippinglésung
bindet das Calcium und Magnesium, wodurch die Zell-Zell-Kontakte geldst werden. Oberste
Schicht abgeldst ohne restliche Zellen

e Nun erfolgt die Inkubation bei 37 °C iber einen Zeitraum von 3 Stunden. Zellverband wird
aufgelost

o Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen mit Hilfe eines Zellschaber mechanisch
vom Gewebestiick abgestrippt. Dies geschieht in einer mit 3 ml KC-Medium benetzten Pet-
rischale. Im Medium ist Serum, enthalten Proteaseninhibitoren -> Damit Zellen nicht mehr
weiter verdaut werden

e Das Gewebe wird nochmals mit 3 ml Medium abgespiilt und das gestrippte Material in einem
50 ml Bluecap-Falcon gesammelt.

e Bei 200 g wird das Material 5 Minuten lang zentrifugiert. Die Bremse ist mit 1-2 niedrig einge-
stellt, da das sich bildende Pellet eine weniger hohe Stabilitdat aufweist und somit eine er-
neute Aufwirbelung vermieden werden kann. Zentrifugation bei RT;

e Der Uberstand im Falcon wird abgesaugt, ohne das Pellet zu beeintrichtigen und anschlie-
Rend in 2,5 ml Medium aufgenommen und resuspendiert.

e Nach mehrfacher Aspiration mit der Pipette, werden die Zellen in eine T25 Kulturfalsche aus-
gesat.

e AnschlieBend wird die Priméarkultur bei 37 °C und 5 % CO> im Inkubator kultiviert. Luftfeuch-
tigkeit -> Feuchtigkeitsgesattigte Atmosphare, Schutz der Zellen

e — 5% CO, um den pH-Wert des Mediums auf 7,4 zu regulieren

Abbildung 1 Pr/'mrkultur Tag 1 Abbildung 2 Primdrkultur Tag 2
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Urothelzellkultur
Passagieren von Urothelzellen

Zellmaterial: bereits vorkultivierte Urothelzellen, davon muss mindestens 80 % konfluent sein, um
eine Passagierung durchzufiihren

e Dasvorhandene Medium in der T25 Kulturflasche wird abgesaugt und anschlieBend 2,5 ml
des 0,1 % EDTA in PBS ohne Ca?*/Mg?* (iber die Zellkultur zugegeben.

e Das EDTA bindet Calcium und |6st somit die Zell-Zell-Kontakte.

e Die Urothelkultur wird bei 37 °C 8 Minuten inkubiert. In der Mikroskopischen Kontrolle ist
sichtbar, dass sich die Zellen abgerundet und voneinander geldst haben.

e Die Zellen haften jedoch weiterhin am Boden der Kulturflasche, wodurch die EDTA/PBS-L6-
sung abgenommmen werden kann, ohne dass es zu einem Zellverlust kommt.

e Nun kann TrypLE Express, eine trypsinhaltige Losung, auf die Zellen gegeben werden.

e Nach einmintiger Inkubation bei 37°C wird ringsherum auf die Kulturflasche geklopft, wobei
darauf geachtet werden muss, dass keine Flissigkeit in die Deckelmembran gelangt. Dieser
Prozess in Verbindung mit der aggressiven Protease bewirkt die Ablésung der Zellen vom Un-
tergrund.

e — Die Passagierung erfolgt in zwei Schritten, damit die Zellen sanfter abgeldst werden.
Trypsin allein ware zu aggressiv und wiirde einen grof3en Zellschaden hervorrufen. Es wird
deshalb nur in Verbindung mit EDTA verwendet.

o AnschlieRend werden die Zellen mit 5 ml Medium abgesplilt. Durch das Medium wird das
Trypsin inaktiv so dass die Zellen keinen folgenden Schaden nehmen. Durch
erneutes Spulen mit 5 ml Medium wird sichergestellt, dass eine moglichst hohe Zellzahl wei-
terverwendet werden kann.

o Die Zellsuspension wird in ein 50 ml Bluecap-Falcon tberfiihrt und bei 200 g, 5 Minuten bei
einer Bremse von 1-2 zentrifugiert.

e Der Uberstand wird so abgesaugt, dass das Pellet nicht aufgewirbelt und beeintréchtigt wird.
Die Zellen des Pelletes werden dann in 5 ml Medium aufge-
nommen. Jeweils 200 pl werden in zwei Kammern eines Chamber Slides pipettiert fiir eine
spatere immunzytochemische Farbung durchzufiihren, die tbrige Zellsuspension in zwei
neuen Kulturflasche ausgesat.

Mediumwechsel Primarkultur

Zellmaterial: humane Urothelzellen eines Harnleiters

o Die Zellkultur wird aus dem Inkubator entnommen und mit Hilfe eines Mik-
roskops auf ihre Morphologie und mogliche Kontaminationen untersuchen.

e Inder saugt man das Medium ab, um so Abbauprodukte zu entfernen. Der
Boden der Kulturflasche soll hierbei nicht beriihrt werden, um ein Ablosen der Zellen zu ver-
meiden.

o AnschlieRend 5 ml Keratinozytenmedium auf die Zellen geben, um deren Nahrstoffversor-
gung weiterhin zu gewahrleisten.
e Nun wird die Zellkultur erneut bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
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Stratifizierung urothelialer Zellen in vitro

Zellmaterial: zuvor passagierte Urothelzellen

Die Herstellung des Stratifizierungsmediums erfolgt mit 26,5 ul CaCl, 5,5 % in 10 ml Kera-
tinozytenmedium. Das Calcium bewirkt die Anlagerung von Cadherinen und verstarkt so die
Zell-Zell-Kontakte. So kann sich ein mehrschichtiges Zelllayer ausbilden und dieses ist stabiler
gegen die Dispase bei der Ablosung aus der Kulturfalsche.

Die zu stratifizierenden Zellkulturen werden aus dem Inkubator entnommen, unter dem Mik-
roskop beziiglich ihrer Morphologie untersucht und fotografisch festgehalten. Nur bei 100 %
Konfluenz und optimaler Zellmorphologie besteht die Mdglichkeit erfolgreich ein mehr-
schichtiges bioartifizielles Urothel zu erhalten.

Das vorhandene Medium wird abgesaugt und die Kulturflasche nun mit dem Stratifizierungs-
medium gefiillt. Es muss sichergestellt sein, dass der gesamte Boden benetzt und somit alle
Zellen mit dem Medium bedeckt sind.

AnschlieBend die Zellkultur erneut bei 37 °C inkubieren.

Immunzytochemischer Nachweis des epithelialen Phdanotyps humaner Urothelzellen

Verwendung der am Vortag kultivierten Chamber Slides

Fixierung

Das Paraformaldehyd (PFA 4 %) wird aufgetaut.

Das Medium in den Kammern wird verworfen und die Chamber Slide auf einem Papierhand-
tuch ausgeklopft

AnschlieBend werden die Zellwells 3x mit 400 pl PBS jeweils 2 Minuten gewa-
schen.

Zur folgenden Fixierung wird 300 pl PFA fiir 10 Minuten auf die Zellen gegeben. Das PFA ver-
ursacht die reversible Vernetzung der Proteine und fixiert so die Kultur.

Nach Ablauf der Zeit werden die Kammern noch 2x mit 400 pl PBS fir jeweils 2 Minuten ge-
waschen, um das PFA wieder zu entfernen.

Permeabilisierung

Nach dem Waschen wird das PBS erneut verworfen und die Chamber Slide ausgeklopft.

140 ul des verdiinnten (1:50) Saponinpuffer wird Gber die Zellen gegeben, um die Permeabi-
litat der Zellmembranen zu erhéhen, indem Microporen gebildet und so fiir die Antikdrper
durchlassig werden.

Nach 10 Minuten Inkubationszeit werden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen (2x fiir 2
Minuten)
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EnVision/HRP

Nach Entfernung der letzten PBS-Losung aus der Permeabilisierung wird in das eine Well der
Chamber Slide der in Saponinpuffer verdiinnte Antikorper AE1/AE3

pipettiert. Dieser Antikdrper bindet spezifisch an
Urothel. Der Saponinpuffer stellt sicher, dass die Mircoporen in den Zellmembranen ge6ffnet
sind, sodass die Antikdrper eindringen kénnen. In das zweite Well wird ein Antikorperdiluent
flr die Negativ-Kontrolle gegeben (30 Minuten Inkubationszeit).
Nun wird mit 500 pul PBS das ungebundene Material ausgewaschen.
Nach Verwerfen der Waschlésung wird 100 ul des sekundaren anti-mouse-Polymer Antikor-
per, welcher mit dem Enzym HRP markiert ist, hinzugegeben. Die Inkubationszeit betragt er-
neut 30 Minuten.
Es folgt eine weitere Splilung mit 500 ul PBS.
AnschlieBend wird flr 3 Minuten 100 pl des Farbstoffs Substratchromogen (1 Tropfen/1 ml)
auf die Zellen gegeben. Dieser wird von dem Enzym HRP umgesetzt und fiihrt zu einer braun-
rotlichen Farbung
Dieses Mal wird 5 Minuten mit 500 ul Ampuwa gewaschen.

Die Farbung der Zellkerne erfolgt mittels 100 ul Hamatoxilin.

Die Objekttrager mit den angefarbten Zellen werden 10 Minuten lang unter flieBendem Lei-
tungswasser gewassert, hinterher getrocknet und in Glyceringelatine eingedeckelt.

Im Anschluss erfolgt eine mikroskopische Kontrolle der Zellen. Im Falle von Urothelzellen ist
der Abschnitt mit AK AE1/AE3 rotbraun eingefarbt, die Negativ-Kontrolle sollte nur die blaue
Farbung der Kerne aufweisen. Sowohl der Teil zur Bestimmung des Zellphanotyps als auch
die Negativkontrolle zeigen die erwartete Farbung. Somit ist nachgewiesen, dass es sich hier-
bei um Urothelzellen handelt.
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Abbildung 1 Negativ-Kontrolle Abbildung 2 eingeférbte Urothelzellen
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