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Abstrakt

ABSTRAKT

Als neuartige therapeutische Option des AMI, sieht sich das adulte Stammzell-basierte Therapieverfahren
mit einem geringen lokalen Verbleib und Uberleben nach zelluldrem Transfer konfrontiert. Das herabgesetzte
Engraftment und die niedrige Viabilitit der Stammzellen im infarzierten Myokardgewebe tragen zu einer
erheblichen Reduktion des zu beobachtenden Behandlungserfolgs bei und hindern eine aussichtsreiche
Etablierung in der klinischen Praxis. Mit dem Einsatz von Biomaterialien ist den Limitationen abzuhelfen,
indem eine ortliche Immobilisation gegeben wird und gleichzeitig transplantierte Stammzellen eine
Unterstiitzung erfahren. Einer minimal-invasiven Injektionsapplikation zugénglich, verspricht die
Herstellung von biokompatiblen und biodegradierbaren Hydrogel-basierten Mikrokapseln eine
Verfahrensoptimierung der Stammzelltherapie herbeizufiihren. Folglich wurde ein Zellverkapselungsprozess
unter dem Einsatz von GMA-funktionalisierter Gelatine entwickelt, die dank photochemischer Induktion
eine kontrollierte Gelierung vollzieht und zur Herstellung Zell-beladener sphérischer Partikel im
Mikrometerbereich befdhigt. Nach der erfolgreichen Verkapselung von Fibroblasten in GMA-Gelatine mit
optimierten mechano-elastischen Eigenschaften resultierender Hydrogel-Kapseln wurden hybride
Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Supplementation produziert und auf eine Eignung
zur MSC-Verkapselung getestet. Eine deutliche Zunahme des Anteils vitaler Stammzellen war unter
Verwendung von GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS ersichtlich, sodass von einer verbesserten Interaktion
der Zellen mit der mikrokapsuldren Matrix auszugehen ist. Im 7-tdtigen Follow-up war eine hohere
Zellviabilitdt sowie vermehrte mittlere zelluldre Masse der MSC-beladenen Mikrokapseln unter Applikation
von Gelatine-Losung mit DxS-Zugabe zu bestétigen. Das partielle Bestreben der verkapselten Stammzellen
vom Inneren der Mikrokapseln an die Oberflache der Hydrogel-Kapsel zu migrieren verweist ferner auf eine
Optimierung der Zusammensetzung des implantierbaren Werkstoffs. Das analysierte Sekretom der
verkapselten Stammzellen lédsst auf einen Erhalt sekretorischer Aktivitdt schlieBen, gleichfalls konnte eine
proangiogenetische Wirkung freigesetzter Signalmolekiile nachgewiesen werden. SchlieBlich prasentiert sich
GMA-Gelatine-basiertes Hydrogel mit DxS-Zusatz als erfolgsversprechendes Biomaterial, das eine
Anwendung in Mikroverkapselungsverfahren von Stammzellen findet und somit die zellulére

Transplantation infolge myokardialer Ischédmie potenziert.



Abstract

ABSTRACT

As a novel treatment option for acute myocardial infarction, stem cell-based therapy faces the challenge of
low cell retention and survival upon transfer. Limited engraftment and viability of stem cells in the infarct
zone markedly reduces the observable treatment success and hinders a promising establishment in clinical
practice. To address the aforementioned restrictions, the application of tissue-engineered constructs grant
local immobilization as well as support of transplanted stem cells. Accessible for minimally invasive
injectable cell delivery, biomaterial-derived microcapsules help enforce a procedural optimization of
therapeutic approaches based on cellular transplantation. Hence, we report a technique to prepare
biocompatible and biodegradable hydrogel-capsules of GMA-functionalized gelatin, controlledly induced to
gel by photochemical polymerization and qualified to generate cell-laden spherical particles in the
micrometer range. Following a successful encapsulation of fibroblasts in GMA-gelatin-based hydrogel with
optimized mechanical-elastic properties, DxS supplemented hybride microcapsules of 10 wt% AC GMA-
gelatin were produced and tested for suitability to encapsulate MSC. The evaluation of vital cell count
revealed that the supplementation of DxS increased cellular viability of stem cells ensuing encapsulation.
Accordingly, an enhancement in cell interaction with the surrounding micromatrix is assumable. At 7-day
follow-up a higher viability and greater mean cellular mass of MSC-laden microcapsules with DxS add-on
was confirmed. Partly observable attempts of stem cells to migrate out of the microcapsules and attach to the
spherical surface, further indicated an improved biomaterial composition. The analyzed secretoma of
encapsulated MSC implied a preservation of the secretory activities, likewise a proangiogenic effect of
expressed signaling molecules was determined. In conclusion, GMA-gelatin-based hydrogels with added
DxS represents an auspicious engineered biomaterial applicable for cell microencapsulation and

consequently promoting cellular transplantation upon myocardial ischemia.



Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1. Akuter Myokardinfarkt:
1.1.1. Epidemiologie

Kardiovaskuldre Erkrankungen gelten weltweit als die haufigste Todesursache und sind vorrangig auf eine
ischdmische koronararterielle Herzerkrankung zuriickzufiihren, die sich unvermittelt als akuter
Myokardinfarkt priasentiert.1:2 Allein in Europa versterben jéhrlich 3,9 Millionen Menschen an
kardiovaskuldr-bedingten Krankheiten, entsprechend einem Anteil von 45% aller Todesursachen. Obwohl
europaweit ein leichter Riickgang der Mortalitdt kardiovaskuldrer Erkrankungen zu verzeichnen ist, nimmt
die absolute Anzahl registrierter Fille von kardiovaskuldr-bedingten Krankheiten stetig zu. Ein konstanter
Anstieg der krankenhduslichen Entlassungsrate aufgrund behandlungsbediirftiger kardiovaskulérer
Erkrankung ist zu beobachten. Bei der altersstandardisierten Priavalenz des Krankheitsbilds wird eine
Abnahme festgestellt. Jedes Jahr werden schétzungsweise Kosten in Hohe von insgesamt 210 Milliarden
Euro zu Lasten der europdischen Wirtschaft verursacht. Dabei entfallen auf das Gesundheitswesen rund
53%, auf den Produktivitdtsverlust 26% und auf die informelle Betreuung und Pflege kardiovaskulér-
erkrankter Patienten ndherungsweise 21% der Ausgaben. Fiir die Therapie hospitalisierter Patienten mit
kardiovaskuldren Erkrankungen werden 57 Milliarden Euro ausgegeben, indessen belaufen sich die
finanziellen Auslagen fiir deren Medikamente auf 28 Milliarden Euro. Hinsichtlich des demografischen
Wandels mit zunehmender Alterung der Bevolkerung ist zukiinftig mit einem Inzidenz-Anstieg
kardiovaskuldr-bedingter Krankheiten zu rechnen, der mit wachsenden sozio6konomischen

Herausforderungen einhergeht.3
1.1.2. Pathophysiologie und Klinik

Ein AMI resultiert aus einer ischdmischen Gewebehypoxie, die eine Schiadigung der Kardiomyozyten
hervorruft und bei Prolongation eine kardiomyozytéire Nekrose bedingt. Infolge einer abrupten myokardialen
Perfusionsstorung aufgrund einer akuten Okklusion koronararterieller Blutgefdfle kommt es zur kompletten
Infarzierung der nicht perfundierten Gewebezonen. Das peri-infarzielle minderperfundierte Myokard ist
hingegen gekennzeichnet durch eine reversible Schidigung, die einhergeht mit einer funktionellen
Beeintrachtigung der Kardiomyozyten.# Neben einem spontanen AMI infolge einer okkludierenden
atherosklerotischen Plaqueruptur mit intraluminaler Thrombosierung resultiert eine myokardiale Infizierung
gleichfalls aus einer ischdmischen Imbalance aufgrund koronararterieller endothelialer Dysfunktion,
Vasospasmus, Embolisation oder arterieller Hypotonie.#5 Klinisch imponiert der AMI typischerweise durch
Angina pectoris, als anfallsartig auftretende retrosternale Schmerzen. Teils manifestieren sich auch
unspezifische Symptome wie epigastrische Schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Dyspoe. AuBerdem wird ein
charakteristischer Anstieg von Troponin T und I festgestellt, die spezifische Serummarkern fiir myokardiale
Nekrose darstellen. Des Weiteren werden eine signifikante ST-Strecken-Hebung, ein vermeintlich neu

aufgetretener Linksschenkelblock oder pathologische Q-Wellen im Elektrokardiogramm diagnostiziert.
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Einleitung

Echokardiographisch konnen neue myokardiale Wandbewegungsanomalien oder ein regionaler Verlust von

kontraktilem Myokard auftreten.>

1.1.3. Konventionelle Therapie

Nach eindeutiger Diagnosestellung ist eine sofortige Reperfusionstherapie indiziert, die mechanisch mittels
primérer perkutaner Koronarintervention oder alternativ als pharmakologische Thrombolyse erfolgen kann.
Bei der interventionellen Wiederherstellung der myokardialen Perfusion wird dabei durch Ballondilatation
oder Thrombektomie das entsprechende Blutgefa3 revaskularisiert und zusétzlich eine Stentangioplastie
durchgefiihrt. Die Indikation fiir eine koronare Bypass-Operation ergibt sich bei ungeeigneten anatomischen
Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung einer priméren perkutanen Koronarintervention oder bei nicht
erfolgreicher mechanischer Reperfusion.5¢ Die zeitnahe Revaskularisierung der okkludierten Koronararterie
reduziert die Ischdmiezeit des betroffenen Myokards, wobei vornehmlich eine andauernde Hypoxie-bedingte
Schidigung des peri-infarziellen Gewebes abgewandt und damit das Ausmall des myokardialen Infarkts
limitiert wird. Dennoch stellt sich post-AMI oftmals eine negative myokardiale Remodellierung ein,
begleitet von exzentrischer ventrikularer Hypertrophie und Dilatation.”? Wahrend diese reaktiven
Verdnderungen kurzfristig eine Stabilisation der Myokardfunktion gewéhrleisten, ist langfristig mit einer
Funktionseinschrankung und Dekompensation der Herzleistung zu rechnen. Im Verlauf treten eine
progrediente ventrikuldre Dysfunktion und progressive Herzinsuffizienz auf. Auch in der akuten Phase
kommt die myokardiale Funktionsstorung als transiente oder permanente Komplikation vor. Die systolische
linksventrikuldre Dysfunktion kennzeichnet die primére Folge eines AMI und zahlt zu den eminenten

Mortalitétspradiktoren.5-8

1.2. Stammzelltherapie

1.2.1. Grundlagen und Verfahren

Angesichts der ungiinstigen Prognose der Infarkt-assoziierten myokardialen Remodellierung bietet sich die
adulte Stammzell-basierte Therapie als neuartige therapeutische Option an, die einer Progression zur
myokardialen Dysfunktion vorbeugen oder diese verhindern kann.® Da keine effektive endogene
Regenerationsféhigkeit des Myokards vorliegt, verspricht die Stammzelltherapie einen vielversprechenden
Therapieansatz, der auf die Induktion von Neovaskularisation, Aktivierung und Rekrutierung von lokalen als
auch extrakardialen Stamm- und Progenitorzellen, Inhibition von kardiomyozytirer Apoptose sowie
Modulation der inflammatorischen und immunologischen Reaktion abzielt.® Die Mechanismen der
Stammzell-vermittelten myokardialen Regeneration sind hauptsichlich auf die Sekretion parakrin wirkender
Signalmolekiile und auf die Signaltransduktion {iber Mikrovesikel oder Endosomen zuriickzufiihren. Dariiber
hinaus ist eine Transdifferenzierung der applizierten Stamm- und Progenitorzellen in Endothelzellen oder
Kardiomyozyten denkbar, sodass als zelluldre Kardiomyoplastie ein funktioneller Ersatz fiir das Infarkt-
geschidigte Gewebe gegeben ist.%10 Die Transplantation der Stammzellen in das Myokard kann dabei via

intrakoronarer Infusion, mittels Block-Ballon Technik oder intramyokardialer Injektion, appliziert von
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endomyokardial dank eines Nadel-bestiickten Katheters, im Rahmen einer perkutanen Koronarintervention
erfolgen. Alternativ kann eine intramyokardiale Injektion der Stammzellen von epimyokardial wéhrend einer
kardiochirurgischen Intervention erfolgen. Wéahrend eine intrakoronare Infusion eine Revaskularisation des
okkludierten Blutgeféf3es voraussetzt, kann eine intramyokardiale Injektion auch in der Therapie von nicht
reperfundiertem Myokard Anwendung finden. Auflerdem wird durch die direkte Injektion in das Myokard
die endotheliale Adhdsion und Transmigration durch die BlutgefdBwand zur Extravasation der infundierten
Stammzellen umgangen. Dementsprechend wird ebenfalls die Applikation von Stammzellen mit erhdhtem
Zelldurchmesser moglich, die mit intrakoronarer Infusionsmethode nicht denkbar ist. Jedoch weist die
Myokardinjektion auch eine hdhere Invasivitdt im Vergleich zur intrakoronarer Infusion auf. Neben einer
schonenden und sicheren Durchfiihrbarkeit muss das gewéhlte Verfahren das lokale Engraftment der
Stammzellen begiinstigen.%!! Das ischdmische Myokardgewebe stellt ein hostiles Milieu dar, das sich durch
erhohten oxidativen Stress, erniedrigten pH-Wert, eine lokale Inflammation und den Verlust von
extrazelluldrer Matrix auszeichnet. Entsprechend gestorte Zell-Matrix-Interaktionen beeintrachtigen den
Verbleib und induzieren die Anoikis der transplantierten Stammzellen im betroffenen Myokard. Zudem ist

eine Adhésion der Stammzellen aufgrund der kontinuierlichen myokardialen Kontraktion erschwert.?

1.2.2. Mesenchymale Stammzellen

1.2.2.1. Herkunft und allgemeine Charakteristika

Derzeit wurden bereits unterschiedliche Populationen von Stamm- und Progenitorzellen fiir den
therapeutischen Einsatz beim AMI untersucht. Unter den bislang explorierten Zellpopulationen mit
potentieller Anwendung in einem Stammzell-basierten Behandlungsverfahren haben sich mesenchymale
Stammezellen aufgrund immunmodulatorischer, proangiogenetischer und anti-apoptotischer Wirkungen
hervorgehoben. Der Wirkmechanismus der Stammzellen ist vorwiegend auf die sezernierten Signalmolekiile
zurlickzufithren. Das MSC-Sekretom besteht aus multiplen Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die in einer
16slichen Form oder innerhalb von Exosomen sowie in extrazelluldren Vesikeln freigesetzt werden und einen
parakrinen therapeutischen Effekt vorweisen.!2.13 MSC stellen eine prototypische adulte
Stammzellpopulation dar, die mesodermalen Ursprungs ist und sich durch einen niedrigen
Differenzierungsgrad, eine Multipotenz und die Féhigkeit zur Selbsterneuerung auszeichnet. Durch die
Differenzierung der Stammzellen in lokale gewebetypische Zellen wird eine endogene Regeneration
ermOglicht und folglich die Erhaltung des Gewebes gewihrleistet.!4 Zunichst wurden MSC aus dem
stromalen Binde- und Stiitzgewebe des Knochenmarks isoliert, wobei sie anfinglich als eine Kolonie-
bildende Einheit aus einer Fibroblasten-dhnlichen Zellpopulation definiert wurden.14.15 Die Isolation der
multipotenten Stammzellen gelingt auch aus anderen Grundgewebearten, wobei die Lokalisation
mehrheitlich der perivaskulidren Nische des Stromas entspricht. Als gemeinsame Charakteristika sind die
Adhirenz auf Plastikoberflachen unter gingigen Zellkulturkonditionen, die Expression der oberflachlichen
zelluldren Antigene CD73, CD90 und CD105 bei Fehlen von CD34, CD45, HLA-DR, CD14 oder CD11b,
CD79a oder CD19 sowie die Fihigkeit der in-vitro-Differenzierung in Osteoblasten, Adipozyten und

Chondrozyten aufzufiihren.!4 In Abhingigkeit vom Ursprungsgewebe wurde zusétzlich die Differenzierung
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in weitere sowohl mesenchymale als auch nicht-mesenchymale Zelltypen unter in-vitro-Konditionen
beobachtet, wobei sich MSC auch in Endothelzellen und Kardiomyozyten differenzieren lieBen. In-vivo ist
das Differenzieren in Osteoblasten und Chondrozyten nach ektoper Transplantation von MSC nachgewiesen
worden. !4

Besonders bei niedriger Zellkulturdichte weisen die Stammzellen eine hohe Proliferationsrate auf, sodass
dank rascher Expansion zeitnah hohe Zellzahlen erreicht werden, die fiir die Transplantation notwendig
sind.!¢ In Zellkultur bilden MSC Zellkolonien, die jeweils aus einer einzelnen Stammzelle hervorgehen und
morphologisch heterogene Zelltypen préasentieren. Neben groflen flachen und spindelférmigen Stammzellen
mit méBig granuliertem Zytoplasma sind Subpopulationen von kleineren runden granulierten sowie
agranulierten Zellen zu identifizieren. Im Vergleich zeigen die kleinen MSC sowohl eine hohere
Proliferationsrate als auch eine gesteigerte Fahigkeit zur multipotenten Differenzierung.!” Des Weiteren
lassen sich Unterschiede in der Expression oberfldchlicher Epitope zwischen den gro3en und kleinen
Subpopulationen identifizieren. Jedoch besteht auch innerhalb der kleineren Subpopulationen keine
homogene Antigen-Expression, sodass eine weitere Unterteilung vorgenommen werden kann. Aufgrund der
progressiven Zunahme der Anzahl groBer MSC bei gleichzeitiger Abnahme des Anteils kleiner Stammzellen
an der gesamten Zellpopulation im Verlauf der Kultur ist ein Prekursorzell-Verhiltnis anzunehmen. Aus den
agranuléren kleinen Stammzellen gehen demnach die granulédren kleinen Zellsubpopulationen hervor, die
wiederum zur Generation der reiferen grolen MSC fiithren.!7.18 Gleichfalls werden unter in-vitro Expansion
phenotypische Verdnderungen beobachtet, wobei die MSC mit der Zeit eine vermehrte Variabilitét der
ZellgroBe und der Zellmorphologie sowie zunehmende Granulation des zelluldren Zytoplasmas erfahren. 19
Einhergehend treten Alterationen der Genexpression, eine Abnahme der Telomerldnge sowie die
fortschreitenden Reduktion der Proliferationsrate und der Multipotenz auf. Die nach Isolation zunéchst
multipotenten MSC verlieren unter in vitro Konditionen erst die adipozytdre und dann die chondrozytire
Differenzierungskapazitit, wobei die Differenzierung zu Osteoblasten am ldngsten erhalten bleibt.19:20 Der
progressive Verlust der zelluldren Morphologie und Funktionalitit entspricht dem Eintritt zelluldrer
Seneszenz, der durch ex vivo Konditionen hervorgerufen wird.!® Demzufolge kdnnte die identifizierte
Verschiedenartigkeit der MSC-Kolonien auch eine direkte Konsequenz der in-vitro Kultivierung
widerspiegeln. Eine bereits in-vivo bestehende Heterogenitét der MSC-Population ist dennoch nicht
auszuschliefen.2! Fiir die klinische Applikation sollte daher die Isolation der MSC mit der hochsten
Proliferationsaktivitéit und dem groBten Differenzierungspotenzial aus dieser morphologisch und funktionell

heterogenen Zellpopulation angestrebt werden.

1.2.2.2. Immunmodulation

MSC iiben eine immunmodulatorische Wirkungen auf das Immunsystem aus, wobei sowohl die
unspezifische native als auch spezifische adaptive immunologische Reaktion beeinflusst wird. Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-1p induzieren die MSC zur Immunmodulation.
AuBlerdem fiihrt die Ligandenbindung an die exprimierten TLR zur Aktivierung der MSC, wobei
hauptsichlich eine immunsuppressive Wirkung hervorgerufen wird.22 Jedoch kann unter Ko-Stimulation mit

IFN-y auch ein TLR-vermittelter proinflammatorischer Phanotyp auftreten. Demzufolge kommt es abhédngig
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von den praddominierenden Zytokinen der lokalen Mikroumgebung zur Polarisation zu
immunstimulatorischen oder immunsuppressiven MSC.23 Die MSC-Aktivierung fiihrt zur Expression und
Sekretion von immunmodulatorischen Molekiilen wie Indoleamin-2,3-dioxygenase, die vornehmlich die
Induktion des antiinflammatorischen Makrophagen-Phénotyps, tolerogene dendritischer Zellen und
regulatorischer T-Lymphozyten vermittelt sowie die T-Helfer-Zellen-Balance zugunsten der Th2-
Lymphozyten verschiebt.24 Das sezernierte Prostaglandin E-2 wird fiir die direkte Suppression der T-Zell-
Aktivierung und Proliferation verantwortlich gemacht. Dartiber hinaus zeigen das sezernierte TGF-1 und
HGF sowohl auf CD4+- als auch auf CD8+-T-Lymphozyten eine inhibitorische Wirkung. Die Modulation
der T-Zell-abhéngigen Immunreaktion erfolgt zusétzlich indirekt, wobei die Interaktion zwischen Antigen-
prasentierenden Zellen und T-Lymphozyten beeinflusst wird.25 MSC inhibieren die Reifung von Monozyten
zu dendritischer Zellen, sodass die Expression von MHC-Klasse-II-Komplexen sowie der ko-
stimulatorischen Antigene CD40, CD80 und CD86 herabgesetzt und damit die T-Zell-Aktivierung durch die
Antigen-prasentierenden Zellen unterbunden wird. Des Weiteren wird die Sekretion der dendritischen Zellen
von proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, IFN-y und IL-12 gehemmt, wohingegen die
antiinflammatorische IL-10 -Sekretion gesteigert wird. Demzufolge wird die Bildung antiinflammatorischer
dendritischer Zellen begiinstigt, die einen tolerogenen Phénotyp présentieren und eine Immuntoleranz durch
konstante Antigen-Prisentation herbeifiihren.26 Dariiber hinaus induzieren MSC regulatorische T-Zellen, die
wiederum die inflammatorische Aktivitdt der Th1-, Th2- und Th17-Lymphozyten einschrianken.22

Auf neutrophile Granulozyten iiben MSC eine anti-apoptotische Wirkung aus, die vornehmlich durch die
konstitutive Sekretion von IL-6 bedingt wird. Gleichzeitig bewirken MSC eine Inhibition der Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies, sodass ein Neutrophilen-vermittelter oxidativer Burst unterbunden wird. Die
Bildung radikaler Sauerstoffderivate ist Teil der unspezifischen immunologischen Reaktion, jedoch ruft eine
exzessive und inaddquate Radikal-Produktion oxidativen Stress hervor und ist mit einer lokalen
Gewebelésion verbunden. Demzufolge erwirken MSC einen limitierenden Effekt auf die Inflammation.2”
Durch die Sekretion des Faktors H, der einen gesteigerten Abbau der C3/C5-Konvertase und als Ko-Faktor
die Faktor [-abhéngige Inaktivierung von C3b und C4b bewirkt, wird die Aktivierung des
Komplementsystems und folglich eine unspezifische Immunreaktion verhindert.28 Neben den sezernierten
immunmodulatorischen Molekiilen ist auch ein direkter Zell-Zell-Kontakt fiir die MSC-vermittelte
Immunmodulation wesentlich. Die Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 an der
Zelloberfliache erhoht das immunsuppressive Potenzial der MSC, indem eine direkte Interaktion mit den T-
Lymphoyzten hergestellt und demnach die lokale Wirkung sezernierter Molekiile potenziert wird.2?

In-vitro entziehen sich MSC eine Zelllyse durch aktivierte zytotoxischen T-Zellen oder natiirlichen
Killerzellen trotz oberflachlicher Expression von MHC-Klasse-I-Komplexen. Eine konstitutive Expression
von MHC-Klasse-II-Komplexen besteht hingegen nicht, desgleichen kann keine Expression der ko-
stimulatorischen Antigene CD40, CD80 oder CD86 nachgewiesen werden.22 Unter Exposition von IFN-y
werden MSC zur Expression von MHC-Klasse-II-Komplexen induziert, oberflachliche ko-stimulatorische
Antigene konnen hingegen nicht detektiert werden. Dementsprechend fehlt MSC die Fahigkeit der Antigen-
Présentation und konsekutiven Stimulation von T-Lymphozyten, sodass auch eine Alloantigen-vermittelte
Aktivierung und Proliferation ausbleibt.30 MSC prisentieren sich somit als immunprivilegierte Zellen, die

neben der Sekretion immunmodulatorischer Zytokine einer Erkennung oder Abwehr durch das
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Immunsystem entgehen. Angesichts der Immunevasion ist ein autologe als auch allogene Applikation der
Stammzellen denkbar, da lediglich mit einer minimalen oder keiner immunologischen AbstoBung zu rechnen

ist.

1.2.2.3. Proangiogenetisches und anti-apoptotisches Potenzial

MSC verbessern die Gewebeperfusion dank der Expression von proangiogen wirkenden Faktoren, die lokal
eine gesteigerte Proliferation und Migration von Endothelzellen und glatten GefiaBmuskelzellen stimulieren
sowie die Reifung neugebildeter Blutgefdle initiieren.3! Die Angiogenese stiitzt auf die Aussprossung
praexistierender Kapillare und Bildung eines unreifen kapillaren Netzwerks, das einer Assoziation mit
Perizyten bedarf, um das Uberleben der Endothelzellen zu gewihrleisten sowie den Blutfluss und die
vaskuldre Permeabilitidt zu garantieren. Allerdings stellt die Zunahme der Kapillardichte nur eine
unzureichende Perfusion des Gewebes sicher. Um eine suffiziente Gewebeperfusion zu erreichen, wird ein
begleitender Kaliber-Anstieg arterieller Blutgefalle benotigt. Die Remodellierung kleiner Arteriolen zu
grofleren blutzufithrenden Geféaflen fiihrt zur funktionalen Kollateralisierung mit Wiederherstellung einer
ausreichenden Durchblutung des Gewebes. Durch die MSC-Sekretion des angiogenetischen Mitogens VEGF
wird das proliferative Potenzial der Endothelzellen erhoht, wihrend das freigesetzte bFGF zudem eine
Proliferation glatter GefaBmuskelzellen induziert. Die sezernierten Chemokine MCP-1 und SDF-1
rekrutieren zirkulierende Monozyten, die in das perivaskuldre Gewebe einwandern und sich zu Makrophagen
ausdifferenzieren. Durch die makrophagozytire Freisetzung parakrin wirkender Zytokine wie VEGF, bFGF
und TNF-a wird die Angiogenese unmittelbar gefordert.32 Die endotheliale und glattmuskuldre Proliferation
und Migration sowie die BlutgefdBreifung werden eingeleitet und die anschlieBende Arteriogenese angeregt.
Weiterhin sind die freigesetzten Signalmolekiile PDGF, TGF- und PIGF an der Neovaskularisation beteiligt.
Den MSC-sezernierten Interleukinen IL-1 und IL-6 werden genauso ein proangiogenetisches Potenzial
zugeschrieben. Dabei regt IL-6 indirekt die Angiogenese durch gesteigerte endotheliale VEGF-Expression
an, [L-1 wird hingegen eine Zunahme der VEGF- und FGF-2-Freisetzung nachgesagt, die ebenfalls eine
proangiogene Wirkung hat.33 Der Wachstumsfaktor VEGF deutet zugleich chemotaktische Eigenschaften an
und stimuliert die Migration von VEGFR1- und VEGFR2-exprimierenden Progenitorzellen in das
minderperfundierte Gewebe. Eingewanderte Progenitorzellen werden in die Arteriolenwand inkorporiert und
tragen zur Remodellierung bei. Neben der Aktivierung, Rekrutierung und Integration von Progenitorzellen in
den Prozess der Arteriogenese wird auch eine direkte Inkorporation transplantierter MSC in die Kollateralen
beobachtet.34

Ferner weisen MSC einen zytoprotektiven Effekt auf, der den Zellen gegeniiber dem zellfeindlichen Milieu
des infarzierten Gewebes, resultierend aus Hypoxie, erhohtem oxidativen Stress, erniedrigtem pH-Wert
sowie einer lokalen Inflammation, Schutz bietet. Die MSC-Sekretion des Wachstumsfaktors Ang-1
supprimiert die Apoptose von Endothelzellen, fordert die Stabilitdt und Reifung neugebildeter Kapillare und
scheint dariiber hinaus einen anti-apoptotischen Effekt auf Kardiomyozyten auszuiiben.35 Der pleiotrope
Wachstumsfaktor IGF-1, der gleichermaflen zum Sekretionsprofil der MSC zéhlt, begiinstigt allgemein die
Gewebetrophik sowie das zellulire Wachstum und Uberleben. Als potentes Mitogen inhibiert IGF-1 die
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Apoptose von glatten GefaBmuskelzellen, vermittelt die Migration von Endothelzellen und aktiviert sowie
rekrutiert sowohl lokale als auch extrakardiale Stamm- und Progenitorzellen.3¢.37 Ebenso werden das
Wachstum, die Regeneration und die Neovaskularisation nach Ischdmie-bedingter Gewebeldsion durch das
freigesetzte HGF favorisiert. Additional zur T-Lymphozyten-Inhibition weist das multifunktionelle Zytokin
eine wachstumsstimulierende Wirkung auf, protegiert die Angiogenese und birgt auch anti-fibrotische
Eigenschaften.38 Auch die Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF stellen MSC-Signalmolekiile mit
kardiomyozytérer Zytoprotektion dar.3° In den zum Sekretom der Stammzellen zéhlenden Exosomen und
Mikrovesikeln wurde zahlreich mRNA gefunden, die eine Suppression der Apoptose und die
Uberlebensfihigkeit verschiedenartiger Zellen stirkt. Die nicht-kodierende regulatorische Mikro-RNA,
miR221 und miR-19a zeigt einen kardioprotektiven Effekt durch die Bindung und Inaktivierung intrazellulér

gelegener anti-apoptotischer Bcel-Proteine sowie die Aktivierung der Akt-Signaltransduktion.40.41

1.2.2.4.Unterschiede zwischen verschiedenen MSC-Populationen

Aus vielzdhligen Grundgewebearten lassen sich multipotente Stammzellen isolieren, wobei sowohl adulte als
auch perinatale Gewebeformen herangezogen werden. Bei der MSC-Isolation aus adulten Gewebeformen
findet neben dem Knochenmark vor allem Fettgewebe Verwendung. Als perinatales Gewebe dient hingegen
Nabelschnurblut der Entnahme von mesenchymalen Stammzellen.42 Nach der Gewinnung einer
Knochenmarkprobe mittels Aspirationsnadel und der anschlieBenden Abzentrifugierung nicht-nukleérer
Zellen konnen die MSC von anderen mononukleédren Zellen dank der Adhérenz auf der Plastikoberfldche der
Zellkulturflasche und der spezifischen Reaktion auf Trypsinisierung getrennt werden. Die Isolation der
Stammzellen aus dem Knochenmarkgewebe stellt ein invasives Verfahren dar, das mit Schmerzen bei der
Probeentnahme und einem Infektionsrisiko assoziiert ist. Aus subkutanem Fettgewebe-isolierten MSC
werden mittels Lipoaspiration oder Lipektomie, gefolgt von enzymatischer Spaltung dank Kollagenase-I und
Zentrifugation, gewonnen.*3 Vergleichend zeigt sich die Isolationsmethode der AD-SC als
nebenwirkungsdrmer und bietet eine geringere Invasivitit. Ferner muss die hohe Disponibilitét des
subkutanen Fettgewebes hervorgehoben werden. Um mesenschymale Stammzellen aus Nabelschnurblut zu
erhalten, wird plazentares Gewebe fiir die Vollblutentnahme benétigt. Das mit Citrat- oder EDTA-Zusatz
antikoagulierte Blut wird in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt, um die enthaltenen MSC durch die Adhdrenz
auf der Plastikoberfldche und die folgende Trypsinisierung von anderen mononukleédren Zellen zu trennen.
Somit werden invasive Mainahmen bei der CB-MSC-Gewinnung vermieden und zugleich ist die
Verfiigbarkeit der Stammzellen fiir eine umgehende therapeutische Applikation gegeben.4* Zwischen den
verschiedenen Isolationsverfahren lassen sich erhebliche Differenzen im jeweiligen MSC-Ertrag ausmachen.
Bei der Aspiration oder Resektion von Fettgewebe ist ein beachtlicher Stammzellertrag vorzuweisen, wobei
eine dquivalente Menge an isoliertem Ausgangsgewebe nidherungsweise 500-fach mehr AD-SC im Vergleich
zu BM-MSC birgt. Der Ertrag mesenchymaler Stammzellen fillt bei der Isolation aus Nabelschnurblut
vergleichsweise gering aus. Gleichwohl werden deutlich divergierende Ertragszahlen in Abhingigkeit von
der angewandten CB-MSC-Isolationsmethode gesehen. 4546

Basierend auf dem urspriinglichen Grundgewebe treten Unterschiede im proliferativen Potenzial der

kultivierten MSC-Populationen auf. In Zellkultur weisen AD-SC eine eindeutig hohere Proliferationsrate als
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BM-MSC auf, die langere Generationszeiten zur Verdopplung der Zellzahl besitzen. Das grofite
Proliferationspotenzial in-vitro ist jedoch bei CB-MSC vorzufinden.45

Bei der Bestimmung maximaler Replikationskapazitét bis zum Seneszenz-Eintritt werden dhnliche
Zeitspannen fiir die unterschiedlichen MSC beschrieben.4” Teils ist die replikative Kapazitét der CB-MSC
iiberlegen, sodass sich eine hohere Passagierbarkeit mit 14-16 Passagen gegeniiber 11-12 Passagen der
anderen MSC-Populationen ergibt.46

Abhiéngig vom Donor ist ebenfalls eine Heterogenitét der Rate zelluldrer Proliferation auszumachen. Die
MSC jiingerer Patienten zeigen eine signifikant hohere Proliferationsaktivitéit im Vergleich zu Stammzellen
alterer Patienten, sodass eine Altersabhingigkeit der mitotischen Zellteilung angenommen wird.*3 Besonders
bei BM-MSC-Isolation im fortgeschrittenen Alter offenbart sich ein Riickgang des proliferativen Potenzials
und eine Verkiirzung der Zeitspanne bis zum Eintritt zelluldrer Seneszenz sowie eine Reduktion des
Differenzierungspotenzials. In Bezug auf die Kapazitét zur osteoblastéren, adipozytidre und chondrozytére
Differenzierung werden keine Unterschiede zwischen den verschiedenen MSC-Populationen notiert.
Allgemein sind perinatale Stammzellen fiir eine hohe Plastizitit und entwicklungsbiologische Flexibilitét
bekannt. Allerdings wird eine eindeutig herabgesetzte Induktion der Differenzierung zu Oil-Red-O-positiven
Adipozyten bei den CB-MSC vorgefunden.4549 Die Fahigkeit zur Multipotenz bleibt bei AD-SC in-vitro
langer erhalten als bei BM-MSC, die bereits frither das Potenzial zur Differenzierung in die drei
unterschiedliche mesodermale Zelllinien verlieren.45

GroBtenteils ist die Expression oberflachlicher Antigene identisch, jedoch werden zum Teil auch
Divergenzen zwischen den MSC verschiedener Grundgewebearten registriert. Die typischen zellularen
Antigene CD73, CD90 und CD105 sind bei allen MSC-Populationen detektierbar. Wahrend BM-MSC und
AD-SC deutlich CD105 an der Zelloberflache exprimieren, ist der Nachweis bei CB-MSC gering. Im
Gegensatz zu den BM-MSC und AD-SC ist auch das CD90-Antigen bei CB-MSC nur in geringem Ausmafy
festzustellen. Zusétzlich tun sich Differenzen in der immunmodulatorischen Effizienz der Stammzellen auf,
wobei widerspriichliche Ergebnisse beim Vergleich zwischen den MSC-Populationen auftreten.50 Die
Uberlegenheit der AD-SC bei der Inhibition der Th1-Differenzierung und Verschiebung der T-Helfer-Zellen-
Balance zugunsten der Th2-Lymphozyten gegeniiber der BM-MSC wird gefunden. Wohingegen auch eine
dhnliche inhibitorische Wirkung auf die Differenzierung der CD4+-T-Lymphozyten auszumachen ist.5!
Sowohl bei den CB-MSC als auch bei den BM-MSC wird eine vergleichbare Suppression der CD8+-T-
Lymphozyten beschrieben. AuBlerdem ist eine dhnliche Induktion regulatorische T-Zellen bei beiden MSC-
Populationen nachweisbar.>2 Die Sekretion proinflammatorischer Zytokine durch aktivierte Makrophagen
wird in Ko-Kultur mit CB-MSC stérker supprimiert als in simultaner Kultivierung mit BM-MSC oder AD-
SC. Folglich ist eine effizientere CB-MSC-vermittelte Unterdriickung der unspezifischen nativen

immunologischen Reaktion zu erkennen.4¢
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1.3. Biomaterialien
1.3.1. Optimierung der Stammzelltherapie durch den Einsatz von Biomaterial

Durch eine Applikation von Biomaterialen, die das native myokardiale Binde- und Stiitzgewebe imitieren
und einen strukturellen extrazelluliren Matrix-Ersatz bilden, kann eine Unterstiitzung der Stammzellen
erzielt werden. Das verwendete Material erhdht durch die Zelladhision die Uberlebensfihigkeit der
applizierten Stammzellen und kann zur Regulation von zelluldren Prozessen wie Migration, Proliferation und
Differenzierung beitragen. Uber die Potenzierung der Stammzelltransplantation hinaus konnen ebenfalls
lokale Stamm- und Progenitorzellen strukturell-mechanisch und funktionell unterstiitzt werden, sodass sich
die Infiltration und Integration in das ischdmische Myokardgewebe verbessert. Als biokompatible Werkstoftfe
werden sowohl natiirlich vorkommende Polymere als auch synthetisch hergestellte Makromolekiile
verwendet.>3 In Abhéngigkeit vom angewendeten Isolationsverfahren weisen natiirliche Biomaterialien eine
hohe Variabilitidt und Heterogenitidt der Produktqualitit und der Reproduzierbarkeit auf sowie eine variable
Immunogenitét aufgrund der Kontamination mit Endotoxinen. Synthetische Polymere préasentieren hingegen
konstantere Produkteigenschaften angesichts automatisierter Produktionsverfahren. Des Weiteren ist die
mechanische und chemische Stabilitdt synthetisch generierter Polymere grofer und gleichzeitig besteht eine
erleichterte Modifizierbarkeit, sodass sich der eingesetzte biokompatible Werkstoff effizienter adaptieren
lasst. Jedoch bedarf die Modifikation der synthetischen Biomaterialien meist unphysiologischen
Bedingungen, sodass die Verarbeitung inkompatibel mit der zelluldren Viabilitét ist und folglich der Einsatz
limitiert wird. Sowohl natiirliche als auch synthetische Biomaterialien konnen biologisch abbaubar sein und
nach der Transplantation eine Remodellierung erfahren.>4 Die resultierenden Abbauprodukte miissen sich
genauso wie das eingesetzte Implantatmaterial durch Biosicherheit und Biokompatibilitit auszeichnen sowie
eine biologische Degradierbarkeit nachweisen. Aullerdem ist eine Integration der Abbauprodukte in die
myokardiale Regeneration denkbar, wobei die bei der Remodellierung anfallenden Materialien als Substrat

fiir die Genese und als funktioneller Ersatz fiir das Infarkt-geschiadigte Myokard dienen.55
1.3.2. Mikroverkapselung zur Stammzelltransplantation

Aus Biomaterial lassen sich Mikropartikel herstellen, die als Mikrokapseln mit einer semipermeablen
Membran die transplantierten Zellen einschliefen. Dank eines idealen Oberfldchen-Volumen-Verhéltnisses
erlauben sphirische Mikrokapseln eine effiziente einwérts gerichtete Diffusion von Sauerstoff und nutritiven
Substanzen zur Aufrechterhaltung des zelluldren Metabolismus der verkapselten Zellen. Gleichzeitig ist die
auswarts gerichtete Diffusion von sezernierten modulatorischen Signalmolekiilen moglich, die dann zur
myokardiale Regeneration beitragen. Zudem gewihrt die Zellverkapselung einen Schutz gegeniiber der
lokalen Inflammation und schafft eine Immunisolation der transplantierten Zellen.5¢ Da die Stammzellen
ilterer multimorbider Patienten teils eine geringere Funktionalitit mit reduzierter Proliferationsrate und eine
frithzeitigere Apoptose zeigen, muss auf die Transplantation von Zellen allogenen oder xenogenen Ursprungs
zuriickgegriffen werden. Demzufolge ist das Isolieren der applizierten Stammzellen essentiell, um die

Einnahme von Immunsuppressiva zu umgehen. Bei der Applikation von autogenen sowie
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immunmodulatorischen allogenen Stammzellen kann auf eine absolute Isolation gegeniiber dem
Immunsystem verzichtet und eine hohere Membranpermeabilitét zugelassen werden. Das zur Verkapselung
verwendetet Biomaterial sollte aber Immuntoleranz aufweisen sowie iiber mechanische Stabilitit verfiigen

und osmotisch bedingtem Stress standhalten.>5

1.3.3. Herstellung von Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel

Zur Transplantation designierte Zellen konnen in Mikrokapseln aus Hydrogel eingebettet werden, das ein
Netzwerk aus Wasser-bindenden natiirlichen oder synthetischen Polymeren darstellt und die Struktur der
nativen Extrazellularmatrix nachbildet.57 Die zur Herstellung von Hydrogel beféhigte Gelatine stellt ein
heterogenes Gemisch aus natiirlich vorkommenden wasserloslichen Proteinen dar, das durch die
Denaturierung und eine partielle Hydrolyse aus Kollagen extrahiert wird. Bei Abkiihlung geliert Gelatine in
wissriger Losung, wobei eine reversible Transition der Random-Coil- zu einer Triple-Helix-
Sekundérstruktur stattfindet. Da Gelatine eine geringe Warmeleitfahigkeit aufweist, resultiert beim Abkiihlen
eine ungleiche und instabile interne Temperaturverteilung, die strukturelle Inhomogenitéiten wahrend des
physikalischen Gelierungsprozesses ergibt.58.5 Das photochemisch-induzierte Gelieren stellt hingegen ein
Verfahren dar, das mit hoherer Reliabilitdt durchzufiihren ist und eine groferer Reproduzierbarkeit
gewihrleistet. Auflerdem ist das photopolymerisierte Gelatine-Hydrogel nicht thermoreversibel, sondern
erweist sich bei physiologischen Temperaturen als stabil.60

Die Funktionalisierung der Gelatine mit Glycidylmethylacrylat erlaubt eine UV-A-Strahlung-abhéngige
Polymerisation der Proteine, die zu einer Gelierung des Polymer-Derivats fiihrt. Die Amino- oder
Hydroxylgruppen werden als funktionelle Seitengruppen der Gelatine-Proteine mit GMA modifiziert und

anschliefend unter Exposition von UV-A-Strahlung der Wellenldnge 350-370 nm kovalent vernetzt.

Hye” c\Hz
o HsC Flz R
/\/< HZC/\\CH /O\C/C=CHZ o 0)7/
NH, + ch, o —
OH
R=—CH-CH,—0—
Gelatine GMA GMA-Gelatine

Abb. 1: Darstellung der Gelatine-Funktionalisierung durch Zusatz von GMA. Die Aminogruppen der
Lysinreste werden mit dem Acryl-Monomer modifiziert, sodass eine photochemisch-induzierte
Polymerisation der Proteine mdglich ist.
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Die Verwendung des Photoinitiators Irgacure® 2959 beschleunigt dabei die Induktion der photochemischen

radikalen Vernetzung.®!

HO
g +
o¢>70)7/ OH
o}
OH
R= —CH—CH,—0—
GMA-Gelatine [rgacure® 2959 Polymerisierte GMA-

Gelatine

Abb. 2: Darstellung der Polymerisation von GMA-modifizierter Gelatine unter Zusatz des Photoinitiators
und anschlieBender Exposition gegeniiber von UV-A-Licht.

Als natiirliches Polymer-Derivat weist Gelatine eine intrinsische Zelladhésionsfahigkeit auf, die bei anderen
Biomaterialien iiberwiegend mittels assoziierter Proteinen generiert wird. Integrine, die als
Adhisionsrezeptoren in der zelluléren Plasmamembran vorliegen, vermitteln durch Bindungsdoménen fiir
spezifische Aminosdure-Sequenzen Zell-Matrix-Interaktionen. Dabei wird vornehmlich eine Sequenz aus
den Aminosduren Arginin-Glycin-Aspartat gebunden, die ebenfalls in Gelatine vorzufinden ist. Dariiber
hinaus présentiert Gelatine eine geringe Immunogenitét und erweist sich als biologisch degradierbar dank
Matrix-Metalloproteasen-sensitiver Sequenzen, die einen enzymatischen Abbau durch Endopetidasen
ermOglichen.®2 Nach der GMA-Funktionalisierung bleiben der Gelatine die RGD- und die MMP-sensitiven
Sequenzen erhalten, sodass weiterhin die zelluldre Adhdsion und die biologische Degradation sichergestellt
sind. In Abhédngigkeit vom Grad der GMA-Modifikation der Gelatine, von der Konzentration der Gelatine
und des Photoinitiators sowie von der Expositionszeit gegeniiber der UV-A-Strahlung &ndern sich die
chemischen und mechanisch-physikalischen Eigenschaften des resultierenden Hydrogels.®3 Eine geringere
Steifheit des Gelatine-basierten Hydrogels ist entscheidend fiir die Proliferation der verkapselten
Stammzellen sowie eine mdgliche Migration aus der Mikrokapsel in das umliegende myokardiale Gewebe.
Bei zu geringer Steitheit und Instabilitit der Hydrogel-Kapseln kann eine Assoziation mit weiteren
biokompatiblen Werkstoffen erwogen werden, die als eine du3eren semipermeable Membran die

Mikrokapseln stabilisieren und ferner immunisolatorisch wirken.

1.3.4. Modifikation der Mikrokapselzusammensetzung durch Dextransulfat

Der Zusatz von synthetischem Dextransulfat fiihrt qualitative Verdnderungen des Gelatine-basierten
Hydrogels herbei und dient dem Ersatz von Glykosaminoglykanen, die als Polymere aus repetitiven

Disacchariden in der nativen extrazellularen Matrix vorzufinden sind und die Seitenketten von
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Proteoglykanen bilden. Die ionisierten Sulfatreste des Polysaccharids fithren zur Anlagerung von positiv
geladenen Natrium- und Kalzium-Ionen, sodass sich ein osmotisch bedingter Wassereinstrom ergibt und die
Hydrogelbildung gefordert wird.®4 AuBerdem erweist sich DxS von Bedeutung fiir die Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Interaktion sowie stellt einen Korezeptor fiir modulatorische Signalmolekiile dar. Folglich kann das
eingesetzte Biomaterial auch als Vehikel fiir Wachstumsfaktoren eintreten und gebundene Zytokine
integrieren, die vor allem eine proangiogenetische Wirkung entfalten. Uber die Heparin-bindende Doméne
des VEGF wird eine Assoziation mit DxS hergestellt und eine kontrollierte Freisetzung des Mitogens
induzieren, sodass eine langfristige Stimulation der Angiogenese besteht.®5 Die Degradierbarkeit des DxS

basiert auf enzymatischem Abbau via Dextranasen, die eine Depolymerisation katalysieren.¢
1.3.5. Methoden der zelluldren Verkapselung

Bei der Zellverkapselung kommen unterschiedliche Verfahrensmethoden zur Anwendung, die den Erhalt der
zelluldre Integritit und Funktionalitdt gewahrleisten. Die produzierten Mikrokapseln sollten eine einheitliche
sphérische Kapselform und regelméfBige Oberfliche aufweisen sowie eine Kapselgro3e von ungefahr 100
um besitzen. Fiir die Herstellung von Hydrogel-Mikrokapseln finden hauptsiachlich Emulsions-, Extrusions-
und Ko-Extrusionsverfahren Verwendung.54 Fiir die Herstellung von Gelatine-basierten Hydrogel-Kapseln
eignet sich das Extrusionsverfahren oder die Wasser-in-Ol-Emulsion-Technik, bei der eine wissrige
Gelatine-Losung in einer Olphase dispergiert und anschlieBend unter UV-A-Strahlung photochemisch zur
Gelierung induziert wird. Dabei sind die zu transplantierenden Zellen in der wassrigen Losung aus Gelatine
suspendiert und erfahren durch das Gelieren eine Verkapselung. Zum anderen konnen Zellen auch in fliissige
oder semi-fliissige Mikrokapseln eingeschlossen werden, die ebenfalls dank assoziierten Biomaterialien eine
dulere Stabilisation erfahren. Aus einer fliissigen Phase gebildete Mikrokapseln versprechen eine effizientere
einwirts- und auswirtsgerichtete Diffusion und erlauben den transplantierten Zellen eine grof3ere Mobilitét.
Jedoch ist durch fehlende Zell-Matrix-Interaktion die langfristige zelluldre Viabilitét beeintrachtigt. Um das
Oberfldchen-Volumen-Verhéltnis zu reduzieren und die Diffusion der Metabolite und sezernierten
modulatorischen Signalmolekiilen damit zu optimieren, werden auch Verfahren zur direkten Verkapselung
von einzelnen Zellen oder Zellaggregaten entwickelt. Mittels Schicht-fiir-Schicht-Technik kdnnen applizierte
Zellen direkt mit einer Membran aus natiirlichen oder synthetischen Polymeren umhiillt werden, sodass auch
eine hohere Zellkonzentration bei der Transplantation erreicht wird und sich das Gesamtvolumen des
Implantats verringert. Dennoch erschwert die mangelnde Extrazellularmatrix-Interaktion die Viabilitit der
applizierten Zellen sowie geht bei der einzelligen Verkapselung die Zell-Zell-Interaktion verloren, die
gleichermaflen bedeutend fiir die zelluldre Funktionalitit ist. Die Entwicklung von hohlen Mikrokapseln, in
die zu transplantierende Zellen dank Mikroinjektion integriert werden, verspricht die Trennung der
Mikrokapselproduktion von der zelluldren Verkapselung. Folglich reduziert sich der Stress, dem die Zellen
beim Verkapselungsprozess ausgesetzt sind, und die Erhaltung der zelluldren Funktionalitit wird gewahrt.
Des Weiteren erlaubt die separate Herstellung der Mikrokapseln unphysiologische Bedingungen bei der

Produktion anzuwenden und erweitert damit das Spektrum der einsetzbaren biokompatiblen Werkstoffe. 54.55
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2. ZIELSETZUNG

Das Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung eines Biomaterials, das zur optimalen Verkapselung von
therapeutisch applizierten Stammzellen befihigt und dabei das Uberleben, die Migration sowie die
Zytokinsekretion aus der Mikrokapsel unterstiitzt. Um das Potenzial der Stammzell-basierten Therapie beim
AMI zu steigern, wird die additive Verwendung von implantierbaren Werkstoffen zur Verfahrensoptimierung
angestrebt. Der Einsatz von Biopolymer-basierten Mikrokapseln sichert Schutz gegeniiber dem hostilen
Milieu des infarzierten Myokards, garantiert den lokalen Verbleib nach Transfer und ermoglicht den
verkapselten Stammzellen das Nachkommen einer parakrinen Aktivitit angesichts permeabler Kapselmatrix.
Eine Optimierung des Uberlebens und der Funktionalitiit transplantierter Stammzellen wird erlangt. Des
Weiteren gewihrt ein langsam erfolgender biologischer Abbauprozesse der Mikrokapsel die anschlieBende
Integration der Stammzellen in das Myokard. Die Entwicklung hybrider Hydrogel-Kapseln basierend auf
GMA-Gelatine supplemetiert mit DxS lésst eine optimale Imitation der nativen extrazelluldre Matrix
erwarten und verspricht eine erfolgreiche Verkapselungsform darzustellen. Durch die Nachbildung der
nativen Extrazellularmatrix, in Bezug auf mechano-elastische Eigenschaften und Zell-Matrix-Interaktion, ist
eine Verkapselung mit hoher Zytovertriglichkeit anzunehmen und eine Potenzierung der zelluldren
Funktionsfahigkeit und der therapeutisch wirksamen Sekretion von Signalmolekiilen mit konsekutiver
Verbesserung der myokardialen Funktion nach Stammzelltransplantation zu erhoffen.

Unter den zahlreich erforschten Zelltypen fiir eine Applikation post-AMI stechen MSC mit einem
vorteilhaften Charakteristika-Profil hervor und weisen eine Eignung zur Testung des entwickelten
Biomaterials auf. Die Interaktion zwischen den Stammzellen und dem verkapselnden GMA-Gelatine-
Hydrogel ist zu evaluieren, ferner soll der Erhalt des zelluldren Funktionsvermdgens nach
Mikroverkapselung belegt werden. Dariiber hinaus wird ein direkter Vergleich zwischen unterschiedlichen
MSC-Populationen angestellt und eine potentielle Anwendung in einem Stammzell-basierten
Behandlungsverfahren beurteilbar. Anhand des Spektrums sezernierter Zytokine sowie des in-vitro
ausgeilibten Einflusses auf die Angiogenese ist der additionale Einsatz zur konventionellen Therapie und die

erwiinschte Verbesserung der Prognose des AMI dank Transplantation von MSC nachzuvollziehen.
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3. METHODEN

3.1. Verwendete Materialien

3.1.1. Gelatine - als Grundlage Hydrogel-basierter Mikrokapseln

3.1.1.1. Eigenschaften

Zur Verwendung kam eine Typ-A-Gelatine, die aus Séure-gehirteter Schweinehaut durch Auskochen in
Wasser extrahiert und von Fluka (Deutschland) bezogen wurde. Die Gelatine wies eine mittlere Gelierkraft
von 200 g Bloom auf sowie eine Loslichkeit von 67 mg / 1 ml Wasser.

Beim Erhitzen erfahrt in Wasser geloste Gelatine eine Degradation durch partielle Hydrolyse, sodass die
Lénge der Polypeptidketten reduziert wird. Eine thermische hyperbare Sterilisation mittels Dampf-
Autoklaven geht mit einer Verkiirzung der Polypetidkettenlédnge einher, wobei die mittlere Kettenldange
progressiv mit zunehmender Dauer der Autoklavierung sinkt. Das Hydrogel autoklavierter Gelatine weist
eine hohere volumetrische Quellbarkeit sowie einen verringerten Elastizitditsmodul auf, welches die
niedrigere Steifheit und gesteigerte elastische Verformbarkeit des Biomaterials widerspiegelt. Demnach
verspricht der Autoklavierungsprozess der Gelatine eine hohere Viabilitét verkapselter Zellen dank giinstiger

mechano-elastischer Eigenschaften des resultierenden Hydrogels.

3.1.1.2. Funktionalisierung der Gelatine

Fiir die UV-Licht-abhingige Polymerisation der Gelatine-Proteine war die Modifikation funktioneller
Seitengruppen mit GMA essentiell und bildete dabei die Grundlage der photochemisch-induzierten
Gelierung sowie Herstellung eines nicht thermoreversiblen stabilen Hydrogels. Die verwendete Gelatine
wurde nach Losung in PBS bei 50 °C mit GMA (Sigma-Aldrich, Deutschland) versetzt, sodass nach 3
Stunden unter konstantem Riihren eine Funktionalisierung erfolgte. Die entstandene GMA-Gelatine wurde
dank Prézipitation in Ethanol isoliert und der Substitutionsgrad der e-Aminogruppen der Lysinreste mittels
Spektralphotometer determiniert.6? GMA-Gelatine mit einer Funktionalisierung von 85.6% der funktionellen

Seitenketten wurde fiir die Durchfiihrung der Experimente verwendet.

3.1.1.3. Herstellung der GMA-Gelatine-Ldsungen

Um die optimale Gelatine-Ldsung als Basis fiir eine zelluldre Verkapselung in Hydrogel zu finden, war die
Produktion geldster Gelatine in verschiedener Konzentration und mit unterschiedlichem Elastizitdtsmodul
zur direkten Gegeniiberstellung notwendig. Die GMA-Gelatine wurde vollstindig in PBS bei einer
Temperatur von 38-40 °C sowie unter kontinuierlichem Riihren iiber Nacht gelost, sodass sich 5 wt%- und
10 wt%-GMA-Gelatine-Losungen ergaben. AnschlieBend wurde ein Teil der gewonnenen 10 wt%-GMA-

Gelatine-Losung einfach oder zweifach autoklaviert (121°C, 210 kPa, 15 Minuten). Die resultierenden
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GMA-Gelatine-Losungen wurden bei einer Temperatur von 4 °C aufbewahrt, bevor eine experimentelle

Verwendung eintrat.

3.1.2. Dextransulfat - supplementiertes Biopolymer zur Generierung hybrider Mikrokapseln

Zum Finsatz kam synthetisch hergestelltes DxS mit einer Molekiilmasse von 500 kDa, das bei pK Chemicals

(Déanemark) erstanden wurde. Die Loslichkeit in Wasser belief sich auf 10 mg / 1 ml.

3.2. Zellkultur

Die Zellkulturarbeit wurde unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-Flow-Bank durchgefiihrt, wobei
genutzte Flachen und eingebrachte Materialien vor Verwendung mittels Vernebler mit 70%-Ethanol benetzt

wurden.

3.2.1.MSC

Humane BM-MSC wurden bei Lonza (Deutschland) erworben und in Gelatine-benetzten T150 und T75
Zellkulturflaschen in 12-20 ml DMEM (Lonza, Deutschland) supplementiert mit 10% FBS und 1%
Penicillin-Streptomycin im luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5% CO> kultiviert. Bei 80% Konfluenz der
Zellkulturflasche wurden die Stammzellen subkultiviert. Nach Verwerfen des Zellkulturmediums erfolgte
eine zweifache Spiilung mit jeweils 8-10 ml PBS und die Induktion der Ablosung adhérenter Zellen von dem
Zellkulturflaschenboden dank Trypsinierung mit 2-4 ml Trypsin. Wahrend der zweiminiitigen Inkubation im
luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5% COz 16ste sich der dichte Zellrasen auf und eine lichtmikroskopisch
bestétigte zelluldre Abrundung wurde notiert. Die katalytische Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe
von 4-8 ml Kulturmedium inhibiert. Fiir die Experimente wurden Zellen der Passage p¢ verwendet. Unter
den selben Bedingungen wurden humane CB-MSC, erworben bei AG Bieback des Instituts fiir
Transfusionsmedizin und Immunologie der medizinischen Fakultit Mannheim der Universitdt Heidelberg
(Deutschland), sowie AD-SC, bei Lonza (Deutschland) erstanden, kultiviert und fiir die Experimente

verwendet.

3.2.2.L929-Fibroblasten

Murine Fibroblasten der Zelllinie L929, isoliert aus subkutanem Bindegewebe, wurden bei ATCC (LGC
Standards GmbH, Deutschland) erworben und in T75 Zellkulturflaschen in 12 ml MEM (Biochrom AG,
Deutschland) ergéinzt durch 10% equines Serum im luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5% CO; kultiviert.
Bei 80% Konfluenz der Zellkulturflasche wurden die Zellen ebenfalls subkultiviert. Im Anschluss an ein
zweifaches Waschen mit 8 ml PBS ereignete sich die Ablosung der Zellen dank Trypsinierung mit 2 ml
Trypsin. Auf die unter dem Lichtmikroskop beobachtete Abrundung der Zellen folgte eine Inhibition der
katalytischen Reaktion durch Zugabe von 4 ml Zellkulturmedium. Fiir die Experimente wurden Zellen der

Passage p#5 verwendet.
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3.2.3.HUVEC

Humane aus der Nabelschnurvene-isolierte Endothelzellen wurden von Monza (Deutschland) bezogen und
in T75 Zellkulturflaschen in 12 ml EGM-2 (Lonza, Deutschland) im luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5%
CO; kultiviert. Gleichfalls wurden die Zellen bei 80% Konfluenz der Zellkulturflasche subkultiviert. Dafiir
wurden die HUVEC nach einer zweifachen Spiilung mit 8 ml PBS mit 2 ml Trypsin trypsinisiert. Nach
lichtmikroskopisch verifizierter zelluldrer Abrundung wurden 4 ml Zellkulturmedium hinzugefiigt. Fiir die

Experimente fanden Zellen der Passage p*5 Verwendung.

3.2.4. Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Neben den bei laufenden Versuchen im Inkubator aufbewahrten Zellen wurde die restliche Zellpopulation
der MSC sowie der L929 kryokonserviert bei - 196 °C in Fliissigstickstofftanks gehalten. Zur
Kryokonservierung wurden die kultivierten Zellen zweifach mit 8-10 ml PBS gespiilt und hiernach durch
Trypsinablosung und Zugabe des entsprechenden Zellkulturmediums in eine Zellsuspension iiberfiihrt. Nach
dem Zentrifugieren der Zellsuspension erfolgte das Anfarben der Zellen mit Trypan Blau 0,4% (Invitrogen)
und die automatisierte Bestimmung der Zellkonzentration dank Countess™ Automated Cell Counter
(Invitrogen). Die Zellen wurden nun in Zellkulturmedium versetzt mit 40% FBS sowie mit 10% DMSO
(Biochrom AG, Deutschland) resuspendiert und in Kryoréhrchen zu jeweils 106 Zellen / 1 ml Zellsuspension
abgefiillt. Uber Nacht wurden diese in einer Isopropanolbox bei - 70 °C eingefroren, um danach zur
langfristigen Konservierung in die Fliissigstickstofftanks iiberfiihrt zu werden. Das Auftauen der
kryokonservierten Zellen vollzog sich bei 37 °C im Wasserbad. Nahezu vollstéindig aufgetaute Zellen
wurden in ein 8 ml Zellkulturmedium befiilltes Falcon Tube ® pipettiert und darauf zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet erneut in 12 ml Zellkulturmedium suspendiert und dann in
Gelatine-benetzte T75 Zellkulturflaschen iiberfiihrt. Am folgenden Tag wurde das Zellkulturmedium

gewechselt, um verbleibende Reste des zytotoxischen DMSO zu entfernen.

3.3. Zellulédre Verkapselung

3.3.1. Herstellung der Zell-beladenen Mikrokapseln

Fiir die zelluldre Verkapselung wurde Hydrogel aus GMA-funktionalisierter Gelatine gewéhlt, die in
verschiedener Konzentration und Zusammensetzung sowie mit unterschiedlichem Elastizitdtsmodul vorlag.
Um das optimale Biomaterial zur Herstellung MSC-beladener Mikrokapseln zu identifizieren, wurde die
Zellverkapselung zunichst an den L929-Fibroblasten, als etablierte Zelllinie zur Uberpriifung auf
Biokompatibilitit, erprobt. Hierbei wurde Gelatine mit 5 wt%- und 10 wt%-Masseanteil sowie AC als auch
2xAC 10 wt%-Gelatine getestet. Zugleich wurde die UV-Licht-Expositionszeit variiert, um eine geeignete
Stabilitdt und Steifheit der Mikrokapseln zu finden, ohne gleichzeitig die zelluldre Viabilitdt zu
beeintrdchtigen. Nachdem die ideale GMA-Gelatine-Ldsung zur zelluldren Verkapselung der L929 gefunden

wurde, ereignete sich die Ubertragung des Zellverkapselungsverfahrens auf die MSC. Bei der Produktion
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MSC-beladener Mikrokapseln fand die optimale GMA-Gelatine-Losung Verwendung, die dariiber hinaus mit
DxS versetzt wurde. Folglich konnte ein direkter Vergleich zwischen GMA-Gelatine-Ldsungen mit und ohne
DxS-Zusatz aufgestellt und die erhoffte Steigerung der Anzahl vitaler Zellen in den Mikrokapseln dank
verbesserter Zell-Matrix-Interaktion nachvollzogen werden. Die UV-Licht-Expositionszeit erfuhr ebenso
eine Variation. Neben einer ausreichenden mikrokapsuléren Stabilitdt und Steifheit, wurde eine moglichst
geringe Expositionszeit gegeniiber dem UV-Licht angestrebt, um die Viabilitit der verkapselten Zellen durch
reduzierte Strahlenbelastung und herabgesetzte Steifheit des Hydrogels zu verbessern.

Die produzierten GMA-Gelatine-Losungen wurde mit 2 M Kalziumchlorid 2% w/V und dem Photoinitiator
Irgacure® 2959 (Sigma-Aldrich, Deutschland) versetzt und in einem Thermoblock (Eppendorf® ThermoStat
Plus) bei 34°C aufbewahrt. Fiir die zelluldre Verkapselung der MSC wurden Aliquots der GMA-Gelatine-
Suspension mit einem DxS-Zusatz versehen. Zu 30 pl der GMA-Gelatine-Losung wurden jeweils 0,3 pl DxS
zugefiigt, um eine 1% Konzentration des DxS an der GMA-Gelatine-Suspension zu erlangen.

Die kultivierten Zellen L929 sowie MSC wurden nach zweifachem Waschen mit je 8-10 ml PBS trypsiniert
und fiir 2 Minuten im luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5% CO> inkubiert, um die Lsung von der
Zellkulturflasche zu erzielen. Nach Zugabe von Kulturmedium zur Inhibition der Trypsin-Reaktion und dem
folgendem Zentrifugieren der Zellsuspension wurden die Zellen mit Trypan Blau 0,4% angeférbt und die
Zellkonzentration dank Countess™ Automated Cell Counter automatisiert bestimmt. Um eine Konzentration
von 3,0 x 105 Zellen/ 30 ul Gelatine-Suspension zu erreichen, wurde das entsprechende Volumen der
Zellsuspension in 1,5 ml Eppendorf Tube ® pipettiert und dann zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im
Anschluss in 30 pl der fliissigen GMA-Gelatine suspendiert.

Nach Uberfiihren der Zell-Gelatine-Suspension in ein 1,5 ml Eppendorf Tube ® mit 300 pl sterilisiertem
Sojabohnen-O1 0,5% w/V Span80 (Sigma-Aldrich, Deutschland) wurde mittels Pipettieren eine Emulsion
hergestellt, sodass es zur Verkapselung der Zellen in Mikrokapseln aus GMA-Gelatine kam. Die Emulsion
wurde anschlieBend in eine Petrischale (& = 3 cm) mit 500 pl sterilisiertem Sojabohnen-Ol pipettiert und ein
Magnetriihrstdbchen hinzugegeben. Unter stindigem Riihren bei 300 rpm wurde die Emulsion UV-A-Licht
ausgesetzt, um das Gelieren der GMA-Gelatine zu induzieren. Der Abstand zwischen der UV-Licht-Lampe,

ausgestattet mit einem Filter fiir Strahlung der Wellenldnge 350-370 nm, und der Petrischale betrug 7 cm.
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Abb. 3: Herstellung von Zell-beladenen Mikrokapseln auf Basis von Hydrogel aus photopolymerisierter
GMA-Gelatine im Emulsionsverfahren.w-up.

a. Lichtmikroskopische Aufnahme von verkapselten .929 in Emulsion mit Sojabohnen-Ol vor der
Zentrifugation.

b. Lichtmikroskopische Aufnahme von verkapselten 1.929 in Emulsion mit Sojabohnen-Ol nach der
Zentrifugation. Der Malistabsbalken entspricht 100 um. Eine Vergroferung von 200 x wurde
verwendet.

c. Dreidimensionale Darstellung des Zellverkapselungsprozesses.

Eine UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden, 1 Minute, 2 Minuten oder 3 Minuten wurde gewéhlt. Nach
der Exposition gegeniiber der UV-A-Strahlung wurde die Emulsion auf 1 ml Zellkulturmedium in einem 1,5
ml Eppendorf Tube ® geschichtet und dann zentrifugiert. Die basal im Zellkulturmedium gelegenen
Mikrokapseln wurden in ein neues 1,5 ml Eppendorf Tube ® mit Zellkulturmedium {iberfiihrt und erneut
zentrifugiert, um eine Trennung von der Olphase zu erreichen. Die nun vorliegenden Mikrokapseln wurden

dann in 2 ml Zellkuturmedium in einer Greiner 36-Well-Platte kultiviert.

27



Methoden

3.3.2. Bestimmung der mittleren Mikrokapselgrofie

Zur Evaluation der durchschnittlichen MikrokapselgroBe wurden mit Zellen-beladene Mikrokapseln aus 10
wt%-GMA-Gelatine herangezogen. Aus 5 unterschiedlichen Proben wurden Mikrokapseln entnommen und
gleichmiBig in eine Greiner 6-Well-Platte pipettiert. Im Anschluss wurden 6 Fotos an verschiedenen
Lokalisationen der Platte mit der integrierten Mikroskop-Kamera bei 5-facher Vergréferung aufgenommen.
Der Kapsel-Durchmesser der abgebildeten Mikrokapseln wurde mittels Image] Software (National Institutes
of Health, NIH) vermessen.

3.3.3. Ermittlung der Zellverkapselungseffizienz

Als gewéhlte Methode der Zellverkapselung wurde das Emulsionsverfahren in Hinblick auf die
prozessbezogene Effizienz beurteilt. Wéahrend der Verkapselung sind die Zellen erheblichem Stress
ausgesetzt, der mit der zelluldren Integritdt und Funktionalitét interferiert. Demzufolge muss mit einem
Verlust vitaler Zellen gerechnet werden, der auf das prozessuale Vorgehen zuriickzufiihren ist. Eine
Auflésung der zelluldren Verkapselung und nachfolgende Ermittlung der Zellzahl lebender Zellen gewihrt
die Effizienz der Mikroverkapselung zu verifizieren.

Eine komplette proteolytische Spaltung des GMA-Gelatine-basierten Hydrogels wurde durch Zugabe einer
Zink-Endopeptidase erreicht, die eine schonende Isolation der Zellen aus der Verkapselung erlaubte. Die
Zell-beladenen Mikrokapseln wurden in 600 pl DPBS-geloster Kollagenase (17 Einheiten/ml Kollagenase
aus Clostridium hystolyticum C1639, Sigma Aldrich, Deutschland) suspendiert und fiir 20 Minuten bei einer
Temperatur von 39° C unter kontinuierlicher Rotation inkubiert. Nach dem Zentrifugieren wurde das basale
Zellpellet in 100 pl Zellkulturmedium resuspendiert. Darauf wurden die Zellen mit Trypan Blau 0,4%
angefarbt und die Zellzahl dank Countess™ Automated Cell Counter automatisiert bestimmt. Die
resultierende Zellzahl wurde mit der initial verwendeten zelluléren Konzentration korreliert.

Um den protektiven Effekt der Mikrokapseln auf die verkapselten Zellen zu untersuchen, wurde das
Zellverkapselungsverfahren mit Verzicht auf eine UV-Licht-Exposition wiederholt. Durch das Ausbleiben
des photochemisch-induzierten Gelieren der GMA-Gelatine wurde die Herstellung Hydrogel-basierter
Mikrokapseln unterbunden. Die Zellen wurden ebenso in 30 ul GMA-Gelatine-Losung suspendiert und im
Anschluss in das Sojabohnen-Ol iiberfiihrt. Unter sténdigem Riihren bei 300 rpm wurde eine Emulsion
gebildet, die dann auf 1 ml Zellkulturmedium in einem 1,5 ml Eppendorf Tube ® geschichtet und
zentrifugiert wurde. Nach dem Zentrifugieren wurde das basale Zellpellet in ein neues mit Zellkulturmedium
befiilltes 1,5 ml Eppendorf Tube ® iiberfiihrt und erneut zentrifugiert, um eine Trennung von der Olphase zu
erreichen. Darauf erfolgte die Resuspension in 100 pl Zellkulturmedium und die Anfarbung der Zellen mit
Trypan Blau 0,4%, um eine automatisierte Bestimmung der Zellzahl dank Countess™ Automated Cell
Counter durchzufiihren. Eine Korrelation der resultierenden Zellzahl mit der initial verwendeten zelluldren

Konzentration wurde vorgenommen.
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3.3.4. Evaluation der Viabilitdt verkapselter Zellen

Die Viabilitéit der in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel eingeschlossenen Zellen wurde mittels des LIVE/
DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit untersucht. Das Assay differenziert lebende und tote Zellen durch den
Einsatz von zwei spezifischen Fluoreszenz-Farbstoffen: Calcein-AM und Propidium-lodid. Der eingesetzte
zellendurchléssige Calcein-AM-Farbstoff wird durch Acetoxymethylester-Hydrolyse in griin
fluoreszierendes Calcein umgewandelt und weist auf intrazelluldre Esterase-Aktivitét hin, wihrend rot
fluoreszierendes Propidium-lodid doppelstrangige DNA bindet, indem es sich zwischen Basenpaaren
einfligt, und somit den Integritdtsverlust der zelluldren Plasmamembran markiert. Eine intakte Zellmembran
ist Propidium-lodid-undurchléssig. Dementsprechend werden lebende Zellen griin angeférbt, wohingegen
sich tote Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop rot darstellen.

Nach dem Zentrifugieren der Proben wurde das Zellkulturmediums entfernt und die basal gelegenen
Mikrokapseln in einem 1,5 ml Eppendorf Tube ® in 1 ml PBS resuspendiert. AnschlieBend wurden 2 pl
Calcein-AM (Sigma-Aldrich, Deutschland) in die Suspension pipettiert und fiir 15 Minuten inkubiert. Dann
wurden 3,5 pl Propidium-lodid (LifeTechnologies) hinzugefiigt und nach einer weiteren Inkubationszeit von
5 Minuten erfolge die Analyse unter dem Mikroskop (Axiovert 200M, Zeiss, Deutschland). Die Dichte der
lebenden Calcein-AM markierten Zellen sowie der toten Propidium-lodid gekennzeichneten Zellen wurde
mit Zuhilfenahme von ImagelJ Software quantifiziert. Uberdies wurde die Masse der verkapselten vitalen
Zellen beurteilt und das mittlere Flachenmal} der zelluldren Oberflache dank ImageJ Software (National
Institutes of Health, NIH) bestimmt. Die Viabilitét, die Masse und das mittlere Flichenmal} der zelluldren

Oberfldche verkapselter Zellen wurde an Tag 1- sowie Tag 7-Follow-up ermittelt.

3.4. MSC-konditioniertes Medium

3.4.1. Herstellung des konditionierten Mediums

Um eine Analyse des MSC-Sektretoms anstellen zu konnen, wurde das Zellkulturmedium nach einem Tag
der Konditionierung durch die Stammzellen gesammelt. Die kultivierten MSC wurden in Gelatine-basiertem
Hydrogel eingeschlossen, wobei GMA-funktionalisierte Gelatine mit Zusatz von DxS und einer UV-Licht-
Expositionszeit von 30 Sekunden verwendet wurde. Die verkapselten Stammzellen wurden in Gelatine-
benetzten Greiner 6-Well-Platten in EBM-2 (Lonza, Deutschland) oder in DMEM im luftbefeuchteten
Inkubator bei 37°C 5% COz kultiviert. Nach Tag 1 wurde das MSC-CM abpipettiert und zentrifugiert, um
verkapselte Stammzellen, Zelldetritus und Gelatine-Zerfallsprodukte zu entfernen. Aliquotiert in 1 ml
Eppendorf Tube ® wurde das hergestellte CM bei - 80 °C gelagert. Zur Kontrolle wurden Proben mit nicht
verkapselten MSC produziert, die ebenso in Gelatine-benetzten 6-Well-Platten in EBM-2 oder in DMEM im
luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5% CO: kultiviert wurden. Gleichermaflen wurde das CM nach 1 Tag
abpipettiert, zentrifugiert und zur Lagerung bei - 80 °C in 1 ml Eppendorf Tube ® {iberfiihrt. Weiterhin
wurden zellfreie Proben generiert, die aus EBM-2 oder DMEM ebenfalls inkubiert auf Gelatine-benetzten 6-
Well-Platten bestanden. Auch dieses Medium wurde nach eintidgiger Inkubation abpipettiert, zentrifugiert
und bei - 80 °C in 1 ml Eppendorf Tube ® gelagert.
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3.4.2. Evaluation der sezernierten humanen Zytokine

Die parallele Bestimmung des relativen Anteils ausgewéhlter humaner Zytokine im MSC-CM fand mithilfe
von dem Proteome Profile™ Human XL Cytokine Array Kit statt. Das Assay beruht auf Nitrocellulose-
Membranen bestiickt mit Duplikaten von Capture-Antikdrpern und entsprechenden Kontrollen. Die fixierten
antigenspezifischen Antikorper sind gegen 105 unterschiedliche humane Zytokine gerichtet, die als 16sliche
Antigene fungieren. Unter anderem das immunmodulatorische Zytokine IL-6, die proangiogenetischen
Signalmolekiile VEGF, bFGF, SDF-1 sowie Ang-1 mit anti-apoptotischer Wirkung.

Fiir das Verfahren des Sandwich-ELISA wird das zu untersuchende Medium iiber Nacht mit den Membranen
inkubiert, sodass eine Bindung zwischen den Capture-Antikoérpern und den zu detektierenden Antigenen
stattfindet. Nachfolgend werden die benetzten Membranen gewaschen, um unspezifisch gebundene Antigene
zu entfernen und eine falsch positive Reaktion zu verhindern. Ein zweiter biotinylierter Detection-Antikorper
wird hinzugefiigt und bindet ebenfalls antigenspezifisch. Die Zugabe von Streptavidin-gekoppelter
Meerrettichperoxidase induziert eine Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung, die eine hohe Affinitdt aufweist
und eine Kopplung des Detection-Antikorpers mit HRP hervorruft. Durch die Applikation einer
Chemilumineszenz-Reagenz wird die Kopplung von einer chemischen Reaktion mit Lichtemission begleitet.
Die HRP-katalysierte Chemilumineszenzreaktion der Reagenz produziert ein Lichtsignal, dessen Starke mit
der Menge der gebundenen Antigene korrespondiert. Demnach entspricht ein starkes Lichtsignal einem
hohen Anteil sezernierter humaner Zytokine im untersuchten Medium.

Die Nitrocellulose-Membranen wurden jeweils in ein Well einer 4-Well-Multischale positioniert und mit 2
ml Pufferlosung versehen. Wahrend der einstiindigen Inkubation der Membranen auf einem Wippschiittler
wurden 1 ml des zuvor hergestellten DMEM-basierten CM zentrifugiert und mit Pufferlésung versetzt,
sodass jede Probe ein Gesamtvolumen von 1,5 ml aufwies. Im Anschluss wurde die Pufferlésung von den
Membranen abpipettiert und die Losung aus MSC-CM und Puffer gleichméBig auf den Membranen verteilt.
Uber Nacht inkubierten die benetzten Nitrocellulose-Membranen auf einem Wippschiittler bei 2-8 °C. Nach
dem Ablaufen der Inkubationszeit wurden die Membranen in separaten Plastikbehélter mit je 20 ml
Pufferlosung gelagert und zum Waschen fiir 10 Minuten auf einen Wippschiittler gelegt. Der Waschvorgang
der Nitrocellulose-Membranen wurde insgesamt dreimal wiederholt. In der Zwischenzeit wurde die 4-Well-
Multischale mit destilliertem Wasser gereinigt und dann in jedes Well 1,5 ml Detection-Antikorper-Losung
pipettiert. Die gewaschenen Membranen wurden aus der Pufferlésung entfernt und erneut in die Wells der 4-
Well-Multischale iiberfiihrt. Es folgte eine einstiindige Inkubation der Membranen in der Detection-
Antikorper-Losung auf dem Wippschiittler bei Raumtemperatur. Anschlieend wurde der dreifache
Waschvorgang der Nitrocellulose-Membranen in Pufferlosung wiederholt und unterdessen 2 ml Streptavidin-
HRP in jedes Well der mit destilliertem Wasser gereinigten 4-Well-Multischale pipettiert. Die Membranen
wurden zuriick in die 4-Wells-Multischale gegeben und fiir 30 Minuten in der Streptavidin-HRP-Losung auf
dem Wippschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Ein weiterer dreifacher Waschvorgang wurde vollzogen
und im Folgenden wurden die Membranenoberflichen gleichméaBig mit jeweils 1 ml der Chemilumineszenz-
Reagenz benetzt und fiir 1 Minute inkubiert. SchlieBlich wurden die Nitrocellulose-Membranen auf eine
Rontgenfilmkassette platziert und eine Expositionszeit von 10 Minuten gewéhlt. Die Schwirzung des

rontgenologischen Filmmaterials wurde mit einem Transmission-Mode Scanner erfasst und die Signalstarke
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der zugrundeliegenden Lichtemission analysiert, wobei ein Vergleich der Zytokin-Zusammensetzung der
unterschiedlichen Proben angestellt sowie der relative Anteil der humanen Zytokine im MSC-CM untersucht

wurde.

3.4.3. Angiogenetische Wirkung des konditionierten Mediums

Das MSC-CM wurde dank des Spheroid Sprouting Assay auf einen angiogenetischen Effekt hin untersucht.
Das Assay griindet auf der Herstellung dreidimensionaler Endothelzell-basierter Sphéroide, um in-vitro die
Angiogenese, in Form von zelluldrer Aussprossung, Proliferation sowie Migration, nachzustellen. Zur
Produktion der Sphiroide werden die Endothelzellen in Rundboden-Platten iiberfiihrt, die eine zellulédre
Adhision am Plattenboden verhindern und zur Kultivierung der Zellen in einer zentral gelegenen sphiroiden
Zellkultur verhelfen. Nach Einbetten der Endothelzell-basierten Sphéroide in Kollagen-Gel kann das
angiogenetische Verhalten der Zellen beobachtet werden. Die Endothelzellen tendieren zur Ausbildung von
Sprouts innerhalb der Gel-Matrix, die als Kapillar-dhnliche Strukturen Ausdruck ihres Potenzials zur
GefaBneubildung sind. Unter Zusatz des MSC-CM zu den in Kollagen-Gel eingebetteten Sphéroiden ist
dessen angiogenetische Wirkung anhand der Anzahl und Lange gebildeter Sprouts zu beurteilen. Folglich
weisen eine hohe Anzahl an zelluldren Aussprossungen und eine grofle Lange der einzelnen Sprouts auf
einen positiven Einfluss auf die Angiogenese hin.

Zur Sphéroid-Herstellung wurden die kultivierten HUVEC zweimal mit jeweils 8 ml PBS gewaschen und
dann trypsiniert, sodass nach 2 Minuten Inkubation im luftbefeuchteten Inkubator bei 37 °C 5% CO; eine
Losung der Zellen vor der Zellkulturflaschen unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden konnte. Die
Trypsin-Reaktion wurde mit 4 ml Zellkulturmedium inhibiert und die resultierende Zellsuspension
zentrifugiert. Das basale Zellpellet wurde dann in 1 ml EGM-2 supplementiert mit 0,25 % Methylcellulose
(Sigma-Aldrich, Deutschland) resuspendiert. Nach automatisierter Bestimmung der Zellkonzentration dank
Countess™ Automated Cell Counter wurde die Zellsuspension mit dem entsprechenden Volumen von
EGM-2 mit 0,25 % Methylcellulose verdiinnt, um eine Konzentration von 500 Zellen/ 100 pl Zellsuspension
zu erlangen. In die Wells einer nicht-adhdrenten Rundboden-96-Well-Platte (Corning Costar ®) wurden dann
jeweils 100 pl der HUVEC-Zellsuspension pipettiert, sodass sich innerhalb von 24 Stunden Sphéroide
formen konnten. Jeweils 24 Sphéroide wurde nun in ein 1,5 ml Eppendorf Tube ® iiberfiihrt, zentrifugiert
und in 750 pl des EBM-2-basierten CM supplementiert mit 0,5 % Methylcellulose suspendiert. Auf Eis
gekiihlte Kollagen-I-Losung (Sigma-Aldrich, Deutschland) neutralisiert mit 10 % 10 x PBS und 10 % 0,1 M
Natriumhydroxid wurde im Verhiltnis von 1:1 zu der Sphéroid-Suspension gegeben und im Anschluss in ein
Well einer 12-Well-Platte pipettiert. Nach 2-stiindiger Inkubation im luftbefeuchteten Inkubator bei 37°C 5%
CO; wurden jeweils 0,7 ml des CM oberfldchlich auf die Spharoid-enthaltene gelierte Kollegen-I-Losung
gegeben. Das Sprouting der Sphéroide wurde nach 2 Tagen unter dem Lichtmikroskop (Axio Scope.Al,
Zeiss, Deutschland) analysiert. Dabei wurde die Anzahl der zelluldren Aussprossungen gezihlt und die

Lénge der einzelnen Sprouts unter Einsatz von ImageJ Software vermessen.
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3.5. Statistische Auswertung

Eine einfaktorielle ANOVA wurde unter der Annahme einer Normalverteilung der voneinander
unabhéngigen Messwerte sowie einer vorliegenden Varianzhomogenitit durchgefiihrt, wobei IBM® SPSS
Statistics Version 21.0.0.0 Verwendung fand. Ein P Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant
definiert.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Zellverkapselung

4.1.1. L929-Fibroblasten

4.1.1.1. Zellulére Viabilitét - Tag 1 und 7

Die zelluldre Verkapselung der L929 wurde entsprechend der zuvor vorgestellten Methode durchgefiihrt,
wobei stabile Mikrokapseln unter Verwendung von 10 wt%-GMA-Gelatine und 10 wt% AC GMA-Gelatine
entstanden. Eine UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden bis 2 Minuten ermdglichte die Produktion von
kovalent vernetzten GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln. Nach Isolation und Resuspension der Zell-
beladenen Mikrokapseln in das Zellkulturmedium waren zudem einzelne ungebundene Zellen zwischen den
Mikrokapseln vorzufinden. Hingegen, waren keine stabilen Mikrokapseln unter Einsatz von 5 wt%-GMA-
Gelatine sowie 10 wt% 2xAC GMA-Gelatine bei identischen UV-Licht-Expositionzeiten herzustellen. Erst
die Verldngerung der Expositionszeit auf 3 Minuten resultierte in Mikrokapsel mit ausreichender Stabilitét.
An Tag 1. des Follow-ups présentierten die Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine und einer UV-
Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden die hochste zelluldre Viabilitdt (97 + 1,5%). Dahingegen wiesen die
Zell-beladenen Mikrokapseln aus 10 wt%-GMA-Gelatine und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30
Sekunden nur eine Viabilitit von 83 + 9% auf. Verldngerte Expositionszeiten gegeniiber dem UV-Licht von 1
Minute bzw. 2 Minuten hatten eine deutliche Verringerung der zelluldren Viabilitdt der 10 wt%-GMA-
Gelatine-Mikrokapseln zum Resultat. Demnach waren keine lebenden Zellen in den Mikrokapseln aus 10
wt%-GMA-Gelatine, die eine UV-Licht-Exposition von 2 Minuten erfuhren, nachzuweisen. Gleichfalls
zeichneten sich die stabilen Mikrokapseln aus 5 wt%-GMA-Gelatine und 10 wt% 2xAC GMA-Gelatine, die
einer UV-Licht-Exposition von 3 Minuten bedurften, durch eine reduzierte zelluldre Viabilitét aus (42 + 7%
bzw. 70 = 6%). Eine geringere Abnahme der zelluldren Viabilitét ergab sich bei den 10 wt% AC GMA-
Gelatine-basierten Mikrokapseln. Die Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine boten eine lediglich
10% geringere zelluldre Viabilitdt nach einer 2 Minuten UV-Expositionszeit dar. Zwischen den 10 wt% AC
GMA-Gelatine-basierten Hydrogel-Kapseln konnte kein signifikanter Unterschied der Zellviabilitét in
Abhingigkeit von der gewidhlten UV-Licht-Expositionszeit dokumentiert werden. Hingegen zeigten
Mikrokapseln aus 10 wt%-GMA-Gelatine verschiedenartiger Expositionszeiten gegeniiber dem UV-Licht
Divergenzen in der zelluldren Viabilitit mit statistischer Signifikanz.

Nach 7 Tagen Follow-up wurde die zelluldre Viabilitit der verkapselten Zellen erneut evaluiert (Abb. 5).
Hierfiir erfolgte die Bestimmung der Zellzahl lebender Zellen fiir die Mikrokapseln aus 10 wt%-GMA-
Gelatine und 10 wt% AC GMA-Gelatine. Die zelluldre Viabilitit wurde mit vergleichbaren Ergebnissen zu
Tag 1. Follow-up quantifiziert. Dementsprechend hatten die Mikrokapseln aus 10 wt%-GMA-Gelatine eine
eminente Reduktion der Viabilitdt verkapselter Zellen bei gesteigerter UV-Licht-Expositionszeit
vorzuweisen, indessen préasentierten 10 wt% AC GMA-Gelatine-Mikrokapseln eine geringere Abnahme. Der
signifikante Unterschied zwischen der Zellviabilitit verkapselter L929 in Mikrokapseln aus 10 wt%-GMA-

Gelatine mit verschiedenartiger UV-Licht-Expositionsdauer bleib erhalten, genauso wie das Fehlen einer
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Abb. 4: Zelluldre Verkapselung von L929-Fibroblasten in Hydrogel-Kapseln auf Basis unterschiedlicher
GMA-Gelatine-Losungen nach 1 Tag Follow-up.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05. n.s. Nicht signifikanter Unterschied.
a. Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten
L929 nach Anfarbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende Zellen zeigen
sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen (Propidium-
Iodid). Der Mafistabsbalken entspricht 500 um. Eine Vergréferung von 200 x wurde verwendet.
b. Box-Plot-Darstellung der zelluldren Viabilitit in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel verkapselter
L929.
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Abb. 5: Zelluldre Verkapselung von L929-Fibroblasten in Hydrogel-Kapseln auf Basis unterschiedlicher
GMA-Gelatine-Losungen nach 7 Tagen Follow-up.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05. n.s. Nicht signifikanter Unterschied.
a. Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten
L1929 nach Anfirbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende Zellen zeigen
sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen (Propidium-
lodid). Der Mafistabsbalken entspricht 500 um. Eine Vergréferung von 200 x wurde verwendet.
b. Box-Plot-Darstellung der zelluldren Viabilitdt in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel
eingeschlossener L929.
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Differenz mit statistischer Signifikanz zwischen zelluldrer Viabilitét der Fibroblasten eingeschlossen in 10
wt% AC GMA-Gelatine-Mikrokapsel eine Bestéitigung erfuhr.

An Tag 7. des Follow-ups wurde bei allen Mikrokapseln, hergestellt aus 10 wt% AC GMA-Gelatine, eine
zelluldre Migration vom Kapselinneren an die sphérische Kapseloberfldche beobachtet. Unter dem

Lichtmikroskop waren L.929 als Monolayer mit einer typischen fibroblastoiden Zellmorphologie zu
identifizieren, die aus dem Inneren der Hydrogel-Kapseln auf die Oberfldche migriert waren und eine
Ummantelung der Mikrokapseln herstellten (Abb. 5 a).

In Anbetracht der erzielten Ergebnissen bei der zelluldren Verkapselung der L929-Fibroblasten wurde die 10
wt% AC GMA-Gelatine-Losung als ideale fiir die Herstellung Zell-beladener Mikokapseln angesehen.
DemgemiB kam die 10 wt% AC GMA-Gelatine bei der MSC-Verkapselung durch Hydrogel-basierte

Mikrokapseln zum Einsatz.

4.1.1.2. Mittlere Mikrokapselgrof3e

Die Vermessung der hergestellten Mikrokapseln wurde anhand von Abbildungen, die mit der integrierten
Mikroskop-Kamera bei 5-facher Vergroferung aufgenommen wurden, durchgefiihrt.

Die durchschnittliche Kapselgrofie belief sich auf 102 = 73 um (Mittelwert = Standardabweichung) (Abb. 6),
sodass die Produktion von Zell-beladenen sphérischen Hydrogel-Kapseln mit einer Grofle im Mikrometer-
Bereich verifiziert wurde. Obwohl eine mittlere MikrokapselgroBe von ungefihr 100 um erreicht wurde, war

eine breite Streuung bei der GroBenverteilung der Mikrokapseln festzuhalten.

50
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Verteilung der Mikrokapselgrofle in %
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Durchmesser der Mikrokapseln in pm

Abb. 6: Balkendiagramm-Darstellung der Groflenverteilung der aus 10 wt%-GMA-Gelatine-basiertem
Hydrogel hergestellten Mikrokapseln.
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Mit einem Mikrokapseldurchmesser von 20 um bis zu 700 pm wurden sowohl sehr kleine als auch sehr

grofle Kapseln generiert. Eine einheitliche Mikrokapselgroe konnte nicht gewéhrleistet werden.

4.1.1.3. Zellverkapsellungseftizienz

Nachdem die Zellen erneut aus der Mikroverkapselung geldst wurden, erfolgte die Zellzahlbestimmung der
vitalen Zellen, um die Effizienz der zelluldren Mikroverkapselung zu erhalten. Im Durchschnitt bot sich ein
prozessbedingter Verlust von 60% der lebenden Zellen, die anfanglich in der Zell-Gelatine-Suspension
vorzufinden waren. Damit muss von einem relevanten Stress, den die Zellen durch das eingesetzte
Emulsionsverfahren erfahren, ausgegangen werden. Die zelluldre Integritidt und Funktionalitét scheint
erheblich unter dem prozessualen Vorgehen der Zellverkapselung zu leiden.

Zum Vergleich wurde das zelluldre Verkapselungsverfahren ohne Exposition der Zell-Gelatine-Suspension
gegeniiber dem UV-Licht wiederholt. Infolgedessen blieb die Gelierung der GMA-Gelatine durch
photochemische Induktion aus. Das Zentrifugieren der Zell-Gelatine-Suspension in Emulsion mit der
Olphase evozierte einen ausgeprigten Verlust an vitalen Zellen, wie bereits nach zelluldren Verkapselung
vorgefunden. Die Bildung von GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln stellt sich ohne protektiven Effekt auf

die Zellen wihrend des Verkapselungsprozesses dar.

4.1.2.MSC

4.1.2.1. Zelluldre Viabilitdt und Zellmasse - Tag 1

a. BM-MSC

10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC
1 min 2 min DxS 30 s DxS 1 min DxS 2 min
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b. CB-MSC
10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC
30s 1 min 2 min DxS 30 s DxS 1 min DxS 2 min

c. AD-SC
10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC 10 wt% AC
30s 1 min 2 min DxS 30 s DxS 1 min DxS 2 min

Abb. 7: Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten MSC
nach 1 Tag Follow-up. Es erfolgte eine Anférbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende
Zellen zeigen sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen
(Propidium-Iodid). Der MaBstabsbalken entspricht 500 pm. Eine Vergro3erung von 200 x wurde
verwendet.

a. Verkapselung von BM-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit und ohne DxS-Zusatz.

b. Verkapselung von CB-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit und ohne DxS-Zusatz.

c. Verkapselung von AD-SC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit und ohne DxS-Zusatz.

Die zelluldre Verkapselung der MSC wurde entsprechend der zuvor vorgestellten Methode und basierend auf
den Ergebnissen der L929-Zellverkapselung realisiert, sodass 10 wt% AC GMA-Gelatine und 10 wt% AC
GMA-Gelatine mit DxS genutzt wurden. Stabile Mikrokapseln waren sowohl mit der 10 wt% AC GMA-
Gelatine als auch mit der 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz herzustellen. UV-Licht-
Expositionszeiten von 30 Sekunden bis 2 Minuten stellten die Produktion von kovalent vernetzten GMA-

Gelatine-basierten Hydrogel-Kapseln sicher.
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4.1.2.1.1. BM-MSC

An Tag 1. des Follow-ups zeigten BM-MSC verkapselt in Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit
DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Exposition von 30 Sekunden ausgesetzt die hochste zelluldre Viabilitét (90
+ 5,6%). Im Vergleich zu den Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine présentierten BM-MSC-
beladene Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit supplementiertem DxS einen deutlich hdheren
Anteil lebender Zellen an der gesamten Zellpopulation bei gleicher UV-Licht-Expositionszeiten von 30
Sekunden (90 £ 5,6% vs. 82 + 10,4%). Bei einer Expositionzeit von 2 Minuten gegeniiber dem UV-Licht
offenbarte sich eine minimale zelluldre Viabilitit fiir die BM-MSC-beladenen Mikrokapseln. Besonders
evident war der Abfall der Zellviabilitdt bei der DxS-freien GMA-Gelatine-Losung. Mikrokapseln aus 10
wt% AC GMA-Gelatine ohne DxS-Zugabe und einer 2-miniitigen UV-Licht-Exposition zeigten eine
signifikant geringere zelluldre Viabilitét (9 £+ 6,8%). Die 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne DxS-Zusatz fiel
dariiber hinaus durch einen nahezu unverdnderten Anteil vitaler Zellen nach Verkapselung unter UV-Licht-
Exposition von 30 Sekunden und 1 Minute auf. Eine zu erwartende Abnahme der Zellviabilitdt durch
zeitliche Verldngerung der UV-Licht-Exposition blieb aus. Verldngerte Expositionszeiten gegeniiber dem
UV-Licht von 1 Minute bzw. 2 Minuten hatten eine Verringerung zelluldrer Viabilitit der Mikrokapseln aus
10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz zur Folge. Die Reduktion des Anteils lebender MSC
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Abb. 8: Box-Plot-Darstellung der zelluldren Viabilitit in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel mit und ohne
DxS-Zusatz verkapselter BM-MSC bei unterschiedlicher UV-Expositionsdauer nach 1 Tag.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05.
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eingeschlossen in 10 wt% AC GMA-Gelatine-Hydrogel-Kapseln mit DxS-Supplementation und 2-Minuten-
UV-Licht-Exposition erzielte statistische Signifikanz.

Die hochste mittlere Zellmasse infolge einer zelluldren Proliferation wurde fiir BM-MSC verkapselt in
Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS und einer UV-Licht-Expositionszeit von
30 Sekunden festgehalten. Das Verhiltnis der LIVE/DEAD®-angeféarbten Flachen war eindeutig zugunsten
vitaler Zellen verschoben (86 + 10,9%). Einen Unterschied von mehr als 10% in Bezug auf das
Flachenverhiltnis vitaler zu toter BM-MSC war bei der Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel
ohne DxS-Supplementation zu identifizieren. Trotz identischer Expositionszeit von 30 Sekunden gegeniiber
dem UV-Licht wurde lediglich ein Wert von 74 + 4,7% erreicht. Ebenfalls eine hohe durchschnittliche
Zellmasse verzeichnete die 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Expositionszeit
von 1 Minute mit einem Verhiltnis LIVE/DEAD®-angefarbter Flachen von 79 £ 9,3%. Die GMA-Gelatine-
Losungen mit einer UV-Licht-Expositionszeit von 2 Minuten boten, genauso wie bei den Ergebnissen zur
zelluldren Viabilitit nach Verkapselung, einen betridchtlichen Abfall der durchschnittlichen Zellmasse vitaler
Zellen.

4.1.2.1.2. CB-MSC

Fiir CM-MSC lag die maximale zelluldre Viabilitdt ebenso bei einer Verkapselung in Mikrokapseln aus 10
wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Expositionzeit von 30 Sekunden vor (88 +
9,4%). Bei gleicher Expositionszeit von 30 Sekunden gegeniiber dem UV-Licht manifestierten die Hydrogel-
Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS eine hohere Zellviabilitdt im Vergleich zu den
Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne DxS-Zugabe (88 + 9,4% vs. 76 = 7%). Die zellulare
Viabilitét nahm bei den Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit steigender UV-Licht-
Expositionszeit zunehmend ab (Abb. 9). Gleichfalls war eine Reduktion der Zellviabilitdt bei GMA-
Gelatine-Losungen mit DxS-Zusatz und UV-Licht-Expositionszeitverldngerung zu erkennen, jedoch
présentierte sich der Unterschied im Anteil vitaler Zellen zwischen den Mikrokapseln nach 30 s- und 1
Minute-UV-Licht-Exposition als gering (88 £ 9,4% vs. 86 = 11,5%). Die niedrigste Zellviabilitidt wurde bei 2
Minuten UV-Licht-Expositionszeit vorgefunden sowohl bei den Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-
Gelatine (56 + 20,2%) als auch bei den Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine unter
supplementiertem DxS (56 + 9%). Die Abnahme der zelluldren Viabilitit verkapselter CB-MSC infolge einer
2-miniitigen Exposition gegeniiber dem UV-Licht erreichte Signifikanzniveau.

Verkapselte vitale CB-MSC legten die hochste mittlere Zellmasse bei Verkapselung in Mikrokapseln aus 10
wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Expositionszeit von 1 Minute vor. Ein
Verhiltnis von 80 + 3% der LIVE/DEAD®-angefarbten Flichen wurde vermerkt. Insgesamt war dennoch
kein groBBer Unterschied zwischen den verschiedenartig generierten GMA-basierten Mikrokapseln beziiglich
der durchschnittlichen Zellmasse der CB-MSC ersichtlich. Das berechnete Verhéltnis LIVE/DEAD®-
angefarbter Flachen zeigte sich als vergleichbar zwischen den unterschiedlich hergestellten GMA-basierten

Mikrokapseln. Im Mittel wurde ein Wert von 76% verifiziert.
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Abb. 9: Box-Plot-Darstellung der zelluldren Viabilitidt in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel mit und ohne
DxS-Zusatz verkapselter CB-MSC bei unterschiedlicher UV-Expositionsdauer nach 1 Tag.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05.

4.1.2.1.3. AD-SC

Follow-up-Tag 1 dokumentierte die hochste zelluldre Viabilitit der AD-SC-beladenen Mikrokapseln bei
einer Hydrogel-Zusammensetzung aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zugabe und einer UV-Licht-
Expositionszeit von 30 Sekunden (89 + 7%). Dahingegen wiesen die AD-SC eingebettet in Mikrokapseln aus
10 wt% AC GMA-Gelatine ohne zugesetztes DxS und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden nur
eine Viabilitdt von 71 + 14,1% auf. Eine Zunahme der Expositionszeit gegeniiber dem UV-Licht bewirkte
eine sichtliche Reduktion der Zellviabilitit der Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-
Zusatz, sodass der Anteil lebender AD-SCs an der gesamten Zellpopulation bei 1 Minute- und 2 Minuten-
Exposition minimal war (38 + 13,2% bzw. 13 + 9,2%). Ebenso wiesen GMA-Gelatine-Losungen ohne
Supplementation von DxS eine geringfligige zelluldre Viabilitéit bei 2 Minuten-Exposition auf (17 + 12,6%).
Die Zellviabilitét verkapselter AD-SC war jeweils nach 2-miniitiger UV-Licht-Expositionsdauer signifikant
niedriger. Bei den Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine war nach einer UV-Licht-Exposition von 1
Minute eine hohere Viabilitit verkapselter AD-SC vorzufinden im Vergleich zu den 10 wt% AC GMA-
Gelatine-Mikrokapseln nach 30 Sekunden UV-Licht-Exposition (84 + 6,5% vs. 71 = 14,1%).

In Bezug auf die mittlere Zellmasse boten AD-SC nach Verkapselung in GMA-Gelatine-Losung mit DxS-
Zusatz und UV-Licht-Exposition von 30 Sekunden ein Verhéltnis LIVE/DEAD®-angefarbter Fldchen von 81
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+ 13,7%. Daneben fiel das Flichenverhiltnis lebender zu toter Zellen bei der Verwendung von 10 wt% AC
GMA-Gelatine und einer 1 Minute-UV-Licht-Exposition ebenfalls deutlich zugunsten vitaler Zellen aus (77
+ 6,3%). Hierbei wurde auch ein hoherer Wert vergleichend mit der GMA-Gelatine identischer
Zusammensetzung und einer geringeren UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden notiert. 73 = 7,2%
waren bei der Verkapselung von AD-SC in GMA-Gelatine-L&sung ohne DxS-Supplementation und einer 30-
sekiindigen UV-Licht-Exposition zu registrieren. Die GMA-Gelatine-Konditionen, die einer UV-Licht-

Exposition von 2 Minuten ausgesetzt waren, verzeichneten einen offensichtlichen Abfall der mittleren

Zellmasse.
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Abb. 10: Box-Plot-Darstellung der zelluldren Viabilitidt in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel mit und
ohne DxS-Zusatz verkapselter AD-SC bei unterschiedlicher UV-Expositionsdauer nach 1 Tag.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05.

4.1.2.2. Zelluldre Viabilitit und Zellmasse - Tag 7

Nach einem Beobachtungszeitraum von einer Woche waren weiterhin stabile Mikrokapseln unter den
herangezogenen GMA-Gelatine-Konditionen identifizierbar. Ein beginnender Zerfall des Hydrogels wurden
nicht vernommen. Gleichfalls waren keine singuldren Stammzellen frei zwischen den Mikrokapseln oder
adhérent am Boden der verwendeten Greiner 36-Well-Platte vorzufinden. Das Zellkulturmedium erfuhr

keinen Wechsel wihrend der 7-tdgigen Inkubation der produzierten MSC-beladenen Hydrogel-Kapseln.
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Abb. 11: Zelluldre Verkapselung von BM-MSC in Hydrogel-Kapseln auf Basis von GMA-Gelatine-Losung
mit und ohne DxS nach 7 Tagen Follow-up.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05. n.s. Nicht signifikanter Unterschied.

a. Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten
L929 nach Anfarbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende Zellen zeigen
sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen (Propidium-
Iodid). Der Mafistabsbalken entspricht 500 um. Eine VergréBerung von 200 x wurde verwendet.

b. Balkendiagramm-Darstellung des Verhiltnis der LIVE/DEAD®-angeférbten Fliche, die mit der
Zellmasse lebender und toter Zellen korreliert. Fehlerbalken: 95% Konfidenzintervall.
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4.1.2.2.1. BM-MSC

An Tag 7. des Follow-ups zeigten BM-MSC eingeschlossen in Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine
mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Exposition von 1 Minute ausgesetzt die hochste zelluldre Viabilitit (92
+ 9,6%). Eine vergleichbar hohe Zellviabilitiat mit 91 + 2,8% wurde fiir die GMA-Gelatine-Losung mit
Zugabe von DxS und einer 30 Sekunden UV-Licht-Expositionzeit ermittelt. Hingegen, war der Anteil vitaler
Zellen an der gesamten BM-MSC-Population nach Verkapselung in GMA-Gelatine-Ldsung ohne
supplementiertes DxS und mit einer 30 s-UV-Licht-Exposition unverkennbar niedriger (86 + 11,7%).
Minimale Werte fiir die zelluldre Viabilitét ergaben sich unter einer 3-miniitigen UV-Licht-Exposition. Mit
27 +22,4% und 8 + 3% war die Zellviabilitdt sowohl bei 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne als auch mit
zugesetztem DxS anschaulich reduziert. Im Vergleich zu Tag 1. des Follow-ups war eine konstant hohe
zellulédre Viabilitét fiir die Mikrokapseln der 10 wt% AC GMA-Gelatine-Kondition mit DxS-Zusatz und
einer 30 s-UV-Licht-Exposition festzuhalten. Der Anteil lebender BM-MSC an der gesamten Population in
GMA-Gelatine-Lésung mit Supplementation von DxS und UV-Licht-Expositionszeit von 1 Minute
verkapselter Zellen schien sogar zu steigen. Fiir die entsprechende Zellviabilitdt wurde ein Anstieg von 70 £+
24% auf 92 + 9,6% registriert. Eine markante Abnahme der Zellviabilitét zeichneten die BM-MSC
eingebettet in Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-
Exposition von 2 Minuten auf. Die zelluldre Viabilitdt belief sich an Tag 7. des Follow-up nur noch auf 8 +
3,1%. Bei der durchschnittlichen Groe der Zellmasse verzeichneten die Mikrokapseln aus 10 wt% AC
GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Exposition von 1 Minute den hochsten Wert. Ein
Verhiltnis von 88 + 10,4% der LIVE/DEAD®-angefarbten Flichen wurde festgehalten (Abb. 11 b).
Entsprechend konnte eine beachtliche Zunahme von 9% im Vergleich zu Tag 1. des Beobachtungszeitraums
konstatiert werden. Stammzell-beladene Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Losung mit DxS-Zugabe und
einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden differenzierten sich in der mittleren Zellmasse von den
Mikrokapseln ohne zugesetztes DxS aber mit identischer UV-Licht-Expositionslange. Fiir die BM-MSC
eingeschlossen in Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz wurde im Vergleich eine
héhere durchschnittliche Zellmasse dokumentiert (86 + 15,6% vs. 83 + 14,1%). Jedoch blieb das
Flachenverhéltnis lebender zu toter Zellen unveréndert vergleichend zu Follow-up-Tag 1. Herabgesetzte
mittlere Zellmasse lieBen sich bei den in GMA-Gelatine-Losung mit oder ohne DxS-Supplementation
eingebetteten MSC nachweisen, die einer hoheren UV-Licht-Expositionszeit von 2 Minuten ausgesetzt
wurden. Hierbei erwies sich der Unterschied bei den DxS-freien Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-
Gelatine als signifikant. Die Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne DxS-Zusatz zeigten einen
bedeutenden Abfall des Verhiltnis LIVE/DEAD®-angeférbter Flichen von 64 +24,7% auf 34 + 31,4% nach
1 Woche Inkubation.
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Abb. 12: Zelluldre Verkapselung von CB-MSC in Hydrogel-Kapseln auf Basis von GMA-Gelatine-Losung
mit und ohne DxS nach 7 Tagen Follow-up.
n.s. Nicht signifikanter Unterschied.

a. Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten
L929 nach Anfarbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende Zellen zeigen
sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen (Propidium-
Iodid). Der Maf3stabsbalken entspricht 500 um. Eine Vergréerung von 200 x wurde verwendet.

b. Balkendiagramm-Darstellung des Verhéltnis der LIVE/DEAD®-angefarbten Fléche, die mit der
Zellmasse lebender und toter Zellen korreliert. Fehlerbalken: 95% Konfidenzintervall.
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4.1.2.2.2. CB-MSC

Am 7. Follow-up-Tag boten die verkapselten CB-MSC die maximale Zellviabilitit in den Mikrokapseln aus
10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zugabe und einer UV-Licht-Exposition von 30 Sekunden (96 + 2,3%).
Die ermittelte zellulére Viabilitét der CB-MSC-beladenen Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Losung ohne
DxS aber mit gleicher UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden war im Vergleich niedriger (92 + 4,2%).
Eine Abnahme der Zellviabilitét verkapselter CB-MSC war bei steigender UV-Licht-Expositionszeit zu
beobachten. Gleichermallen hatte die Verldngerung der Exposition gegeniiber dem UV-Licht eine
eindringliche Reduktion der Zellviabilitit in GMA-Gelatine-Lésung mit oder ohne supplementiertes DxS
eingebetteter MSC zur Folge. Dementsprechend wurde ein geringer Anteil vitaler Zellen an der gesamten
Zellpopulation bei GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln sowohl mit als auch ohne DxS-Zusatz
nachgewiesen (46 + 6,7% bzw. 33 + 17,4%). Im Vergleich zu Tag 1 war am 7. Follow-up-Tag eine h6here
Zellviabilitat fiir die Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Losung mit oder ohne Zugabe von DxS und einer
UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden zu verzeichnen. Entsprechend stieg die zelluldre Viabilitdt von
88 +9,4% auf 96 + 2,3% beziehungsweise von 76 + 20,2% auf 92 + 4,2%. Dementgegen fiel die
Zellviabilitdt der CB-MSC-beladenen Mikrokapseln hergestellt aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit und ohne
DxS-Supplementation sowie einer UV-Licht-Exposition von 2 Minuten. Vergleichend mit Tag 1. des Follow-
ups erzielten die Mikrokapseln an Tag 7. eine sichtlich reduzierte zelluldre Viabilitét.

Das Verhiltnis der LIVE/DEAD®-angefirbten Flachen war ebenso bei CB-MSC-beladenen Mikrokapseln
aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS und einer UV-Licht-Exposition von 30 Sekunden am
hochsten (85 + 9,5%). Bei den Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Ldsung mit Zusatz von DxS und einer UV-
Licht-Expositionszeit von 1 Minute wurde ein dhnlich hohes Verhéltnis LIVE/DEAD®-angeféarbten Flachen
identifiziert (82 + 8%). An Tag 1. des Follow-ups war die mittlere Zellmasse der in 10 wt% AC GMA-
Gelatine mit DxS-Zusatz eingeschlossener Zellen mit Expositionszeiten von 30 Sekunden und 1 Minute
gegeniiber dem UV-Licht geringer als an Tag 7. des Beobachtungszeitraums. Somit lag eine Zunahme des
Verhiltnis LIVE/DEAD®-angefarbter Flachen von 76 £ 12,6% auf 85 + 9,5% bezichungsweise von 80 + 3%
auf 82 = 8% vor. Analog zum Abfall der Zellviabilitdt kam es an Follow-up-Tag 7. zur Verringerung der
mittleren Zellmasse der CB-MSC verkapselt in Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Ldsung mit oder ohne
DxS-Zugabe und 2-miniitiger UV-Licht-Exposition. Ein Riickgang des Verhéltnis LIVE/DEAD®-
angefarbter Flichen zum Nachteil vitaler Zellen von 76 + 4,9% auf 68 + 6,6% beziechungsweise von 74 +
5,6% auf 68 + 6,1% wurde bemerkt. Signifikante Unterschiede wurde jedoch nicht erzielt.
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Abb. 13: Zelluldre Verkapselung von AD-SC in Hydrogel-Kapseln auf Basis von GMA-Gelatine-Losung
mit und ohne DxS nach 7 Tagen Follow-up.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05.

a. Fluoreszenzmikroskop-Bilder und entsprechende lichtmikroskopische Aufnahmen der verkapselten
L929 nach Anfarbung mit dem LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit. Lebende Zellen zeigen
sich griin fluoreszierend (Calcein-AM), wohingegen sich tote Zellen rot darstellen (Propidium-
Iodid). Der Maf3stabsbalken entspricht 500 um. Eine Vergréerung von 200 x wurde verwendet.

b. Balkendiagramm-Darstellung des Verhéltnis der LIVE/DEAD®-angefarbten Fléche, die mit der
Zellmasse lebender und toter Zellen korreliert. Fehlerbalken: 95% Konfidenzintervall.
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4.1.2.2.3. AD-SC

Follow-up-Tag 7 notierte die hochste Zellviabilitiat der AD-SC-beladenen Mikrokapseln bei 10 wt% AC
GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden (89 + 7,5%). Die
Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Losung ohne Supplementation von DxS mit gleichlanger UV-Licht-
Exposition wiesen eine auffallend niedrigere zelluldre Viabilitit von nur 83 £ 9,5% auf. Sowohl bei den
GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln mit DxS als auch bei den Mikrokapseln ohne DxS-Zugabe bildete
sich eine Reduktion der zelluldren Viabilitit in Abhingigkeit von der Expositionsdauer gegeniiber dem UV-
Licht ab. Mit zunehmender Lénge der UV-Licht-Expositionszeit wurde die Zellviabilitit der verkapselten
AD-SC herabgesetzt. Beachtlich war der Abfall der Zellviabilitét bei Verkapselung der Zellen in GMA-
Gelatine-Losung und einer UV-Licht-Expositionszeit von 2 Minuten (13 + 10,3% bzw. 13 + 6,8%). Bei einer
Gegeniiberstellung mit den Ergebnissen von Tag 1. des Follow-ups wurde eine Konstanz der Anzahl vitaler
Zellen an der Gesamtpopulation in GMA-Gelatine-Losung verkapselter MSC mit zugesetztem DxS und
einer 30 s-UV-Licht-Expositionszeit erkennbar (89 + 7% vs. 89 £+ 7,9%). Die zuvor vorgefundenen hohe
Zellviabilitdt der Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine und einer UV-Licht-Expositionszeit von 1
Minute konnte am 7. Tag des Follow-ups bestétigt werden. Lediglich eine leichte Abnahme von 84 + 6,5%
auf 81 + 13,1% war anzumerken. Die Zellviabilitit der AD-SC eingeschlossen in 10 wt% AC GMA-Gelatine
mit und ohne DxS-Zusatz sowie einer UV-Licht-Expositionszeit von 2 Minuten erwies sich an beiden
Beobachtungszeitpunkten als vergleichbar niedrig.

In Hinblick auf die durchschnittliche Zellmasse verkapselter Zellen wurde ein Verhéltnis der LIVE/DEAD®-
angefarbten Flachen von 79 £+ 16,1% fiir die Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Losung mit Zugabe von DxS
und einer Expositionszeit von 30 Sekunden gegeniiber dem UV-Licht festgehalten. Mit nur 75 + 12,3% fiel
das LIVE/DEAD®-angeférbte Fldchenverhiltnis bei Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel
ohne supplementiertes DxS und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden geringer aus.
Ubereinstimmend mit der Abnahme der Zellviabilitit bei zunehmender UV-Licht-Expositionsdauer wurde
eine sichtliche Reduktion der mittleren Zellmasse bei Verldngerung der Expositionszeit gegeniiber dem UV-
Licht identifiziert. Die Bestimmung des Flachenverhéltnis lebenden zu toter Zellen nach Verkapselung in 10
wt% AC GMA-Gelatine und einer 2-miniitigen UV-Licht-Exposition lies unabhéngig vom zugesetzten DxS
niedrigste Werte vorfinden (19 £ 37,2% bzw. 13 £ 30,4%). Die Abnahme der AD-SC-Viabilitéit nach
Einschluss in 10 wt% AC GMA-Gelatine-Hydrogel-Kapseln und einer UV-Licht-Expositionsdauer von 2
Minuten war signifikant. Im Vergleich zu Tag 1. des Follow-ups stellte sich ein geringfiigiger Riickgang der
durchschnittlichen Zellmasse bei den GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln mit DxS-Zusatz und einer UV-
Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden heraus (81 + 13,7% vs. 79 + 16,1%). Hingegen, ergab sich eine
leichte Erh6hung des mittleren Zellmasse bei AD-SC-beladenen Mikrokapseln aus GMA-Gelatine-Lésung
ohne DxS-Supplementation und ebenfalls einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden (73 £ 7,2% vs.
75 £12,3%). Zuvor mit einem hoherer Wert fiir das Flachenverhéltnis LIVE/DEAD®-angefarbter AD-SC
nach Einbettung in Hydrogel-Kapseln assoziiert, wurde an Follow-up-Tag 7. ein Riickgang von 77 + 6,3%
auf 70 + 7,7% bei zelluldrer Verkapslung in 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne zugesetztes DxS und einer UV-
Licht-Expositionszeit von 1 Minute gemessen. Ein markanter Verlust mittlerer Zellmasse war vergleichend

zu Tag 1. des Follow-ups bei den GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln und einer UV-Licht-
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Expositionsdauer von 2 Minuten zu vernehmen. Von 55 + 27,4% auf 19 £+ 37,2% bzw. von 52 + 23,1% auf
13 + 30,4% reduzierte sich das entsprechende Verhéltnis LIVE/DEAD®-angeférbter Fliachen. Ein
signifikanter Unterschied zu den Zell-beladenen Mikrokapseln aus Hydrogel auf GMA-Gelatine-Basis und

einer geringeren UV-Licht-Expositionsdauer wurde festgehalten.

4.1.2.3. Morphologischer Vergleich verkapselter MSC zwischen Follow-up Tag 1. und 7.

An Tag 1. des Follow-ups war eine kugelférmige Morphologie der verkapselten MSC zu erkennen,
charakteristisch fiir nicht-adhirente Zellen mit fehlender Interaktion zur umliegenden Extrazellularmatrix.
Eine sichtbare Tendenz monomorpher runder Stammzellen zur Ausbildung von zelluldren Fortsidtzen und zur
Annahme einer Spindelform bestand bei Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zugabe. Bei
der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung wurde bei den MSC-beladenen Mikrokapseln hergestellt aus
GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz im Vergleich zu den Hydrogel-Kapseln aus Gelatine-Lésung ohne
supplementiertes DxS vermehrt eine spindelférmige Morphologie der Zellen vermerkt. GroBtenteils
présentierten die vitalen Stammzellen eine homogene Verteilung innerhalb der Mikrokapseln.

Auch an Follow-up Tag 7. wurde die typische Spindelform mit einer Elongation des Zytoplasmas bei MSC-
Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS notiert. Des Weiteren konnte ein
oberflachliche Konzentration der Stammzellen identifiziert werden, sodass von einem Bestreben der MSC

vom Kapselinneren an die Oberfliche zu migrieren auszugehen war (Abb. 11 a, 12 a, 13 a).

4.1.2.4. MSC-Biomaterial-Interaktion in Abhéangigkeit vom urspriinglichen Grundgewebe

Zwischen den unterschiedlichen MSC-Populationen lieBen sich nur geringfiigige Differenzen in der
Auswirkung einer Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel auf die zelluldre Viabilitét
nachvollziehen. Ungeachtet des Ursprungsgewebe wurde die hochste Zellviabilitét bei Verwendung von 10
wt% AC GMA-Gelatine mit zugesetzten DxS und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden
beobachtet. Der erzielte Anteil vitaler MSC an der gesamten Zellpopulation war am Follow-up Tag 1.
vergleichbar zwischen den verkapselten BM-MSC, CB-MSC sowie AD-SC (90 + 5,6% vs. 88 £ 9,4% vs. 89
+ 7%). Im Intervall von 7 Tagen hatte die Uberlegenheit der GMA-Gelatine-Kondition bei eingebetteten CB-
MSC und AD-SC Bestand. Hierbei boten CB-MSC mit 8% den hochsten Abfall der Viabilitdt nach
Verkapselung in Hydrogel auf GMA-Gelatine-Basis. Hingegen verzeichneten verkapselte BM-MSC nach 7-
titigem Follow-up die hochste Zellviabilitit in Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit
supplementiertem DxS und 1-miniitiger Expositionszeit gegeniiber dem UV-Licht. Mit nur 0,16
Prozentpunkten war die Abgrenzung zur zellulédre Viabilitdit BM-MSC-beladener Mikrokapseln aus DxS-
zugesetzter GMA-Gelatine-Losung und einer UV-Licht-Exposition von 30 Sekunden relativ gering. Léngere
UV-Licht-Expositionszeiten wurden von verkapselten CB-MSC besser toleriert im Vergleich zu den beiden
anderen MSC-Populationen. Nach einem Beobachtungszeitraum von 1. Tag prisentierte sich der Abfall
zelluldrer Viabilitét assoziiert mit einer UV-Licht-Expositinsdauer von 2 Minuten weniger gravierend bei

einer Verkapselung von CB-MSC. Ebenso war am 7. Tag des Follow-ups die Zellviabilitit verkapselter CB-
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MSC trotz langer UV-Licht-Exposition hoher als bei entsprechenden BM-MSC- und AD-SC-beladenen
Mikrokapseln.

Wihrend BM-MSC und AD-SC nach einer Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zugabe
und 30 Sekunden UV-Licht-Expositionszeit maximale Werte fiir die mittlere Zellmasse erlangten, wurde der
hochste Wert fiir das Flachenverhéltnis LIVE/DEAD®-angefarbter CB-MSC bei Hydrogel-Kapseln aus 10
wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und 1 Minute Exposition gegeniiber dem UV-Licht notiert. Bei
verkapselten AD-SC bestitigt sich die Uberlegenheit der GMA-Gelatine-Kondition beziiglich
durchschnittlicher Zellmasse auch im 7-Tage-Follow-up. Kontrir war die hochste mittlere BM-MSC-Masse
im 7-tagigen Intervall bei einer Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-
Licht-Exposition von 1 Minute zu vernehmen. An Tag 7. des Beobachtungszeitraums lieBen verkapselte CB-
MSC die hochste durchschnittliche Zellmasse bei Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-
Zusatz und 1 Minute Exposition gegeniiber dem UV-Licht erkennen, geméal3 einer betrdchtlichen Zunahme
von 8% des Verhiltnis LIVE/DEAD®-angefarbter Flachen zu Follow-up-Tag 1.

4.2. Zytokin-Sekretionsprofil verkapselter MSC

Das MSC-Sekretom setzt sich aus unzéhligen Signalmolekiilen mit immunmodulatorischer,
proangiogenetischer und anti-apoptotischer sowie kardioprotektiver Wirkung zusammen. Um die
Auswirkung der zellularen Mikroverkapselung auf das Sekretionsprofil von humanen Zytokinen zu
evaluieren, wurde das MSC-CM herangezogen. Die Freisetzung einer Vielzahl von Zytokinen wurde belegt
und Differenzen in der Zusammensetzung des Spektrums sezernierter Faktoren waren zu identifizieren (Abb.
14). Die Chemokine MCP-1 und SDF-1 wurden in allen Proben des untersuchten CM nachgewiesen. Ebenso
konnte die kontinuierliche Sekretion des proangiogenetischen Faktors Angiogenin und des anti-apoptotisch
wirksamen Rezeptors uPAR in allen CM-Proben dargelegt werden. Hinzukommend war eine Expression des
Matrix-Metalloproteasen-Induktors CD147 sowie des chemotaktischen Zytokins IL-8 und des
immunmodulatorischen Interleukins IL-6 in den analysierten Proben des MSC-CM erkennbar. Auflerdem
wurde die Freisetzung des Fibrinolyse-Inhibitor Serpin E1 in den gesamten CM-Proben dokumentiert. Das
proangiogenetische Glykoprotein Endoglin, die Zytokine IL-11 und IL-17A waren ebenfalls im CM
vorzufinden. Ein Erhalt konstitutiv erfolgender MSC-Sekretion der Signalmolekiile Pentraxin 3 und FGF-19
wurde bestitigt. Das Angiogenese- sowie Gewebsremodellierung-involvierte Protein und der
Wachstumsfaktor waren sowohl im CM nicht verkapselter MSC als auch im Medium nach Konditionierung
durch Stammzell-beladene Mikrokapseln zu detektieren. Im Vergleich zum CM in Hydrogel-Kapseln
eingeschlossener MSC, war das konditionierte DMEM ohne vorhergehende Stammzellverkapselung frei von
bFGF sowie den Wachstumsfaktoren GM-CSF und G-CSF. Jedoch wurde ein korrespondierendes Fehlen der
bFGF-Expression auch im CM verkapselter BM-MSC gesehen. Die Kolonie-stimulierenden Faktoren waren
lediglich im AD-SC-CM zu eruieren und zeigten eine mangelnde Nachweisbarkeit im BM-MSC- und CB-
MSC-Sekretom. VCAM-1 war indessen nur im BM-MSC- und CB-MSC-CM sowie im Medium nach
Konditionierung durch nicht verkapselte Stammzellen festzustellen. Eine qualitative Analyse des AD-SC-
CM erbrachte keinen Beleg fiir das Adhdsionsmolekiil. Die Sekretion des Wachstumsfaktors VEGF war im
BM-MSC, AD-SC-CM und dem CM nicht verkapselter MSC ersichtlich. Das CB-MSC-CM wies hingegen
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keine VEGF-Freisetzung auf. Desgleichen war keine Expression des Enzyms CHI3L1 und des Wnt-
Signalweg-Inhibitors Dkk-1 im CM der verkapselten CB-MSC auszumachen. Das Interleukin IL-1 sowie die
Zytokine IGF-1 und HGF wurden weder im CM verkapselter Stammzellen noch im DMEM nach

Konditionierung durch nicht verkapselte MSC bestimmt.
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Abb. 14: Qualitative Analyse sezernierter humaner Zytokine im MSC-CM mithilfe des Proteome Profile™

Human XL Cytokine Array Kits. Nach 10-miniitiger Exposition gegeniiber der Rontgenfilmkassette
wurden die geschwérzten Filmmaterialien erhalten und Signalmolekiil-entsprechende Koordinaten
tabellarisch aufgearbeitet.

CM verkapselter BM-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

CM verkapselter CB-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

CM verkapselter AD-SC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

CM nicht verkapselter MSC.

Koordinaten der humanen Zytokine.
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Zur Kontrolle hergestellte Proben, bestehend aus zellfreiem Medium gleichermalien inkubiert auf Gelatine-
benetzten 6-Well-Platten fiir einen Zeitraum von 24 Stunden, erwiesen sich signalmolekiillos. Eine Nachweis
der untersuchten 105 humanen Zytokine konnte nicht erbracht werden.

Die quantitative Analyse des Zytokin-Sekretionsprofils erfolgte geméfl dem Schwérzungsgrad der
Filmmaterialien als Graustufen-Quotient und gewéhrte die Bestimmung des relativen Anteils der
untersuchten Signalmolekiile am gesamten MSC-Sekretom (Abb. 15). Eine ausgeprigte Sekretion von
Serpin E1 war zu bekunden, wobei in allen CM-Proben die Konzentration des Fibrinolyse-Inhibitors
signifikant am GroBten schien. Im direkten Vergleich zwischen den analysierten Medien wurde der hochste
Serpin E1-Anteil im CM verkapselter CB-MSC vorgefunden (99 + 0,1%). Im BM-MSC-CM war
vornehmlich das Glykoprotein CHI3L1 und das proangiogenetische Zytokine Endoglin nachzuweisen (43 +
3,1% bzw. 32 + 2,7%). Ebenfalls einen hohen Anteil am Sekretom verkapselter BM-MSC nahmen CD147
sowie der Wachstumsfaktor VEGF. Die Expression von FGF-19 fiel mit 1 + 3,5% hingegen am geringsten
aus. Nach einer eintdgigen Inkubation der verkapselten CB-MSC in DMEM war das Interleukin IL-8 in einer
hohen Konzentration zu detektieren (54 + 4,1%). Das Zytokin mit chemotaktischer Wirkung erzielte einen
maximalen relativen Anteil am MSC-Sekretom im CM der CB-MSC eingeschlossenen in GMA-Gelatine-
basierten Hydrogel-Kapseln. Die Freisetzung der anderen identifizierten Signalmolekiile war
vergleichsweise niedrig. Eine minimale Sekretion von 2 + 0,1% wurde fiir den Wachstumsfaktor bFGF
belegt. Verkapselte AD-SC prisentierten ein CM mit einer hohen Konzentration an MCP-1 sowie den
proangiogenetischen Faktoren Endoglin und Angiogenin (42 + 0,5% bzw. 39 + 2,1% und 32 + 4,9%). Dabei
wurden die anteiligen Maximalwerte der entsprechenden Zytokine am MSC-Sekretom erreicht. Die
niedrigste Konzentration war mit 2 = 1,6% fiir FGF-19 zu registrieren. Nicht verkapselte MSC legten ein
Zytokin-Sekretionsprofil dar, das neben der betrachtlichen Serpin E1-Expression eine deutliche Freisetzung
von CHI3L1 dokumentierte (55 £ 6,2%). Dariiber hinaus war ein hoher relativer Anteil von Dkk-1 sowie
Angiogenin zu ersehen (25 + 4% bzw. 23 + 7,7%). Wohingegen die Konzentration von Endoglin mit

lediglich 2 + 0,1% am geringsten ausfiel.
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Abb. 15: Quantitative Analyse sezernierter humaner Zytokine im MSC-CM mithilfe des Proteome Profile™
Human XL Cytokine Array Kits. Die Stirke der zugrundeliegenden Lichtemission wurde nach Exposition
der Filmmaterialien gegeniiber der Rontgenfilmkassette mittels Transmission-Mode Scanner erfasst und
grafisch in Form von Balkendiagrammen festgehalten. Auf der X-Achse sind die entsprechenden
Signalmolekiile aufgetragen, wihrend die Y-Achse den relativen Anteil der Zytokine im MSC-Sekretom
gemdl dem Schwérzungsgrad der Filmmaterialien als Graustufen-Quotient wiedergibt.
* Statistisch signifikanter Unterschied mit einem P Wert von < 0,05.

a. CM verkapselter BM-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

b. CM verkapselter CB-MSC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

c. CM verkapselter AD-SC in 10 wt%-GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz.

d. CM nicht verkapselter MSC

4.3. Proangiogenetische parakrine Aktivitét

Die angiogenetische Wirkung des MSC-CM wurde anhand der Ausbildung zelluldrer Aussprossungen durch
HUVEC innerhalb einer Gel-Matrix beurteilt (Abb. 14). In sphéroider Zellkultur gehaltenen Endothelzellen
lieBen nach 2-tdgiger Inkubationszeit ein Sprouting erkennen, das kapillaren Strukturen dhnelnd das
Bestreben zur Gefalineubildung widerspiegelte. Ausgebildete Sprouts erreichten eine maximale Anzahl bei
einem Zusatz der in gelierter Kollegen-I-Losung eingebetteten Sphiroide von CM nicht verkapselter MSC
(41). Ebenfalls eine hohe Anzahl an Sprouts wurde nach Zugabe von CB-MSC-CM identifiziert (38). Mit
lediglich 25 Aussprossungen verzeichnete zellfreies Medium die geringste Anzahl von den HUVEC-
Sphiroiden ausgehender Sprouts. Ein vergleichbares Sprouting wurde unter Einfluss von BM-MSC-CM und
AD-SC-CM beobachtet (30 und 34). Die hochste durchschnittliche kumulative Lange von endothelialen
Aussprossungen pro Sphéroid bot eine Inkubation in CB-MSC-CM (128 + 87,8 um). Insgesamt war dennoch
kein groBer Unterschied zwischen dem Zusatz verschiedenartig generierter Medien beziiglich der mittleren
Sprout-Lénge festzustellen. 107 + 78,3 um war die niedrigste durchschnittliche kumulative Lange der
HUVEC-Sprouts, vorzuweisen unter BM-MSC-CM-Zugabe. Die Evaluation der gesamten Lénge von
Endothelzell-Aussprossungen présentierte einen Maximalwert fiir das Inkubieren der Sphéroide in nicht
verkapselter MSC-CM (5177,4 um). Angesichts der hohen Sprout-Anzahl sowie mittleren kumulativen
Léange einzelner Aussprossungen pro Sphéroid, wurde eine eminente Gesamtlénge fiir das Sprouting erreicht.
Genauso war die Zugabe von CB-MSC-CM mit einer beachtlichen Sprout-Gesamtlédnge von 4796,4 um
assoziiert. Analog zu der geringsten Anzahl ausgebildeter Aussprossungen dokumentierte das zugesetzte
zellfreie Medium die niedrigste Gesamtldnge der Sprouts (3043,2 pm). Singuldre endotheliale
Aussprossungen erlangten eine absolute kumulative Ausdehnung von 441,6 pm unter BM-MSC-CM-
Inkubation. Hingegen wurde bei Zusatz von zellfreiem Medium nur eine maximale kumulative Lénge von
291,2 pum registriert. Folglich ist von einer erhaltenen proangiogenetischen Wirkung des verkapselten MSC-
Sekretoms auszugehen. Wenngleich die Stammzellen eine Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit
DxS-Supplementation und 30 Sekunden Exposition gegeniiber dem UV-Licht erfuhren, blieb die parakrine
Aktivitdt der MSC konserviert und ein positiver Einfluss auf die Angiogenese ist zu vermuten. Die

unterschiedlichen MSC-Populationen divergierten kaum in der manifestierten proangiogenetischen Potenz.
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Abb. 16: Sprouting der Endothelzell-Sphéroide nach Einbettung in gelierte Kollegen-I-Losung unter
Zusatz von verschiedenartig generierten Medien und einem 2-tdgigen Inkubationszeitraum.
n.s. Nicht signifikanter Unterschied.
a. Lichtmikroskopische Aufnahmen von HUVEC in sphéroider Zellkultur. Der Maf3stabsbalken
entspricht 100 um. Eine VergréBerung von 1000 x wurde verwendet.
b. Balkendiagramm-Darstellung der Anzahl ausgebildeter HUVEC-Sprouts.
c. Box-Plot-Darstellung der durchschnittlichen Lange zelluldrer Aussprossungen.

Im Vergleich zum zellfreien Medium war eine Uberlegenheit des CM verkapselter MSC zu erkennen, jedoch
konnte kein signifikanter Unterschied verifiziert werden. Die bedeutsamste Stimulation der HUVEC zur
Ausbildung zelluldrer Aussprossungen ging von CM nicht verkapselter MSC aus, ebenfalls ohne statistische

Signifikanz zu erlangen.
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5. DISKUSSION

5.1. Therapeutische MSC-Transplantation

Aktuell beschréinken sich die ergriffenen konventionellen Therapiemafinahmen nach dem akuten Ereignis der
myokardialen Ischdmie auf die zeitnahe Reperfusion und, im Folgenden, zumeist auf die medikamentdse
himodynamische Modulation, um das geschiadigte Myokard zu entlasten, der erneute Okklusion
koronararterieller Blutgefda3e vorzubeugen sowie das Fortschreiten einer Herzinsuffizienz zu verlangsamen.
Eine Verzogerung der Dekompensation und des Eintritts einer terminalen myokardialen Dysfunktion ist dank
eingesetzter therapeutischer Verfahren erreichbar, die pathologische Remodellierung post-AMI zu
adressieren wird aber versdumt. Wihrend in den letzten Jahren die Mortalitdt kardiovaskuldrer Erkrankungen
leicht riickldufig ist, steigt parallel die Inzidenz der Herzinsuffizienz an, die mit einem erhohten
Sterblichkeitsrisiko und einer reduzierten mittleren Uberlebensdauer von 4 Jahren assoziiert ist.58 Angesichts
der ungiinstigen Entwicklung des klinischen Verlaufs post-AMI und einer kaum erzielten Verbesserung der
langfristigen Prognose sind neuartige therapeutische Optionen gefragt, die additional und supportiv zur
konventionellen Therapie Verwendung finden.

Der Einsatz Stammzell-basierte Therapieverfahren, mit dem Ziel der ineffizienten endogene
Regenerationsfahigkeit des Myokards nach AMI entgegenzuwirken, ist Grundlage intensiver Forschung seit
nunmehr 20 Jahren mit vielversprechenden Ergebnissen in préklinischen Studien und heterogenen Resultaten
in der Klinik.10.6% [n-vitro wurde eine 5-Azacytidin-induzierte Transdifferenzierung von MSC in
Kardiomyozyten-dhnliche Zellen gefunden, die bei Ratten nach autologer Transplantation in ischdmisch
geschidigtes Myokardgewebe eine merkliche Verbesserung der myokardialen Funktion hervorrufen.”0 Bei
der transendokardialen Injektion von allogenen BM-MSC nach experimentell induziertem AMI konnte eine
gesteigerte Herzleistung und eine reduzierte negative myokardiale Remodellierung identifiziert werden. Das
porcine Myokardgewebe lies ein lokales Engraftment der applizierten Stammzellen und die Stimulation der
kardialen Stamm- und Progenitorzellen nachweisen.”! Demgegeniiber war der Nachweis eines
kardiomyozytdren Phinotyps durch Differenzierung von Knochenmark-isolierten Stammzellen nach direkter
Injektion in peri-infarzielles murines Myokardgewebe nicht moglich. Eine Transdifferenzierung oder
zelluldre Fusion mit Kardiomyozyten wurde fiir die injizierten Stammzellen ausgeschlossen und folglich die
kardiomyoplastische Wirkung mit funktionellem Ersatz fiir das Infarkt-geschédigte Gewebe in Frage
gestellt.”2 Auch eine Modifikation der myokardialen Geweberegeneration konnte nicht gefunden werden,
jedoch fand eine potenzielle Steigerung der Myokardfunktion durch die Stammzellapplikation keine
Bertiicksichtigung.

Obwohl ein lokales Engraftment transplantierter MSC nicht auszuschlieBen ist, muss die beobachtete
Verbesserung der myokardialen Funktion auf die parakrine Wirkung sezernierter Signalmolekiile
zuriickgefiihrt werden. Die Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren zeigt einen
protektiven Effekt auf die funktionell beeintrachtigten Kardiomyozyten des minderperfundierten Myokards.
Insbesondere unter ischdmischen Bedingungen sezernieren MSC vermehrt zytoprotektive Molekiile, die eine
Hypoxie-induzierte Apoptose oder Nekrose der Kardiomyozyten abwenden.”.74 In-vivo wurde eine

Abnahme der verbleibenden Infarktnarbe und eine Wiederherstellung der Myokardfunktion nach Applikation
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von BM-MSC in Ischimie-geschidigtes myokardiales Gewebe gesehen. Nach experimenteller AMI-
Induktion und anschlieBender intrakoronarer Stammzellinjektion bei Schweinen war das nekrotische Areal
sichtlich reduziert und die linksventrikuldre Funktionsleistung gesteigert.”> Weiterhin wird ein positiver
Einfluss auf die Neovaskularisation und die post-AMI auftretende Inflammation sowie die konsekutive
myokardiale Fibrosierung und die negative Remodellierung beobachtet. In zahlreichen préaklinischen Studien
wurde eine Reduktion der Fibrose unterschiedlicher Grundgewebearten durch MSC-basierte
Therapieverfahren dargelegt, wobei auch am Myokardgewebe eine eindeutige Minderung an kollagenen
Fasern nachweisbar ist.7¢ Die MSC-Transplantation inhibiert sowohl die Expression von Kollagen-I als auch
von Kollagen-III und verhindert die Proliferation myokardialer Fibroblasten, sodass eine pathologische Re-
modellierung vermindert wird.?7.78 Regulatorische Proteine mit Einflussnahme auf die extrazelluldre Matrix,
wie Matrix-Metalloproteasen, Serinproteasen oder Serinproteasen-Inhibitoren, werden in gro3er Vielzahl von
MSC exprimiert und scheinen an der anti-fibrotischen Wirkung der Stammzellen beteiligt zu sein.”

Unter Hypoxie vollziehen Kardiomyozyten einen Wechsel von der typischen oxidativen Phosphorylierung
zur anaerob, glykolytischen ATP-Synthese und metabolisieren vorzugsweise Glukose anstatt Fettsduren. Als
Folge der unter Sauerstoffausschluss erfolgenden Energiegewinnung steigt die myokardiale
Laktatproduktion, wahrend der Kreatinphosphat-ATP-Quotient sinkt. Autolog applizierte BM-MSC
modulieren den myokardialen Metabolismus im porcinen AMI-Modell. Die Applikation der Stammzellen
resultierte in einer Verbesserung der bioenergetischen Abnormitéten des Myokards mit Anstieg der
Kreatinphosphatreserven und gleichzeitig einer Zunahme myokardialer Kontraktilitdt.80 Des Weiteren wurde
bei Ratten nach Ligation einer Koronararterie zur AMI-Induktion und peri-infarzieller Injektion von BM-
MSC eine Normalisierung des intrazelluldren pH-Werts sowie eine Erniedrigung der Glukose-Aufnahme-
Rate vorgefunden. Demzufolge ist das Ausbleiben einer verstérkten Metabolisierung mittels anaerober
Glykolyse und konsekutivem Auftreten einer Laktatazidose anzunehmen. Die systolische sowie diastolische
Myokardfunktion und die Kontraktilidt der Kadiomyozyten profitierten ebenso von dem eingesetzten BM-
MSC-basierten Therapieverfahren.8! Fiir die Optimierung der kontraktilen Fahigkeiten des Myokards werden
positiv-inotrop wirkende Faktoren des MSC-Sekretoms verantwortlich gemacht, deren Freisetzung unter
hypoxtischen Bedingungen sichtlich erhéht wird.$2

Wegen der unzureichenden Fahigkeit zur endogene Regeneration ist die Aktivierung und Rekrutierung sowie
induzierte kardiomyozytére Differenzierung von residenten Stamm- und Progenitorzellen essentiell, um den
Verlust von funktionellem Myokardgewebe zu kompensieren. Die c-Kit* kardialen Progenitorzellen erfahren
durch MSC-CM eine Stimulation zur Proliferation und differenzieren erwartungsgemif zu Kardiomyozyten-
dhnlichen Zellen mit Expression von Troponin T und mikrofilamentirem a-Aktinin.83

MSC-freigesetzte Signalmolekiile iiben oftmals einen pleiotropen Effekt aus, wobei eine dynamische
Anderung der Wirkungsweisen im zeitlichen Verlauf der post-AMI auftretenden Heilungs- und
Regenerationsprozesse vermutet wird. Dariiber hinaus bilden die sezernierten Zytokine, ausgehend vom Ort
der MSC-Sekretion, einen Konzentrationsgradienten entlang dessen in Abhdngigkeit von der lokal
vorherrschenden Konzentration eine Variation der Wirkung auftreten kann.84 Insofern determinieren der
Zeitpunkt und die Lokalisation der Stammzell-Applikation die parakrine Wirkung des MSC-Sekretoms und

bestimmen die erzielten Resultate der verwendeten TherapiemaBBnahmen. Auch die applizierte Stammzell-
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Dosis beeinflusst die Effizienz des therapeutischen Verfahrens, indem die Menge sezernierter Faktoren und
damit die hergestellten Konzentrationsgradienten modifiziert werden.

Trotz der verheiBungsvollen Ergebnisse priklinischer Studien gestaltet sich eine Ubertragung in die Klinik
schwierig, sodass zurzeit keine konventionelle Anwendung Stammzell-basierter Therapiemafinahmen beim
AMI verfiigbar ist.85 Die verfligbaren klinischer Studien zur MSC-Transplantation nach Ischdmie-induzierter
myokardialer Gewebeldsion liefern widerspriichliche Resultate und versagen ein effizientes, sicheres und
kostengiinstiges Verfahren zur therapeutischen Stammzell-Applikation zu priasentieren. In einer systematisch
durchgefiihrten Cochrane-Metaanalyse unter Einschluss 41 klinischer randomisierter Studien und insgesamt
2700 Patienten wurde die Applikation autologer Knochenmark-isolierter Stamm- und Progenitorzellen nach
AMI evaluiert. Die Mortalitdt, die Rehospitalisierung aufgrund eines erneuten AMI oder einer
Herzinsuffizienz sowie das Auftreten periprozeduraler Komplikationen wurden in den ersten 12 Monaten
sowie langfristig im Follow-up {iber mehrere Jahre erfasst. Zwischen den zusétzlich zur Standardtherapie mit
autologen Stamm- und Progenitorzellen des Knochenmarks behandelten Patienten und der konventionell
therapierten Kontrollgruppe wurden keine Unterschiede gefunden. Hinsichtlich der betrachteten Endpunkte
konnte kein Vorteil durch die Stammzell-basierte Intervention beim AMI identifiziert werden, da weder eine
Reduktion der Mortalitit noch der Morbiditét erreicht wurde. Trotz nicht nachweisbarer Effizienz der
Stammzelltherapie, wurden Verfahrens-bedingte Komplikationen ausgeschlossen und damit die Sicherheit
der Applikation von Stamm- und Progenitorzellen belegt.86 Anzumerken ist die geringe Fallzahl der
analysierten Studien, die Abwesenheit eines standardisierten Protokolls zur Stammzellisolation und eines
einheitlichen Zellkulturprotokolls sowie die Heterogenitét in der applizierten Stammzelldosis, sodass ein
Vergleich der Forschungsergebnisse erschwert und die Aussagekraft der Metaanalyse eingeschrénkt ist.

Die randomisierte, Placebo-kontrollierte, klinische APOLLO Studie mit doppelter Verblindung untersuchte
die Sicherheit und Durchfiihrbarkeit der intrakoronaren Infusion von AD-SC bei AMI-Patienten. Bei der akut
durchgefiihrten Lipoaspiration zur Isolation autologer Stammzellen aus dem subkutanen Fettgewebe wurden
keine Komplikationen gefunden. Genauso verlief die AD-SC-Infusion in das revaskularisiert Blutgefa3 nach
perkutaner Koronarintervention komplikationslos ohne eine Alteration des koronararteriellen Blutflusses
oder eine mikrovaskuldre Obstruktion hervorzurufen. Eine Verbesserung der myokardiale Funktion war im
6-monatigen Follow-up bei der Patientengruppe mit Stammzelltherapie im Vergleich zu den Kontrollen mit
Placebo-Injektion sichtbar. Ferner wurden eine verbesserte Myokardperfusion und wesentliche Reduktion
der Infarktnarbe festgehalten.87 In Anbetracht der niedrigen Fallzahl von insgesamt 13 Patienten sind die
présentierten Ergebnisse limitiert und bediirfen einer Bestétigung durch groBer angelegte Multi-Center-
Studien. Fiir die folglich durchgefiihrte randomisierte, Placebo-kontrollierte, klinischen ADVANCE Studie
mit Einschluss von 375 Patienten stehen gegenwartig keine Resultate zur Verfiigung.

Entgegen dem aussichtsreichen therapeutischen Potential perinataler Stammzellen, liegen keine registrierten
klinischen Studien zu CB-MSC-basierten Behandlungsverfahren beim AMI vor. Jedoch lassen sich laufende
Studien zur Therapie mit Nabelschnur-assoziierten MSC sowie ein abgeschlossener Versuch des
intrakoronaren Wharton’s Jelly MSC-Transfers nach akutem Auftreten einer myokardialen Ischdmie bei
einer Kohorte von 116 Patienten auffinden. Die Applikation von allogenen aus Nabelschnurgewebe-
entnommenen Stammzellen wurde als sicher und effizient befunden. Im 18-monatigen

Beobachtungszeitraum war eine erhdhte kardiomyozytire Viabilitit mittels Positronen-Emissions-
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Tomographie und eine gesteigerte Perfusion innerhalb der infarzierten Myokardzone mithilfe von
Einzelphotonen-Emissions-Computertomographie bei der Patientengruppe mit Stammzelltherapie im
Verglich zu den Placebo-behandelten Studienteilnehmern zu ermitteln.88 Weitere Ergebnisse zur
Transplantation perinataler Stammzellen sind allerdings ausstehend, ebenfalls gelten Vergleich anstellende
Studien zwischen unterschiedlichen MSC-Populationen bisher als resultatlos.

Die hohen Erwartungen an die Stammzell-basierten TherapiemaBBnahmen hinken den bislang in der Klinik
erzielten Ergebnissen hinterher, wobei die Verweildauer der applizierten Stammzellen im myokardialen
Zielgewebe eine zentrales Problem gestaltet. Um das zelluldre Engraftment nachzuvollziehen, wurden in
einer prospektiven klinischen Studie 2-Fluordesoxyglucose-markierte BM-MSC bei Patienten mit
diagnostiziertem AMI nach perkutaner Koronarintervention und Stentimplantation in die entsprechende
Koronararterie infundiert. Im Anschluss an den autologen Stammzell-Transfer erfolgte die Anfertigung
Positronen-Emissions-tomographischer Aufnahmen, sodass die Lokalisation der applizierten BM-MSC zu
detektieren war. Der nuklearmedizinische Nachweis mittels Radionuklid offenbarte eine priméare
Anreicherung in der Leber und der Milz, wéhrend nur ein minimaler BM-MSC-Anteil im infarzierten
Myokardgewebe vorzufinden war.80 Die geringe lokale Adhision und Uberlebensrate der transplantierten
MSC lasst keinen klinisch bedeutsamen Nutzen der Stammzelltherapie erhoffen und stellt eine entscheidende
Herausforderung fiir den therapeutischen Erfolg der Stammzell-Applikation dar. Das zellfeindliche Milieu
des ischamischen Myokardgewebes provoziert einen erheblichen Zellverlust und zudem limitiert eine
vorherrschende Hypoxie die Replikationskapazitit der MSC. SchlieBlich ist der Verbleib transplantierter
MSC durch die kontinuierlichen myokardialen Kontraktion behindert und fiir eine beachtliche Minderung
des therapeutische Potenzials verantwortlich.%0

Verschiedenartige Strategien wurden exploriert, um der Problematik des reduzierte MSC-Engraftments zu
begegnen und eine Verfahrensoptimierung der Stammzell-basierten Therapie zu erreichen. Neben der
Ermittlung des effizientesten Transplantationsmodus, wurden eine in-vitro Prakonditionierung und
genetische Manipulation der Stammzellen angefiihrt.®! Eine kurzzeitige Kultivierung der MSC unter
hypoxischen Bedingungen ruft eine sichtliche Reduktion des Zellverlusts nach intramyokardialer Injektion in
das peri-infarzielle Gewebe hervor. Unter Sauerstoffrestriktion oder Normoxie kultivierte BM-MSC wurden
im murinen AMI-Modell nach koronararterieller Okklusion in das Myokardgewebe injiziert und beziiglich
des zelluldren Verlusts verglichen. Im Follow-up war eine hohere Anzahl vitaler Hypoxie-prékonditionierter
BM-MSC im myokardialen Gewebe anzutreffen und eine gesteigerte Sekretion zytoprotektiver und anti-
apoptotischer Zytokine wurde identifiziert.92 Auch eine Modifikation des Stammzell-Genoms verbessert das
Uberleben der therapeutisch verwendeten MSC im ischimischen Myokardgewebe. Mit einer lentiviralen
RNA genetisch transduzierte AD-SC wurden nach AMI-Induktion bei Méusen in die minderperfundierte
Infarkt-angrenzende Gewebezone appliziert. Durch die RN A-Interferenz wurde die zelluldre Expression der
Prolylhydroxylase stillgelegt und folglich die Hydrolyse sowie die Ubiquitin-abhédngige Degradation des
Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktors 1a inhibiert. Damit zeigten die AD-SC unter hypoxischen
Bedingungen eine verstérkte Transkriptionsfaktor-Expression mit zytoprotektiver Wirkung, die sich im
verminderten Stammzellverlust nach Transplantation in das infarzierte Myokardgewebe widerspiegelt. Die
Prolylhydroxylase-Stilllegung erwirkt ferner eine Steigerung des anti-apoptotischen Effekts auf

Kardiomyozyten.?3 Demnach vermag ein Priming der Stammzellen die Transplantationseffizienz nicht nur
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durch eine erhdhte Uberlebensrate der MSC im hostilen Milieu des ischimischen Myokardgewebes, sondern
auch dank einer Stimulation der parakrinen Aktivitéit zu verbessern.%* Dariiber hinaus kann dem immensen
Zellverlust mit der Wahl des idealen Therapiezeitpunkts nach AMI-Diagnosestellung Einhalt geboten
werden. Zur Bestimmung des optimalen Zeitpunkts der zelluldren Applikation erfolgte eine intramyokardiale
BM-MSC-Injektion bei Ratten mit variablem zeitlichen Abstand nach koronararterieller Ligation. Im
Intervall von einer Stunde, einer Woche oder zwei Wochen zur Induktion der Myokardischdmie wurden die
Stammzellen transplantiert und hinsichtlich dem Uberleben, der flichenhaften Ausdehnung der Infarktnarbe
und der myokardialen Funktion gegeniibergestellt. Die MSC-Transplantation im einwdchentlichen Abstand
zum AMI bot den grofiten Stammzell-basierten Therapieerfolg mit einem hoheren Anteil vitaler BM-MSC
und funktionsfahiger Kardiomyozyten. Die akut auftretende Inflammation scheint reduziert und erlaubt die
Stammzell-Infiltration sowie Integration in das Myokard.%5 Bestitigung fanden diese Resultate in mehreren
randomisierten klinischen Studien, bei denen ein Therapiezeitpunkt 4 bis 7 Tage post-AMI mit einer
gesteigerten Myokardfunktion assoziiert war. Ein frithzeitiger Beginn der Stammzell-basierten
TherapiemalBBnahmen erbrachte einen geringeren Behandlungserfolg.9¢

Eine weitere Strategie zur Verfahrensoptimierung stellt der Einsatz von Biomaterialien dar, mit dem ein
verbessertes MSC-Engraftment und ein Schutz gegeniiber dem zellfeindlichen Milieu des infarzierten
Myokardgewebes verfolgt wird.%7 Die zerstorte Architektur und der Verlust von extrazelluldrer Matrix
erschweren den lokalen Verbleib der transplantierten Stammzellen und interferieren mit dem zelluldren
Uberleben durch einen Mangel an Zell-Matrix-Interaktionen. Der biomechanischen Unterstiitzung
angewandter MSC dienend, finden implantierbare Werkstoffe als Stammzell-beladene Patches sowie als
injizierbare Hydrogele Verwendung. Zur Abdeckung des myokardialen Gewebedefekts konnen
biokompatible Transplantate chirurgisch appliziert werden, die eine langsame Degradation erfahren und eine
graduelle Freisetzung von Stammzellen einrichten. Die zellularisierten Scaffolds gewéhrleisten die lokale
Adhésion der MSC und steigern die zellulédre Viabilitit nach Stammzell-Transfer, dennoch bildet ein
invasiver Eingriff den vorausgesetzten Applikationsmodus. Einer intramyokardialen Injektion zugéngliche
Hydrogele werden sonach bevorzugt, da auf Verfahren mit minimaler Invasivitit zuriickgreifbar ist und eine
additionale Verwendung zur géngigen perkutanen Koronarintervention ermdglicht wird.68 In-vivo bot sich
eine Uberlegenheit der Transplantation in Methylcellulose-basiertem Hydrogel suspendierter BM-MSC
gegeniiber der Stammzell-Applikation ohne unterstiitzendes Biomaterial. Nachdem ein AMI bei Méusen
induziert wurde, erfolgte die Injektion autologer BM-MSC in das peri-infarzielle Myokardgewebe als
alleiniger Stammzell-Transfer oder in Kombination mit dem supportiven Hydrogel. Der Zusatz des
verwendeten Biomaterials forderte die MSC-Implantation und das zelluldre Engraftment, sodass eine
Verbesserung der myokardialen Funktion und eine Minderung der negativen Remodellierung resultierten.%8
Trotzdem war die erzielte Optimierung der Verweildauer transplantierter Stammzellen im Myokardgewebe
nicht zufriedenstellend und im langfristigen Follow-up kein eindeutiger Vorteil des zusétzlichen
Methylcellulose-Einsatzes ableitbar. Um eine langere Persistenz im Zielgewebe zu erwirken, wird eine
implantierbare Werkstoffform gesucht, die fiir eine minimal-invasive Applikation disponibel ist und zugleich
eine geniigende Immobilisation der Stammzellen bei hoher Zytovertraglichkeit gewdhrt. Als
dreidimensionales hydrophiles Netzwerk geltend, 14sst Hydrogel die Herstellung weiterer Biopolymer-

Strukturen mit einer stabileren Form und einer hoheren Resistenz gegeniiber externen physikalischen
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Einflussfaktoren zu. Die Entwicklung Zell-beladener polymerer Mikrosphéren oder Mikrokapseln vereinigt
die geforderten Eigenschaften von idealen Dimensionen fiir eine intramyokardiale Injektion und
mechanischer Stabilitit zur Steigerung des lokalen Verbleibs applizierter MSC. Letztlich ist das Design eines
Hydrogels gefragt, das zur zelluldren Mikroverkapselung qualifiziert und eine maximale biomechanische

Unterstiitzung leistet.

5.2. L929-Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel

Die prisentierte Produktion von GMA-Gelatine-basierten Mikrokapseln stellt eine leicht durchfiihrbare,
reproduzierbare und zytovertriagliche sowie kostengiinstige Methode dar und gestattet die Herstellung von
Zell-beladenen sphirischen Hydrogel-Kapseln mit einer Grofle im Mikrometer-Bereich. Als verwendetes
Biomaterial ermdglicht die GMA-Gelatine eine zuverléssige zelluldre Verkapselung dank dem
photochemisch-induzierten Gelieren zu stabilem und nicht thermoreversibelm Hydrogel. Sowohl L.929-
Fibroblasten als auch MSC lielen sich erfolgreich mit dem beschriebenen Emulsionsverfahren verkapseln.
Gleichwohl traten auch betrdchtliche Limitationen des vorgestellten Zellverkapselungsprozesses auf, die eine
standardisierte klinische Anwendung unterbinden. Eine inkomplette Verkapselung mit zelluldrem Verlust in
nicht gelierter GMA-Gelatine-Suspension und konsekutiver Erniedrigung der Verkapselungseffizienz wurde
gefunden. Zwischen den Mikrokapseln waren vereinzelt ungebundene Zellen vorzufinden, die frei im
Zellkulturmedium identifiziert wurden und sich einer Verkapselung im Hydrogel entziehen konnten (Abb. 3
b). Das Ausbleiben der UV-Licht-abhédngigen Polymerisation der Gelatine-Proteine wurde vor allem bei
Mikrokapseln mit einer Lokalisation am &dufersten Rand der Petrischale und mit einem erhdhten
Durchmesser ermittelt. Trotz stdndigen Rithrens durch den eingesetzten Magnetriihrer konnte eine
ungleichmiBige Verteilung der emulgierten GMA-Gelatine-Suspension innerhalb der Petrischale nicht
ausgeschlossen werden. Infolgedessen ist von einer geringeren UV-Licht-Exposition und einer reduzierten
photochemischen Induktion zur Gelierung der GMA-Gelatine-Suspension lokalisiert am &ufersten Rand der
Petrischale auszugehen. Durch die Heterogenitét der UV-Licht-Exposition an den diversen Lokalisationen
der Petrischale resultieren Hydrogel-Kapseln unterschiedlicher Steitheit und elastische Verformbarkeit. Eine
Variation der mechano-elastischen Eigenschaften ist somit nicht nur zwischen den Proben verschiedener
GMA-Gelatine-Losungen, sondern auch zwischen den Mikrokapseln hergestellt unter Verwendung der
selben gelosten GMA-Gelatine auszumachen. Mit steigender Mikrokapselgrofle nimmt die Anzahl GMA-
modifizierter funktioneller Seitengruppen der Gelatine-Proteine zu und die benétigte Expositionszeit
gegeniiber dem UV-Licht zur kovalenten Vernetzung erhoht sich. Um das Gelieren der GMA-Gelatine grofler
Mikrokapseln zu induzieren, waren die gewéhlten UV-Licht-Expositionszeiten unzureichend und die
Verkapselung der suspendierten Zellen blieb aus.

Die breite Streuung der Mikrokapselgrofie limitiert ebenso den entwickelten Prozess der Zellverkapselung.
Obwohl eine durchschnittliche Kapselgrof3e von ungefiahr 100 pm erreicht wurde, ist ein einheitlicher
Durchmesser der Kapseln im idealen Mikrometer-Bereich nicht garantiert. Das Oberflachen-Volumen-
Verhiltnis der Zell-beladenen Mikrokapseln bestimmt die einwiérts gerichtete Diffusion von Sauerstoff und
nutritiven Substanzen zur Aufrechterhaltung des zelluldren Metabolismus, gleichzeitig wird die auswérts

gerichtete Diffusion von sezernierten modulatorischen Signalmolekiilen zur myokardiale Regeneration
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beeinflusst. Mit zunehmender Mikrokapselgrofie verldngert sich die Diffusionsstrecke und die Sauerstoff-
sowie Néhrstoff-Versorgung der verkapselten Zellen wird reduziert. Ferner verlangsamen sich die Diffusion
freigesetzter Zytokine und die biologischen Abbauprozesse der Hydrogel-Kapseln mit Verzégerung einer
moglichen Stammzell-Infiltration und Integration in das Myokard. Die manuell mittels Pipettieren
herbeigefiihrte Emulsion aus sterilisiertem Sojabohnen-Ol und der GMA-Gelatine-Suspension generiert
Mikrokapseln mit heterogenem Durchmesser und ist mit einer Inter-Experimentator-Variabilitét belegt. Die
Reproduzierbarkeit des Prozesses leidet gleichfalls unter den Variationen in der Emulsionsherstellung
zwischen verschiedenen Experimentatoren.

Die relativ niedrige Verkapselungseffizienz schriankt zusitzlich das préisentierte Verfahren zur
Zellverkapselung ein. Der deutliche Verlust an vitalen Zellen im Prozessverlauf ist hinsichtlich der
limitierten Verfiigbarkeit von Stammzellen nicht akzeptabel. Da die Applikation einer suffizienten MSC-
Dosis mit therapeutischer Wirkung angestrebt wird, muss die gewdhlte Methode der zelluldren Verkapselung
eine hohe Effizienz bieten und mit einem mdglichst niedrigen prozessualen Zellverlust assoziiert sein. Neben
dem prozessbedingten Stress, einer Depletion von Sauerstoff und Nihrstoffen sowie einer temporiren
Verinderung des mikrokapsuliren Turgors bei Uberfiihrung in das Zellkulturmedium, ist an eine
unvollstandige Auflosung der zelluldaren Verkapselung mittels Kollagenase als Ursachen eines Zellverlusts zu
denken. Ungeachtet einer begrenzten Eignung des Zellverkapselungsprozesses, konnte die Interaktion
zwischen den Zellen und dem Biomaterial evaluiert werden. Das verwendete GMA-Gelatine-basierte
Hydrogel befdhigte zur Herstellung von Zell-beladenen Mikrokapseln, wobei mit der 10 wt%-GMA-Gelatine
die hochste zelluldre Viabilitét erzielt wurde. Eine Verringerung der GMA-Gelatine-Konzentration unter 10
wt% brachte eine Erniedrigung der Konzentration intramolekularer reaktiver Seitengruppen mit sich, sodass
eine verldngerte UV-Licht-Expositionszeit notwenig war, um stabile Hydrogel-Mikrokapseln herzustellen.
Die Verldngerung der Expositionszeit gegeniiber dem UV-Licht provozierte wiederum eine Reduktion der
zelluldren Viabilitdt. Unter Verwendung der 5 wt%-GMA-Gelatine resultierten erst ab einer 3-miniitigen
Expositionsdauer Mikrokapsel mit genligender Stabilitét, die Viabilitét verkapselter L929 war jedoch desolat.
Autoklavierte GMA-Gelatine zeichnete sich durch eine geringere mittlere Polypetidkettenlinge aus, begleitet
von einer Abnahme des Elastizitdtsmoduls des entsprechenden Hydrogels. Demnach waren eine niedrigere
Steitheit und gesteigerte elastische Verformbarkeit des Hydrogels zu erwarten, die sich in der Zunahme der
bendtigten UV-Licht-Expositionszeit zur Produktion stabiler Mikrokapseln bei der 10 wt% 2xAC GMA-
Gelatine widerspiegelten. Im Vergleich zu den 10 wt%-GMA-Gelatine-Mikrokapseln zeigten die Hydrogel-
Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine unabhiéngig von der UV-Licht-Exposition eine hohere Viabilitét der
verkapselten L929. Mit zunehmender UV-Licht-Expositionszeit steigen der Polymerisationsgrad der
Gelatine-Proteine sowie die Steifheit des resultierenden Hydrogels. Eine hohe Dichte an kovalenten
Bindungen beeintriachtigt eine effiziente einwérts gerichtete Diffusion von Sauerstoff und nutritiven
Substanzen zum Nachteil des zelluldren Metabolismus und dezimiert die Anzahl lebender Zellen in den
Mikrokapseln. Dariiber hinaus verhindert eine starke intramolekulare Vernetzung innerhalb des Hydrogels
die zelluldre Mobilitit mit negativer Auswirkung auf die Viabilitit der Zellen. Die zelluldre Migration der
L929 vom Kapselinneren an die sphirische Kapseloberflache, die bei allen Mikrokapseln hergestellt aus 10
wt% AC GMA-Gelatine notiert wurde, weist eine uneingeschriankte Zellmobilitit nach. Die Bildung eines

L929-Monolayers auf der Oberfliche der Hydrogel-Kapseln suggeriert eine ideale Grundlage fiir die
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zelluldre Adhésion und konnte nach einer Transplantation das lokale Engraftment der Zellen unterstiitzen.
Letztlich bot die 10 wt% AC GMA-Gelatine die giinstigsten chemischen und mechanisch-physikalische
Eigenschaften eines Biomaterial, das zur Produktion von Zell-beladenen Hydrogel-Mikrokapseln bestimmt
ist. Die vorliegenden Ergebnisse sind kongruent mit den Resultaten der Verkapselung von 3T3 Fibroblasten
in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel. Nach der Mikroverkapselung wurde eine hohe Zellviabilitét
vorgefunden, die auch im 15-tdgigen Beobachtungszeitraum Bestand hatte. Desgleichen wurde eine
Elongation und Migration der verkapselten Zellen beschrieben sowie die Etablierung von Zell-Zell-
Interaktionen zwischen benachbarten Fibroblasten innerhalb der Hydrogel-Kapseln bemerkt. Auszumachen
war ferner eine langsame Degradation der Mikrokapsel-Matrix durch die verkapselten Zellen, die zusétzlich
eine Steigerung der zelluldren Mobilitét herbeifiihrte. Ein Abbau der Extrazellularmatrix schafft zudem
Raum fiir die zelluldre Proliferation. Die Viabilitdt und Funktonalitit der Fibroblasten zeigte eine inverse
Korrelation mit der verwendeten Gelatine-Konzentration und einer konsekutiven Erhéhung der Rigiditét des
Hydrogels, sodass die 5 wt% GMA-Gelatine-Ldsung mit idealen Biomaterialeigenschaften fiir eine zelluldre
Verkapselung assoziiert wurde. Die Herstellung der Zell-beladenen Mikrokapseln erfolgte im Unterschied
zum dargestellten Emulsionsverfahren mittels Fotolithographie. Obwohl ein vergleichbar hoher Grad der
Methylacrylierung von 81% und eine dhnliche Konzentration des Photoinitiators Irgacure® 2959 von 0,5
wt% eingesetzt wurden, war die UV-Licht-Expositionszeit auf 15 s festgelegt und der durchschnittliche
Durchmesser generierter Hydrogel-Kapseln betrug 500 um.6! SchlieBlich ist eine exzellente Eignung der
GMA-Gelatine zur Zellverkapselung konstatierbar und besonders die Zell-bindende Eigenschaft des
natiirlichen Biopolymers zu betonen, die sowohl eine zelluldre Adhésion als auch die Migration verkapselter
Zellen fordert.

5.3. MSC-beladene Hydrogel-Kapseln

Zahlreiche natiirliche sowie synthetische Makromolekiile wurden auf Verwendbarkeit als Biomaterial zur
Produktion von Hydrogel-basierten Mikrokapseln untersucht. Zu den vorrangig explorierten Polymeren
zdhlend, stellt Alginat ein hydrophiles lineares Polysaccharid dar, das von Braunalgen und diversen
Bakterien gebildet wird sowie als biokompatibel einzustufen ist. Die Gelierung beruht auf einer
Polymerisation durch Einlagerung von divalenten Kationen in homogen strukturierte Bereiche der
monomeren Guluronséure, sodass eine Ausbildung ionischer Bindungen induziert wird. Mangelnde Zell-
Matrix-Interaktion und eine unkontrolliert ablaufende biologische Degradation geben betréchtliche Nachteile
des Biomaterials wieder. Ein weiterer implantierbarer Werkstoff mit natiirlichem Ursprung bietet das
Polysaccharid Agarose dar, das aus Rotalgen isoliert wird und Temperatur-abhingig geliert. Trotz
nachgewiesener Biokompatibilitdt erschwert das Fehlen zelluldrer Bindungsdoménen den erfolgreichen
Einsatz bei einer Hydrogel-basierten Zellverkapselung.9:190 Die Verwendung von Gelatine ldsst hingegen
eine erhohte Zytovertriglichkeit erhoffen, angesichts der intrinsischen Zelladhdsionsfahigkeit des natiirlichen
Biopolymers. Im direkten Vergleich zwischen Alginat, Agarose und Gelatine, wurde bei der Hydrogel-
Einbettung von AD-SC eine iibereinstimmende zelluldre Viabilitit ermittelt, die auch im Follow-up bestehen
blieb. Ungleich der zellularisierten Alginat- und Agarose-Scaffolds, zeigten in Gelatine-basiertem Hydrogel

eingebettete AD-SC eine morphologische Verdnderung. Ausgehend von einer abgerundeten Zellform nahmen
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die Stammzellen allméhlich eine spindelférmige Morphologie an und erreichten nach Proliferation eine
Konfluenz mit sichtbarere Zell-Zell-Interaktion. Dariiber hinaus wurde in den Gelatine-Scaffolds eine hohere
Rate der AD-SC-Biosynthese notiert. Die Wahl des Hydrogel-bildenden Biomaterials beeinflusst
unverkennbar die Zellfunktionalitit und trigt zur Potenzierung der MSC-basierten Therapieverfahren bei.!01
Bei der beschriebenen MSC-Verkapselung in GMA-Gelatine-basierten Hydrogel-Kapseln war eine hohe
zellulédre Viabilitét reproduzierbar. Gleichfalls wurde im Beobachtungszeitraum von 7 Tagen ein konstant
hoher Anteil vitaler Stammzellen nach Mikroverkapselung verzeichnet. Eine Abnahme der Zellviabilitét
ergab sich bei Verlingerung der UV-Licht-Expositionsdauer, resultierend aus einer Zunahme der Steifheit
des Hydrogels mit steigendem Grad polymerisierter Gelatine-Proteine.

Die Entwicklung hybrider Hydrogel-Mikrokapseln, beruhend auf der Kombination unterschiedlicher
Biopolymere, l4sst einen Synergismus der Charakteristika einzelner Werkstoffe erwarten. Sonach verspricht
die Modifikation der Mikrokapselzusammensetzung durch DxS-Zugabe eine Potenzierung vorteilhafter
Materialeigenschaften und insgesamt eine Optimierung der Zytovertriglichkeit produzierter Hydrogel-
Kapseln. Das zugesetzte DxS bewirkte eine merkliche Verbesserung der zelluldren Viabilitdt der in GMA-
Gelatine-basiertem Hydrogel verkapselten MSC. Unabhéngig von der UV-Licht-Expositionsdauer war eine
hohere Zellviabilitdt nach Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz zu beobachten. Die
Uberlegenheit der Hydrogel-Kapseln aus GMA-Gelatine mit Zugabe von DxS wurde bei allen analysierten
MSC-Populationen gleichermaBien vorgefunden und konnte im 7-tdgigen Follow-up bestétigt werden.
Vergleichend mit den Mikrokapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine ohne supplementiertes DxS, deuteten die
Hydrogel-Kapseln mit zugesetztem DxS ebenso eine hohere Zellmasse verkapselter MSC an. Als osmotisch
wirksam ausgezeichnet, fordert das anionische Polysaccharid die Hydrogelbildung, sodass mit einer
Zunahme der elastischen Verformbarkeit und der Quellbarkeit resultierender Mikrokapseln zu rechnen ist.
Zugleich verleiht DxS eine Stabilitit und erhoht die Widerstandsfahigkeit der Matrix gegeniiber
komprimierender Krafteinwirkung. Aulerdem ist das nicht-proteinerge Makromolekiil bedeutend fiir die
Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktion und dient als Reservoir fiir diverse Wachstumsfaktoren, Zytokine
und Chemokine. Die Assoziation mit den Signalmolekiilen beruht auf den negativen Ladungen des DxS und
spezifischen Protein-Bindungsdoménen. 102

Die BM-MSC-Verkapselung in einem dualen Biopolymer-Netzwerk aus Agarose und DxS konnte eine
Abhingigkeit der zelluldren Viabilitit von der zugesetzten DxS-Konzentration festgestellt werden. Hoch
konzentriertes DxS resultierte in einer Instabilitét der hergestellten Mikrokapseln, wahrend das giinstigste
Verhiltnis LIVE/DEAD®-angefarbter Fldchen der verkapselten Stammzellen bei 100 pug/ ml DxS erlangt
wurde. Der Zusatz von Kollagen I zu Alginat-basierten Hydrogel-Kapseln steigerte ebenfalls die
Zelllviabilitat, dennoch fiel die registrierte Zunahme der MSC-Viabilitit wesentlich hoher unter DxS-Zugabe
aus. Nach einer 3-tdgigen Beobachtungszeit wurde eine Mikrokapselzusammensetzung aus Agarose,
Kollagen I, Fibrin und 100 pg/ ml DxS mit der groBten Anzahl vitaler Zellen assoziiert und eine
Unterstiitzung des proliferativen Potenzials sowie der Uberlebensfihigkeit verkapselter BM-MSC dekuvriert.
Bei einer weiteren Evaluation der Interaktion zwischen den Stammzellen und dem Biomaterial war die
Migration der MSC aus den sphérischen Mikrokapseln ersichtlich sowie eine erhaltene Sekretion des
Wachstumsfaktors VEGF nachzuweisen. Unter Simulation einer Hypoxie wurden die verkapselten BM-MSC

zu einer Forcierung der parakrinen Aktivitdt angeregt, sodass eine erhohte VEGF-Freisetzung und ein
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konserviertes Reaktionsvermdgen der Stammzellen auf externe Stimuli vernehmbar waren. Uberdies
manifestierte sich post-Verkapselung eine Wahrung des MSC-Differenzierungspotenzials, sowohl ein
adipozytdrer als auch ein osteoblastirer Phénotyp war induzierbar. Die in-vivo Eignung erprobend, wurden
die generierten Hydrogel-Kapseln in das Ischédmie-geschiddigte Myokard sowie in die peri-infarzielle
Gewebezone von Ratten injiziert und einer intramyokardialen Injektion von suspendierten Stammzellen
gegeniibergestellt. Die Verwendung von USPIO-markierten BM-MSC ermdglichte die Detektion der
Stammzellen mithilfe von hochauflésenden T1-gewichteten magnetresonanztomographischen Aufnahmen
des linken Ventrikels. Im Intervall von 2 Tagen sowie 1, 2, 4 und 6 Wochen nach Implantation wurde eine
kardiale MRT-Untersuchung durchgefiihrt, wobei in Suspension applizierte MSC lediglich kurz nach der
Transplantation aufzufinden waren. Verkapselte Stammzellen konnten dagegen bis zum 6-wochigen Follow-
up detektiert werden, mit einer sukzessiven Abschwichung der Signalintensitit {iber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Somit war ein langfristiger lokaler Verbleib der MSC durch die Mikroverkapselung
gegeben und die anschlieBende immunhistologische Analyse des murinen Myokards lies eine partielle
Migration verkapselter Stammzellen aus den Hydrogel-Kapseln in das myokardiale Zielgewebe erkennen.
SchlieBlich wurde die Verwendbarkeit der Agarose-DxS-Kollagen-I-Fibrin-Mikrokapseln bewiesen und eine
Verfahrensoptimierung der therapeutischen MSC-Applikation durch den Einsatz von Biomaterialien
realisiert. Ferner belegt der zielfiihrende Einsatz von hybriden Mikrokapseln die Vorteile einer DxS-
Supplementation und kommt einer Anndherung an die Komposition sowie Struktur natiirlicher
extrazelluldrer Matrix nach.103

Eine Imitation der nativen Extrazellularmatrix gestaltet sich herausfordernd, da ein komplexes, kovalent
sowie nicht-kovalent verbundenes System aus Matrix-Proteinen, Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen
nachzustellen ist. Das heterogene molekulare Netzwerk impliziert chemische und mechanisch-physikalische
Signalcharakter, die Rezeptor-vermittelt einen Einfluss auf multiple Zellfunktionen und das zellulére
Verhalten ausiiben. Eingebetteten Zellen wird eine physische Struktur zur Verfiigung gestellt und eine
rdumliche Verteilung, Speicherung sowie kontrollierte Freisetzung der sezernierten Zytokine gewéhrt.
Folglich wirkt die extrazelluldre Matrix modulierend auf zellulédre Interaktion und Kommunikation, wobei
die Einrichtung eines Konzentrationsgradienten von Signalmolekiilen essentiell fiir die Migration sowie das
Homing der Zellen ist. Weiterhin besteht eine regulierende Wirkung auf die Verteilung von nutritiven
Substanzen und Gasen.!%4 Eine verldssliche Reproduktion der zelluldren Mikroumgebung erlaubt den
natiirlichen MSC-Phénotyp und das zellulidre Uberleben nach Transplantation zu erhalten sowie durch die
additive Integration von Wachstumsfaktoren und Zytokinen die therapeutische Wirkung der applizierten
Stammzellen zu potenzieren.103,105

Die Kombination der verwendeten Gelatine-Proteinen mit dem Glykosaminoglykan-dhnlichen DxS verhilft
ein biomimetisches Hydrogel herzustellen und die native Architektur der extrazelluldren Matrix ideal zu
imitieren. Erhohte MSC-Viabilitit und -Masse lassen auf eine erreichte qualitative Verdnderungen der
Mikrokapsel-Zusammensetzung durch den DxS-Zusatz schlieBen. Des Weiteren stiitzen die Ausbildung
zelluldrer Fortsétze, die Annahme einer Spindelform und die Tendenz zur Migration an die
Mikrokapseloberfliche durch die verkapselten MSC eine postulierte Optimierung des implantierbaren
Werkstoffs. Das Erreichen einer steigenden Vertraglichkeit der Stammzellen gegentiber der Verkapselung

substanziiert die Eignung hybrider Hydrogel-Kapseln und qualifiziert fiir eine konsequente in-vivo Testung.
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In Anbetracht der kontinuierlichen myokardialen Kontraktion ist eine suffiziente mechanische Stabilitét der
Mikrokapseln und eine Resistenz gegeniiber einer Dislokation vom Zielgewebe zu eruieren. Daneben bedarf
der Erhalt zellulédrer Viabilitdt und die Ermoglichung einer MSC-Evasion aus der Verkapselung sowie die
Biodegradation des GMA-Gelatine-basierten Hydrogels einer Klérung.

Vor einer Translation in den lebenden Organismus wére eine Optimierung des vorgestellten
Zellverkapselungsprozesses hilfreich, um den erheblichen Einschrankungen des Verfahrens zu begegnen.
Alternativen zu der eingesetzten Emulsions-Technik werden erforscht, die eine konstante Form und Gréf3e
der produzierten Mikrokapseln garantieren sowie eine Kontrolle iiber die Mikrostruktur der polymeren
Mikrosphiren gewihrleisten. Mit einer gezielten Uberwachung der mikrokapsuliren Zusammensetzung und
des Polymerisationsgrades werden verschiedene Biomaterialeigenschaften gegeniiber einer priazisen
Regulierung verfiigbar. Die Viskoelastizitit, Gelierfahigkeit, Quellbarkeit und Morphologie des
implantierbaren Werkstoffs konnten exakt bestimmt und an die gestellten Anforderungen einer zelluldren
Mikroverkapselung adaptiert werden. Dank dem photochemisch-induzierten Gelieren der GMA-Gelatine
erschlieflen sich diverse Verfahrensmethoden zur Herstellung von Zell-beladenen Mikrokapseln. Die
mikrofluidische Verkapselungs-Technologie sticht aufgrund der Verwendung fliissigkeitsgefiillter
Mikrokanile heraus, durch die nichtmischbare Fluide geleitet und somit Sequenzen von Tropfen erzeugt
werden. Uber die regulierbare Strdmung der kleinvolumigen Fliissigkeiten ist eine homogene Dispersion
herzustellen und eine exakte Steuerung der Form und GréB3e resultierender Tropfen moglich. Aus der GMA-
Gelatine-Ldsung wiren sphirische Partikel beim Fluss durch eine Olphase formbar, die nach anschlieBender
UV-Licht-Exposition Hydrogel-basierte Mikrokapseln ergeben wiirden. Die konstanten
Produktionsbedingungen sorgen fiir eine hohe Reproduzierbarkeit und eine Kontinuitdt der mikrokapsulédren
Charakteristika. Demzufolge gestattet die Tropfen-basierte Mikrofluidik eine serielle Produktion von
Mikrokapsel mit kontrollierbaren Eigenschaften, die flexibel an geforderte Voraussetzungen fiir eine

erfolgreiche MSC-Verkapselung zu adaptieren sind.63.106

5.4. Verkapselte MSC-Sekretion

Post-Stammzell-Verkapselung in 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz und einer UV-Licht-
Expositionszeit von 30 Sekunden war eine konservierte MSC-Sekretion von Signalmolekiilen vorzuweisen.
Das durchgefiihrte Enzymimmunoassay belegte die Freisetzung einer Vielzahl von Zytokinen sowohl durch
nicht verkapselte MSC als auch durch Stammzellen eingeschlossen in hybride Hydrogel-Kapseln.
Proangiogenetische Faktoren wie Angiogenin, Endoglin sowie die Chemokine MCP-1 und SDF-1 waren
dem Sekretionsprofil inbegriffen. Des Weiteren waren der anti-apoptotisch wirkende Rezeptor uPAR und der
Zellproliferation-induzierende Wachstumsfaktor FGF im MSC-CM nachweislich. Immunmodulatorische
Zytokine waren ebenfalls detektierbar, darunter die Interleukine IL-6, IL-8 und IL-11. Das Sekretom nicht
verkapselter Stammzellen stimmte in der Variationsbreite sezernierter Zytokine mit dem Sekretionsspektrum
des CM nach MSC-Mikroverkapselung grofitenteils tiberein. Nur geringe Divergenzen im Profil freigesetzter
Signalmolekiile waren zwischen den unterschiedlichen CM-Proben zu eruieren.

Das eingesetzte Enzym-gesteuerte Inmunoassay gewéahrt die Evaluation einer gro3en Anzahl humaner

Zytokine, ausgeschlossen sind Signalmolekiile wie Faktor H, IGF-1, TGF-f1 und HGF, denen jedoch eine
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Sekretion durch MSC nachgesagt wird. Weitere Testverfahren sind sonach obligat, um das gesamte MSC-
Sekretom in den CM-Proben zu erfassen. Zum Sekretionsprofil der Stammzellen zdhlende Exosomen und
Mikrovesikel werden gleichfalls nicht durch das Zytokine-Array abgebildet und entgehen einem Nachweis
im hergestellten CM. Dennoch war die Freisetzung zahlreicher Signalmolekiile zu identifizieren und folglich
von einer hohen Zytovertrédglichkeit des verwendeten Biomaterials sowie einer Kontinuitét zelluldrer
Funktionalitdt nach der Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel auszugehen. Auf eine
Potenzierung der Funktionsfidhigkeit konnte hingegen nicht geschlossen werden, da keine signifikanten
Unterschiede weder in der qualitativen noch in der quantitativen Analyse des MSC-Sekretoms zwischen den
nicht verkapselten und den verkapselten Stammzellen zu deduzieren waren.

Zur Mikroverkapselung herangezogenes Biomaterial iibt eine wesentliche Modulation der Zellfunktionalitit
aus, wobei die gewdhlten Materialeigenschaften diverse Stammzell-Charakteristika zu beeinflussen
vermdgen. Die Steifheit des verwendeten Hydrogels determiniert die Differenzierung verkapselter
Stammzellen. Mit steigender Rigiditdt des implantierbaren Werkstoffs nehmen verkapselte MSC
vornehmlich einen osteoblastdren Phinotyp an und weisen entsprechend eine spezifische sekretorische
Aktivitit auf. Auch die Degradation sowie die resultierenden Abbauprodukte der verwendeten Biopolymere
modifizieren das zelluldre Verhalten und nehmen Einfluss auf die Stammzelldifferenzierung. Um eine
Konservierung der Fahigkeit zur Multipotenz langer zu erhalten sowie ein breites Spektrum an freigesetzten
Zytokinen zu gewihren, sollte demnach ein geringer biomaterieller Steitheitsgrad erstrebt werden.107
Angesichts der hohen Ubereinstimmung im MSC-Sekretom zwischen den verkapselten Stammzellen und
den MSC kultiviert unter Monolayer-Bedingungen, sind vorteilhafte mechano-elastische Eigenschaften des
produzierten Hydrogels aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit DxS-Zusatz zu erwarten. Das Biomaterial
scheint kaum mit der zelluldren Funktionsféhigkeit zu interferieren und sich nachteilig auf die parakrine
Aktivitdt auszuwirken sowie keine Induktion der MSC-Differenzierung hervorzurufen. Im Gegenteil wiesen
verkapselte AD-SC sogar die hochste Variation an sezernierten Zytokinen aller CM-Proben auf, jedoch ohne
einen signifikanten zum CM nicht verkapselter Stammzellen aufzuzeigen.

Unter Monolayer-Zellkultur-Bedingungen bieten MSC ein Spektrum an sezernierten Zytokinen. In
Abwesenheit einer artifiziellen Stimulation liegt ein konstitutiv exprimiertes MSC-Sekretom vor, das sich im
CM der Stammzellen widerspiegelt. Zur Konditionierung von Zellkulturmedium kultivierten Chang et al.
MSC der Passage p3in T75 Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 80%. Im Anschluss an das
Waschen mit PBS und einer 1-tdgigen Inkubation in Serum-freiem DMEM erfolgte die Analyse des basalen
MSC-Sekretionsprofils unter in-vitro Bedingungen mittels Proteome Profile™ Human XL Cytokine Array
Kit. Eine kontinuierliche Freisetzung von MCP-1, Endoglin, Angiogenin und uPAR konnte dokumentiert
werden. Dariiber hinaus war eine Expression des Wachstumsfaktors EGF ersichtlich. Ferner wurde eine
ausgepragte Serpin E1-Konzentration im CM vorgefunden.!08 Die préasentierten Ergebnisse kongruieren mit
den erzielten Resultaten der Sekretionsprofilanalyse des hergestellten Mediums nach zellulédrer
Konditionierung. Das Spektrum sezernierter Zytokine ist mehrenteils identisch mit dem vorgefundenen
Sekretom nicht verkapselter MSC sowie der Stammzellen nach Mikroverkapselung. Allein die EGF-
Freisetzung war in den untersuchten CM-Proben nicht nachzuvollziehen.

In Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer liel3 sich eine Heterogenitit der parakrinen Aktivitat kultivierter

Stammzellen konstatieren. Chang et al. erkannten bei der Analyse des MSC-CM Differenzen der
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Signalmolekiilsekretion im zeitlichen Verlauf, wobei 24 Stunden lang konditioniertes DMEM die hochsten
Konzentrationen an Zytokinen bot.198 Fiir die produzierten CM-Proben liegt lediglich eine Auswertung des
Profils freigesetzter Faktoren vor, die auf einer Stammzellkultivierung iiber einen Zeitraum von einem Tag
griindet. Ein etwaiger Vorteil der Mikroverkapselung gegentiber der in-vitro Kultivierung von MSC unter
Monolayer-Bedingungen in Bezug auf Zellfunktion und sekretorischem Potential konnte erst nach einer
Inkubationszeit von iiber 1 Tag demaskiert werden. Entsprechend ist eine mdgliche Potenzierung oder ein
Erhalt zelluldrer Funktionsfahigkeit durch die Verkapselung der MSC in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel
nach ldngerer Inkubation nicht auszuschlieBen und bedarf einer weiteren Untersuchung.

Die nachgewiesene Verbesserung der myokardialen Funktion nach MSC-Transfer wird hauptsichlich der
parakrinen Wirkung sezernierter Zytokine zugeschrieben. Durch die alleinige Applikation von Stammzell-
CM ist eine Stimulation der myokardialen Gewebeheilung und -regeneration zu erzielen. Ein azellulérer
Ansatz der MSC-basierten Therapie gestaltet sich kostengiinstig und bringt den Vorteil einer unmittelbaren
Verfiigbarkeit. Aufwendige Isolations- und Expansionsprozesse der Stammzellen werden umgangen,
gleichfalls sind immunologische AbstofSungsreaktionen nicht zu erwarten. Jedoch weisen die freigesetzten
Signalmolekiile eine kurze Halbwertszeit auf, sodass eine limitierte Bioaktivitit vorliegt. Um das
Containment negativer Remodellierung post-AMI zu gewéhren, ist eine prolongierte Exposition gegeniiber
den favorablen Signalmolekiilen notwenig. Dariiber hinaus involviert die Applikation vitaler MSC eine
Dynamik des Sekretoms, adaptiert an die unterschiedlichen regenerativen Phasen nach akuter Ischdmie des
Myokardgewebes. Die Sicherung der sekretorischen Aktivitiat und der Stimulationsfahigkeit verkapselter
Stammzellen ist daher essentiell. Das zellulire Reaktionsvermdgen auf eine externe Stimulation sowie die
Interaktion der MSC mit der Mikroumgebung ungeachtet einer Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem
Hydrogel erscheint fundamental. Die Stammzell-vermittelte Immunmodulation kann durch zirkulierende
oder im lokalen Milieu vorliegende Signalmolekiile induziert werden. Ebenso fiihrt eine vorherrschende
Hypoxie zur verstérkten Freisetzung anti-apoptotischer sowie zytoprotektiver Zytokine.”? Das ischdmische
Myokardgewebe evoziert eine stimulatorische Wirkung auf die transplantierten MSC und moduliert die
parakrine Stammzell-Aktivitit. Wenngleich die MSC im Inneren einer Mikrokapsel lokalisiert sind, muss
eine Kommunikation mit der Mikroumgebung gestattet und ein therapeutischer Effekt auf das Zielgewebe zu
erwirken sein.

Barminko et al. konnten nach einer Verkapselung in Alginat-basiertem Hydrogel eine erhaltene MSC-
Sekretion von Zytokinen dokumentieren. Das CM der verkapselten Stammzellen zeigte ein vergleichbares
Sekretionsprofil mit dem Zellkulturmedium, das eine Konditionierung durch MSC-Monolayer-Kultur erfuhr.
Konstitutiv freigesetzte Signalmolekiile waren auch im 3-wochigen Follow-up nachweisbar und offenbarten
keinen Unterschied zu der basalen MSC-Sekretion ohne Mikroverkapselung. Unter Stimulation der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IFN-y wurde eine gesteigerte MSC-Freisetzung notiert, wobei
vor allem die VEGF-, IL-6- und MCP-1-Konzentrationen einen deutlichen Anstieg verzeichneten. Ein Erhalt
der zelluldren Reaktionsfahigkeit auf externe Reize nach einer Verkapselung in Hydrogel-Kapseln war
vernehmbar. Uberdies fiel die induzierte Zunahme der sekretorischen MSC-Aktivitit post-Verkapselung
signifikant hoher aus, sodass von einer Potenzierung durch die Hydrogel-Kapseln auszugehen ist.109

Die Evaluation einer konservierten Reaktivitdt auf du3ere Stimuli der Stammzellen nach Mikroverkapselung

in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel ist ausstehend und erfordert eine ausfiihrliche Analyse, um die
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Eignung des Biomaterials sowie eine potentielle Anwendung in einem Stammzell-basierten

Behandlungsverfahren beurteilen zu kdnnen.

5.5. Angiogenese-Induktion nach MSC-Verkapselung

Der Erhalt einer proangiogenetischen Wirkung verkapselter MSC lies sich im durchgefiihrten Spheroid
Sprouting Assay substanziieren. Nach Mikroverkapselung der Stammzellen wurde ein in-vitro ausgeiibter
Einfluss auf die Angiogenese vorgefunden, wobei eine Stimulation der HUVEC zur Ausbildung zellulédrer
Aussprossungen ausgehend vom MSC-CM zu erkennen war. Eine Uberlegenheit des CM gegeniiber dem
zellfreien Medium war auf die eintdgige Konditionierung zuriickzufiihren und brachte die sekretorische
Stammzell-Aktivitdt zum Ausdruck. Jedoch erlangte die vorgefundene Superioritidt des CM keine statistische
Signifikanz im Vergleich zum Medium ohne zelluldre Konditionierung. Eine groB3ere Probenanzahl miisste
gegebenenfalls untersucht werden, um einen signifikanten Unterschied zu enthiillen. Die Analyse des MSC-
Sekretoms offenbarte bereits die Freisetzung proangiogenetischer Zytokine, die zum konstitutiven
Sekretionsprofil der Stammzellen zéhlen und nach einer Verkapselung der MSC in 10 wt% AC GMA-
Gelatine-basiertem Hydrogel mit DxS-Zugabe weiterhin exprimiert werden. Demnach ist auf eine
Konservierung der zellularen Funktionalitdt post-Verkapselung zu schliefen und eine therapeutisch
wirksame Sekretion von Signalmolekiilen mit konsekutiver Induktion der Neovaskularisation anzunehmen.
Die hybriden Hydrogel-Kapseln boten eine geringe Interferenz der parakrinen Aktivitét eingeschlossener
MSC, sodass sich kein merklicher Unterschied zwischen dem proangiogenetischen Effekt des CM
verkapselter sowie nicht verkapselter Stammzellen bestand. Sowohl in der Anzahl als auch in der Lénge
ausgebildeter HUVEC-Sprouts waren lediglich geringe Divergenzen zwischen den unterschiedlichen CM-
Proben zu detektieren. Eine Potenzierung der sekretorischen Stammzellfunktion durch die Verwendung des
Biomaterials war nicht abzuleiten.

Unter Monolayer-Zellkultur-Bedingungen zeigen MSC eine proangiogenetische Wirkung, die sich auf
freigesetzte Zytokine zuriickfiithren ldsst. Um die Angiogenese-Induktion des basalen Sekretoms der
Stammzellen zu untersuchen, stellten Timmers et al. MSC-CM her. Uber einen Zeitraum von 3 Tagen
erfolgte die Konditionierung von Serum-freiem DMEM unter in-vitro-Bedingungen. Anschlieend wurde
das abpipettierte Medium einer Ultrafiltration zur Konzentrierung unterzogen sowie eine Sterilisation mittels
220-nm-Filter durchgefiihrt. In sphéroider Zellkultur vorliegende HUVEC wurden in eine Kollagen-
Methylcellulose-Matrix eingebettet und dem MSC-CM exponiert. Nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit
wurden Aufnahmen der Sphéiroide angefertigt und die Anzahl sowie Lange der entstandenen endothelialen
Sprouts evaluiert. Das Angiogenese-Assay belegte eine gesteigerte Ausbildung von zelluldren
Aussprossungen der Endothelzellen durch eine Inkubation in dem MSC-CM. Die durchschnittliche
Sproutldnge manifestierte hingegen keinen Unterschied im Vergleich zu einer Kultivierung der eingebetteten
HUVEC-Sphéroide in unkonditioniertem Medium. Dennoch waren die gebildeten Sprouts durch eine hohere
Gesamtlidnge gekennzeichnet, infolge einer Exposition gegeniiber dem Stammzell-CM.!10 Die Applikation
des MSC-CM inklusive der konstitutiv sezernierten Signalmolekiile demaskierte einen in-vitro bestehenden
proangiogenetischen Effekt auf die Endothelzellen, der bei der Untersuchung des hergestellten Mediums

nach Konditionierung durch verkapselte sowie nicht verkapselte Stammzellen Bestitigung fand. Die Anzahl
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der HUVEC-Sprouts und die mittlere Gesamtlinge waren gleichermaf3en erhoht unter Einfluss des MSC-CM
vergleichend mit dem zellfreien unkonditionierten Medium.

Eke et al. untersuchten im Hithnerembryonen-Aortenbogen-Assay in GMA-Gelatine eingebettete MSC auf
eine angiogenetische Wirkung hin. Bei der simultanen Kultivierung embryonaler Aortenbogenringe mit den
zellularisierten Scaffolds konnte ein verstdrktes Sprouting der Endothelzellen identifiziert werden.
Vergleichend mit der Ko-Kultur von Hydrogel ohne Stammzellen, wurde die Ausbildung merklich ldngerer
Aussprossungen unter Einbettung von MSC beobachtet. Nur der Hydrogel-Zusatz von VEGF war mit einer
noch grofBeren Lange tubuldrer Strukturen und erhdhten Dichte neugebildeter Blutgefdle assoziiert.
Infolgedessen war von einer erhaltenen proangiogenetischen Wirkung der in GMA-Gelatine eingebetteten
MSC auszugehen.!12 Die prasentierten Ergebnisse stehen im Einklang mit den erzielten Resultaten der
Analyse des Potenzials zur Stimulation von einer GefaBBneubildung durch das hergestellte Medium nach
zelluldrer Konditionierung. Die Freisetzung proangiogenetisch wirkender Signalmolekiile scheint trotz
Verkapselung in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel bestdndig zu sein und in-vitro eine Angiogenese-
Induktion herbeizufiihren. Eine Verstarkung der Neovaskularisation durch die additionale Biomaterial-

Applikation ist jedoch nicht nachweislich.

5.6. Abhidngigkeit des Therapieeffekts vom MSC-Ursprungsgewebe

Fiir eine erfolgreiche Etablierung Stammzell-basierter Therapieverfahren ist die Wahl der MSC-Population
mit dem gilinstigsten Charakteristika-Profil erforderlich. Die prizise Evaluation und Gegeniiberstellung
Therapie-relevanter Eigenschaften der sich unterscheidenden Stammzellen ist notwendig, um die
Ausgangsgewebeart fiir die Isolation der MSC mit dem gréBten therapeutischen Nutzen zu identifizieren und
eine Optimierung der Stammzell-basierten Behandlung zu erreichen. Dafiir werden vergleichende sowohl
praklinische als auch klinische Studien benoétigt, die derzeit nur im geringen Umfang zur Verfligung stehen. ..
In der vorliegenden Arbeit wurde ein systematischer Vergleich zwischen BM-MSC, CB-MSC und AD-SC in
Bezug auf die Stammzell-Biomaterial-Interaktion und das Sekretom sowie die proangiogenetische Wirkung
verkapselter MSC vorgenommen. Nur minimale Differenzen in der Auswirkung einer Verkapselung in
GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel auf die zelluldre Viabilitdt und Funktionalitét lieBen sich zwischen MSC
unterschiedlicher Ursprungsgewebe nachvollziehen. Vergleichbare Werte fiir die Anzahl vitaler Zellen sowie
die mittlere Zellmasse in Hydrogel-Kapseln aus 10 wt% AC GMA-Gelatine mit supplementiertem DxS und
30-sekiindiger beziehungsweise 1-miniitiger Expositionszeit gegeniiber dem UV-Licht eingeschlossener
Stammzellen waren zu detektieren. Des Weiteren wurde ungeachtet des urspriinglichen Grundgewebes ein
dhnliches MSC-Sekretionsprofil von Zytokinen dokumentiert, sodass kaum Divergenzen in der parakrinen
Aktivitdt zwischen den verkapselten Stammzellen anzunehmen waren. Auch der proangiogenetische Effekt
der CM-Proben verschiedener MSC-Populationen nach Mikroverkapselung zeigte eine hohe
Ubereinstimmung. Die prisentierten Ergebnisse erlauben nicht die Uberlegenheit einer Stammzelllinie zu
belegen, jedoch ist die allgemeine Eignung und potentielle Anwendung des hergestellten Biomaterials in
einem MSC-basierten Behandlungsverfahren festzuhalten. Das produzierte Hydrogel auf GMA-Gelatine-
Basis offenbart einen vorteilhaften Materialcharakter, der fiir die Verkapselung diverser Stammzellen

geeignet scheint.
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Neben der Erforschung weiterer MSC-Populationen wire die kombinierte Applikation unterschiedlicher
Stammzelltypen mit synergistischer Wirkung und sich erginzenden Funktionen und Eigenschaften denkbar.
Eine gleichzeitige Mikroverkapselung verschiedenartiger Stammzellen oder eine Kombination aus MSC und
anderen Zellarten eingeschlossen in Hydrogel-Kapseln konnte eine Optimierung herbeifiihren und 1ésst eine

Verbesserung der therapeutischen Wirksamkeit erhoffen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In Anbetracht inkonsistenter Ergebnisse klinischer Studien zur Stammzelltherapie beim AMI und einer
bislang ausstehenden Etablierung in der klinischen Praxis, wird der Einsatz von Biomaterial zur
Verfahrensoptimierung diskutiert. Das reduzierte zellulire Engraftment und Uberleben nach Transplantation
der Stammzellen in das infarzierte Myokardgewebe limitierten vornehmlich den zu beobachtenden
Behandlungserfolg und lassen die neuartige therapeutische Option den erwarteten Prognoseverbesserung
nicht gerecht werden. Trotz eines unbestreitbaren therapeutischen Potentials erscheint die ausschlieliche
Applikation von Stammzellen post-AMI nicht zielfithrend und verlangt eine zusétzliche Anwendung von
implantierbaren Werkstoffen. Mit dem entwickelten Biomaterial wird eine Imitation der natiirlichen
Extrazellularmatrix angestrebt sowie der lokale Verbleib transplantierter Stammzellen im Zielgewebe erhoftt.
Das Einschlie8en der Stammzellen in Hydrogel-Kapseln im Mikrometer-Bereich verspricht den
Einschrankungen des gegenwirtig verfolgten alleinigen Transfers von Stammzellen Abhilfe zu verschaffen
und eine Integration in die Klinik zu ermoglichen. In der vorliegenden Arbeit wird ein zelluléres
Verkapselungsverfahren in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel préasentiert, die Entwicklung hybrider
Mikrokapseln mit DxS-Supplementation dargelegt und systematisch die Stammzell-Biomaterial-Interaktion
evaluiert. Unter den untersuchten GMA-Gelatine-Konditionen hob sich 10 wt% AC GMA-Gelatine und eine
30-sekiindige UV-Licht-Expositionszeit durch optimale Volumen- und Elastizitatseigenschaften
resultierender Hydrogel-Kapseln hervor. Das Autoklavieren der 10 wt% GMA-Gelatine ergab ideale
Biomaterial-Charakteristika, die mit einer hohen Zytovertraglichkeit produzierter Mikrokapseln assoziiert
wurden. Zudem war eine Migration der Zellen vom Kapselinneren an die sphérische Kapseloberflache zu
identifizieren. Eine Zugabe von DxS steigerte ferner die zelluldre Vertraglichkeit der hergestellten Hydrogel-
Kapseln. Die explorierten Stammzellen erzielten eine maximale Zellviabilitét bei Verkapselung in 10 wt%
AC GMA-Gelatine mit zugesetztem DxS und einer UV-Licht-Expositionszeit von 30 Sekunden. Ebenfalls
war im Follow-up die Annahme einer spindelférmigen Zellmorphologie sowie eine Konzentration der MSC
an der Oberfléche der Mikrokapseln zu vernehmen. Die beobachtete Interaktion der verkapselten Zellen mit
der umgebenden Matrix gewihrleistet das zellulire Uberleben und fordert die Zellmobilitit, sodass eine
potentielle Infiltration und Integration in das umliegenden Myokardgewebe nach Stammzell-Transfer
ermoglicht wird. Trotz einer Verkapselung der MSC in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel blieb die
parakrine Aktivitdt der Stammzellen erhalten und eine konservierte Freisetzung des basalen Sekretoms war
zu vernehmen. Ein Unterschied im Sekretionsprofil exprimierter Zytokine zwischen nicht verkapselten und
verkapselten MSC war demzufolge nicht zu belegen. Ferner war die Sekretion von proangiogenetisch
wirksamen Signalmolekiilen zu belegen und zeigte eine in-vitro Potenzierung des Sproutings von
Endothelzellen. Im Gegensatz zum zellfreien Medium ergab sich eine deutliche Verbesserung der
Angiogenese-Induktion durch den Zusatz von DMEM, konditioniert durch nicht verkapselte sowie in
Hydrogel-Kapseln eingeschlossene Stammzellen. Ein signifikanter Unterschied war jedoch nicht
nachweislich. Zwischen den unterschiedlichen MSC-Populationen wurden keine beachtlichen Differenzen in
der Interaktion mit dem verwendeten Biopolymer sowie in der zelluldren Funktionalitét post-Verkapselung

vorgefunden. Die bestimmte zelluldre Viabilitdt, mittlere Zellmasse sowie das untersuchte Zytokinspektrum
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und der HUVEC-Sprouting-induzierende Effekt waren grofBtenteils identisch unabhingig vom
urspriinglichen Grundgewebe der Stammzellen.

Zusammenfassend befdhigt das hergestellte Biomaterial zur Produktion von MSC-beladenen Hydrogel-
Kapseln mit hoher Zellviabilitét und konservierter zellulérer Funktionsfahigkeit. Die Transplantation von
verkapselten Stammzellen in GMA-Gelatine-basiertem Hydrogel mit DxS-Zusatz stellt einen
multidimensionalen therapeutischen Ansatz in Aussicht, mit dem eine negative myokardiale Remodellierung
post-AMI abzuwenden und die Progression einer Myokard-Dysfunktion entgegenzuwirken wére. Um den
erfolgreichen Einsatz der vorgestellten Mikrokapseln zu realisieren, ist jedoch ein alternativer
Zellverkapselungsprozess gesucht, der eine effiziente und zuverlédssige Verkapselung von MSC in Hydrogel-

Kapseln mit standardisierten Dimensionen und Biomaterial-Zusammensetzung gewahrt.
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8. ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 3c.: Dreidimensionale Darstellung des Zellverkapselungsprozesses mit Hilfe eines CAD-Modells durch

Autodesk Inventor® Version 2013.
Abb. 1-16: Die Diagramme wurde mithilfe von IBM® SPSS Statistics Version 21.0.0.0 erstellt.
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