




















ERGEBNISSE

Maxima der einzelnen Parameter wie Frequenz, Gesamtimpulsanzahl und Energiedichten
kénnen dadurch festgelegt werden. Des Weiteren dienen die Ergebnisse dazu,
Behandlungskonstellationen nach ihrer Wirkung zu beurteilen. Im Anschluss werden die
Beschallungskonstellationen mit den besten Ergebnissen nochmals in kleineren Ansatzen mit
MSCs (n gleich 4) durchgefiihrt, um sicher zu stellen, dass sich die funktional-technischen
Ergebnisse der Vorversuche mit Fibroblasten mit denen der MSCs decken. Die Vorversuche
dienen ebenfalls dazu, die Reproduzierbarkeit der Beschallungen sicher zu stellen.
Nachfolgend sind die Ergebnisse dargestellt, die zur Limitierung der Beschallungsgrenzen
flihrten. In Abb.39 sind exemplarisch die Beschallung bei MSCs und der Beschallung mit der
Fokussierten Einheit des Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz)
dargestellt. In Abb.40 sind exemplarische die Beschallungen bei Fibroblasten mit der radialen

Einheit des Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) dargestellt.

—I
C 100um D
Abb.39: Lichtmikroskopische Aufnahmen von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) zur
funktional-technischen Bestimmung der Beschallungsschemata. Die Kontrolle (A) zeigt einen dichten
Monolayer von MSCs. Nach Beschallung mit der fokussierten SW (elektromagnetisches System- Bilder B-D) von
Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) zeigte sich ein massiver Zellabtrag und
Depolymerisierungen der Faserstrukturen. Die Zellen wurden aufgefangen und konnten im Schnellvitalitatstest
mit Trypanblau als vital gewertet werden. Fir die Versuche wurde die Vorlaufstrecke Il, mit einer Fokuszone

von 0-30 mm verwendet mit Dauerimpulsbetrieb (Wiederholfrequenz: 4 Hz), sowie Energieflussdichte von
0,01- 0,55 mJ/mm? (62MPa). Die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000 (Zeiss Axiovert 200M, A-Plan 10x, DIC).
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e

Abb. 40: Lichtmikroskopische Aufnahme von murinen Fibroblasten (J,3Ts) zur funktional-technischen
Bestimmung der Behandlungsschemata und zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Beschallungen. Die
Kontrolle (A) zeigt einen dichten Monolayer von murinen Fibroblasten. Nach Beschallung mit der radialen SW
von Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz, Applikator 15 mm, 1,75 bar) zeigte
sich ein massiver Zellabtrag. Die Zellen wurden aufgefangen und konnten im Schnellvitalitdtstest mit
Trypanblau als vital gewertet werden. Die Versuche wurden bei Dauerimpulsbetrieb mit der Wiederholungs-
frequenz von 4 Hz durchgefiihrt, die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000. (Zeiss Axiovert 200M, A-Plan 10x, DIC).

Aufgrund der Erkenntnisse von Wolfrum et al. (Ohl and Wolfrum, 2003) deuteten die in Abb.
41 dargestellten Ergebnisse (mit Pfeilen markiert) darauf hin, dass die kreisrunden zellfreien
Flachen durch Kavitation entstanden sind. Die Zellversuche wurden daraufhin, in
teilentgasten Medien durchgefiihrt. Es wurde damit ein optimaler Kompromiss zwischen

technischen und biologischen Anforderungen an die Beschallungen gefunden.

Abb.41: Lichtmikroskopische Aufnahme muriner Fibroblasten (J»3Ts) nach Beschallung mit fokussierter
Stosswelle Piezoson 100/Applikator 100.621 von Wolf (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Deutschland),
Druckbereich von 13-126 MPa, Dauerimpulsbetrieb, Wiederholfrequenz: 4 Hz, sowie Energieflussdichte von
0,122 mJ/mm? (Zeiss Axiovert 200M, A-Plan 10x, DIC).
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Als weiteres Kriterium sollten Zytoskelettverdanderungen (F-Aktin) Fluoreszenzmikroskopisch
beurteilt werden. Fir die Visualisierung des F-Aktin-Zytoskeletts (Pellegrin and Mellor, 2007)
wird das Fluoreszenzmarkierte Phalloidin (Alexa Fluor®488, Absorption: 495nm, Emission:
517nm, Molecular Probes, Invitrogen, Leiden, Niederlande) genutzt. Die Zellkerne wurden

mit DAPlI Mounting Medium (4’,6-diamidino-2-phenyl-indol, Vectashield, Vector

Laboratories, Absoption 360nm, Emission 461nm) gefarbt (Abb.42).

Abb. 42: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme humaner mesenchymaler Stammazellen nach Beschallung mit
der fokussierte StoRwelle von Storz (Storz Medical Duolith®SD1 - Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) Fir
die Versuche wurde die Vorlaufstrecke Il, mit einer Fokuszone von 0-30 mm verwendet mit Dauerimpuls-
betrieb, Wiederholfrequenz: 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000. Nach der Beschallung kommt es zur
Ablosung der Zellen, die sich teilweise als Zellknduel noch auf dem Schalenboden befinden (A), oder die sich
groBtenteils (B) oder ganz (C) von der Schale gelost haben. Teilweise kommt es zur Depolymerisation der F-
Aktinfasern (D, E).F-Aktin: Alexa Fluor 488 (griin)//Kern: DAPI (blau) (Zeiss Axiovert 200M, LD Plan-Neofluar, 20x, DAPI,
FITC).

Aufgrund der Vorversuche ergaben sich fiir die einzelnen Gerdte nachfolgend beschriebene
Beschallungsschemata (A-D). Es wurde in gleichwarmen (37°C), teilentgastem Medium auf
speziellen Zellkulturschalen der Firma ibidi (60u-Dish fir Lebendzellanalyse, ibiditreat, Ibidi,

Martinsried, Deutschland/ Reflexion < 1 Prozent) geschallt.
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Aufgrund der Schwierigkeit der Beschallung von hochkonfluenten Zellmonolayern, wurden
Behandlungsschemata gewahlt, die ohne Destruktion des dichten Zellrasens durchgefiihrt
werden konnten. Die Zellabtragsrate hatte demnach einen entscheidenden Einfluss auf die

Auswahl der Beschallungsparameter.

3.3. In vitro - Beschallungsschemata :

Alle MSC-Beschallungen wurden vierfach durchgefihrt (n = 4) und im Anschluss vierfach  (n

= 4) mit den spezifischen Methoden untersucht.

Piezoson 100/ Wolf GmbH, Knittlingen, Deutschland

Piezoson 100

Applikator 100.621

Wolf GmbH, Knittlingen, Dauerimpulsbetrieb Wiederholfrequenz: Gesamtimpulsanzahl:
Deutschland 2 Hz/ 4 Hz 500/1000 Impulse

Fokussierte StoRBwelle

0,048 mJ/mm? 0,077 mJ/mm? 0,122 mJ/mm? 0,173 mJ/mm? 0,238 mJ/mm?

Swiss Dolor Clast/ EMS GmbH, Konstanz, Deutschland

Swiss Dolor Clast®

Applikator 15mm

Elektro Medical Systems Dauerimpulsbetrieb  Wiederholfrequenz: Gesamtimpulsanzahl:
(EMS)GmbH, Konstanz, 2Hz/ 4Hz 500/1000 Impulse
Deutschland

Radiale Druckwelle

0,25 bar 0,5 bar 0,75 bar 1 bar 1,25 bar 1,5 bar
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Storz Medical Duolith SD1, Storz AG, Tragervilen, Schweiz

Storz Medical Duolith®SD1

Applikator 15mm

Storz, Medical AG, Dauerimpulsbetrieb  Wiederholfrequenz: = Gesamtimpulsanzahl:
Tragervilen, Schweiz 4 Hz 1000 Impulse

Radiale Druckwelle

1 bar 1,2 bar 1,4 bar

Storz Medical Duolith SD1, Storz AG, Tragervilen, Schweiz

Storz Medical Duolith®SD1

Vorlaufstrecke Il

Storz, Medical AG, Dauerimpulsbetrieb  Wiederholfrequenz:  Gesamtimpulsanzahl:
Tragervilen, Schweiz 4 Hz 1000 Impulse

Fokussierte StoRwelle

0,01 0,02 0,07 0,10 0,15 0,2 0,25 0,3
mJ/mm?2 mJ/mm? mJ/mm? mJ/mm? mi/mm? ml/mm? mJ/mm? mJ/mm?

3.4. Nachweis der Zellvitalitat

Die Zellvitalitat wurde routinemaRig mit dem Schnell-Vitalitdtstest Trypanblau (Weil, et al.,
2009) durchgefiihrt. Sobald Anzeichen einer eingeschrankten Vitalitat (Blaufarbung von
Zellen) vorlagen, wurden diese sofort von den Versuchen ausgeschlossen. Fir die
Uberpriifung der Vitalitdt nach den Schallungsversuchen wurde der Vitalitatsfarbstoff oder
besser gesagt, der Avitalitatsfarbstoff 7-Aminoactinomycin (Bitekhtina and Vekshin, 2008),
eingesetzt. Dieser reagiert mit der DNA (Cytosin und Guanin) und kann somit als Zellfarbstoff
eingesetzt werden. Er farbt wie Trypanblau nur Zellen mit nichtintakter Zellmembran und

somit avitaler Zellen. Vitale und frithapoptotische Zellen werden nicht eingefarbt.
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Bei Energiedichten ab 0,173 mJ/mm? (Piezoson 100, Wolf Knittlingen, Deutschland) konnte
bei den verbliebenen Zellen vermehrt 7-AAD positive Zellen (71,5%) festgestellt werden, die
jedoch aufgrund des hohen Zellabtrags (circa 85 Prozent) und der zum Teil sehr hohen
Destruktion der Zellkorper, im Vergleich zur Kontrolle, nicht statistisch quantifizierbar bzw.
auswertbar waren. Vergleichbare Erkenntnisse ergaben die Schallungen mit dem Storz
Medical Duolith®SD1, Tragervilen, Schweiz bei Energiedichten ab 0,25 mJ/mm?2. Aufgrund
technischer Limitationen konnten vergleichbare Effekt bei radialer DW-Applikation, hoher
Energiedichten, nicht festgestellt werden. Als weiterer wichtiger Faktor fir die Vitalitat der

Zellen sollte die Wachstumsrate von beschallten und unbeschallten MSCs (iberpriift werden.

3.5. Untersuchung der Wachstumsrate

Die  Wachstumsraten der Zellen wurden zum einen als qualitatives Merkmal der
Zellkulturbedingungen ausgewertet, aber auch die Beeinflussbarkeit der Wachstumsrate von
MSCs nach SW- bzw. DW-Applikation wurde untersucht. Um eine optimale Vergleichbarkeit
der Versuche zu gewahrleisten, wurde jeweils derselbe Patient in derselben Passage
verglichen. Fiir die Reproduzierbarkeit der Versuche wurde jeweils ein vierfacher Ansatz (n
gleich 4) beurteilt. Die Daten wurden zusammengefihrt und die Standardabweichungen
eingetragen. Die Wachstumsraten (W=dN/dt) geben an, wie viel Zellen pro Zeiteinheit zur
Zellkultur hinzugekommen sind. Bei der Wachstumsrate ergab sich nach einer
Dauerimpulsbeschallung von insgesamt 1000 Impulsen und einer Energiedichte von 0,077
mJ/mm? mit dem Piezoson 100 (Wolf), in der darauf folgenden Passage eine signifikant
erhohte Wachstumsrate von 452500 (+9574) Zellen, im Vergleich zur Kontrolle (235000
+12909). Die SW-Applikation (0,2 mJ/mm?) mit Storz Duolith SD1, Tragervilen, Schweiz zeigte
ebenfalls eine signifikante Erhéhung der Wachstumsrate von 342500 (+41129) Zellen, im

Vergleich zur ungeschallten Kontrolle (217500 +17078).
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Die Ergebnisse sind in Abb. 43 graphisch dargestellt.

500000+ * A 500000, : B
400000/ 400000 -
3000001 300000
200000/ 200000
1000001 1000001
0- 0
Kontrolle 0,077mJ/mm? Kontrolle 0,2 mJ/mm?

Abb. 43: Statistische Auswertung der Wachstumsraten von MSCs nach SW-Applikation mit Piezoson 100 von
Wolf, Knittlingen, Deutschland (A - 0,077mJ/mm?) und dem Duolith SD1,Tragervilen, Schweiz (B- 0,2mJ/mm?2).
Es wurde im Dauerimpulsbetrieb und einer Wiederholfrequenz von 4 Hz sowie einer Gesamtimpulszahl von
1000 Impulsen gearbeitet.

Bei den durchgefiihrten radialen DW-Applikation ergaben sich keinerlei Veranderungen der
Wachstumsrate von MSCs. Aufgrund der signifikanten Steigerungen der Wachstumsrate

sollten immunhistochemische Untersuchungen zur Proliferation und Apoptose folgen.

3.6. Immunhistochemische Untersuchung

Die humanen mesenchymalen Stammzellen wurden immunhistochemisch auf Apoptose und
Proliferation untersucht und mittels DAB-Entwicklung (Abb.44) quantifiziert. Die Anzahl
positiver Zellen wurde auf die Gesamtzellzahl bezogen. Die prozentualen Werte wurden
anschliessend statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Die immunhistochemische
Untersuchung der Proliferation der MSCs erfolgte mit dem Marker Anti-Ki67 (Scholzen and
Gerdes, 2000) von abcam, einem polyklonalen Antikdrper aus dem Kaninchen, der mit dem
Sekundarantikorper Polyclonal goat-anti rabbit bindet. Die immunhistochemische
Untersuchung der Apoptose erfolgte mit dem Marker Anti-Caspase3 (Patel, et al., 1996) von
BD Pharmingen Biosciences, einem polyklonalen Antikorper aus dem Kaninchen, der

ebenfalls mit dem Sekundadrantikérper Polyclonal goat-anti rabbit bindet.
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Abb. 44: Lichtmikroskopische Aufnahme humaner mesenchymaler Stammzellen nach Immunhisto-
chemischer Farbung und DAB-Entwicklung. Die positiven Zellen weisen schwarz gefarbte Zellkerne auf, die
negativen Zellen zeigen nur eine leichte Farbung auf. Die Ergebnisse fiir Anti-Caspase3 (BD Pharmingen
Biosciences, 1:500, Heidelberg, Deutschland) sind in A, B und D dargestellt. Die Ergebnisse fir Anti-Ki67
(abcam, 1:200, Cambridge, England) sind in C und E dargestellt (Zeiss Axiovert 200, LD Plan-Neofluar 40x/0.6
Korr Ph 2).

3.6.1. Proliferationsnachweis mit Ki-67

Der Proliferationsmarker Ki-67 wird in allen aktiven Phasen des Zellzyklus exprimiert. Zellen
in der Go-Phase fehlt dieser Marker (Heidebrecht, et al., 1996; Traut, et al., 1998). Um eine
optimales Zeitfenster fir die Observation der Ki-67-positiven Zellen zu bestimmen, wurde
eine Vielzahl von Vorversuchen durchgefiihrt. Einer dieser Vorversuche ist in Abb.45
graphisch dargestellt. Er zeigt die zeitabhdngige Erhohung der Proliferation, zum einen direkt
nach der Beschallung, zum anderen sechs Stunden danach. Es zeigt sich direkt nach SW-
Behandlung (~ 1 Minute nach Beschallung) eine signifikant erhohte Anzahl Ki-67 positiver

Zellen von 48,76% (+10,34) im Vergleich zur Kontrolle (23,17% +10,73).
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Nach 6 Stunden waren bereits 72,94% (+10,34) der Zellen positiv fiir Ki-67 und somit noch
starker erhoht. Nach weiteren Vorversuchen wurden die optimalen Zeitraume fiur die

Observation auf jeweils sechs und zwolf Stunden nach Behandlung festgelegt.

90% -

80% 4

—— %

T0% A

60% A

72.894%
50% SN

——

40% A

30%
48 T6%

.
20% L

10% - 23 17%

0% -
Kontrolle Oh 6h

Abb. 45: Graphische Darstellung der Ki67-positiven MSCs zu unterschiedlichen Zeiten nach SW-Behandlung
exemplarisch an der Beschallung mit Piezoson100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im Dauerimpulsbetrieb,
Wiederholungsfrequenz von 4 Hz , Energiedichte von 0,077mJ/mm? und 1000 Gesamtimpulsanzahl pro
Behandlung. (blau- Kontrolle; hell-gelb: Oh; gelb: 6h).

Nach Festlegung der Beobachtungszeitraume wurden weitere Versuche mit dem
fokussierten Stosswellengerat der Firma Wolf (Piezoson100) sowie der radialen StoRwelle
(DW) der Firma EMS (Swiss Dolor Clast) durchgefiihrt (Abb. 46). Die Behandlung mit dem
EMS Gerat mit 0,5 bar zeigte sechs Stunden nach Behandlung eine signifikant erniedrigte
Anzahl Ki-67-positiver Zellen von 49% (+2,1) im Vergleich zur Kontrolle 6h (59,42% +2,9).
Nach zwolf Stunden zeigt sich bei der Behandlung mit 0,5 bar (49%+3,6) weiterhin eine
Erniedrigung, im Vergleich zur Kontrolle 12h (56,79% +4,5). Die Behandlungen mit dem
Gerat Piezoson 100 von Wolf, wurden mit Energiedichten von 0,077 mJ/mm? und

0,122mJ/mm? durchgefiihrt.
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Die Behandlung mit 0,077 mJ/ mm? fuhrte sowohl sechs (83,33%%2,8) als auch zwolf
Stunden (72,61% *4,2) nach Applikation zu einer signifikanten Erhéhung der Ki-67-positiven
Zellen, im Vergleich zu den unbeschallten Kontrollen (6h: 59,42% +2,9 und 12h: 56,79%
+4,5). Die Behandlung mit 0,122mJ/mm? zeigte hingegen zu beiden Zeitpunkten eine
signifikante Erniedrigung des Anteils Ki-67-positiver Zellen (6h: 45,40% %1,5 und 12h:
17,79% +3,4) im Vergleich zu Kontrolle 6h (59,42% +2,9) und Kontrolle 12h (56,79% +4,5).
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Abb. 46: Graphische Darstellung der Ki67-positiven MSCs zu unterschiedlichen Zeiten nach SW-Behandlung
mit Piezoson100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im Dauerimpulsbetrieb, Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und
1000 Gesamtimpulsanzahl pro Behandlung 6 Stunden nach Beschallung (A) und 12 Stunden nach Behandlung
(B) sowie adaquate Versuche mit Swiss Dolor Clast®Applikator 15mm (Elektro Medical Systems GmbH,
Konstanz, Deutschland) mit 0,5 bar.

Weitere Versuche wurden mit dem Gerat Medical Duolith SD1 von Storz durchgefiihrt. Es
zeigten sich bei Dauerimpulsbetrieb, mit einer Wiederholfrequenz von 4 Hz, sowie einer

Gesamtimpulsanzahl von 1000, nachfolgende Ergebnisse (Abb. 47).

76



ERGEBNISSE

90 A

80 -

HH%

70 A

Hi%

60 -

HH *

H

50 A

——

40 A
30 A
20 A

10 4

Kontrolle 1bar 6h 1,4bar 6h 0,2mJ/mm? 6h 0,3mJ/mnm? 6h

B

80 4

70 A

-

60 +
50 | I

40

%
HH*

30 +

%

20 A

10 +

Kontrolle 1bar 12h 1,4bar 12h 0,2mJ/mm? 12h 0,3mJ/mm? 12h

Abb. 47: Graphische Darstellung von Ki-67 positiver humaner mesenchymaler Stammzellen in Prozent nach
Beschallung mit fokussierte StoBwelle und radialer Druckwelle mit Storz Medical Duolith SD1 (Storz Medical
AG, Tagerwilen, Schweiz). Aufgetragen wurde der Zeitpunkt 6 Stunden nach Applikation (A) und 12 Std nach
Applikation (B). Fur die Versuche wurde mit Dauerimpulsbetrieb, Wiederholfrequenz: 4 Hz und
Gesamtimpulsanzahl von 1000 gearbeitet.

Die Graphen zeigen eine signifikante Erhohung der Ki67-positiven Zellen bei einer SW-
Behandlung mit einer Energiedichte von 0,2 mJ/mm? 6 Std (74,02% *3,37) sowie 12 Std
(66,78% %3,40) nach SW-Behandlung, im Vergleich zur unbeschallten Kontrolle (48,81%
+6,99). Die SW-Behandlung mit 0,3 mJ/mm? zeigte nach 6 Std (50,88% +2,16), so gut wie
keine Veranderungen im Vergleich zur unbeschallten Kontrolle (48,81% +6,99). Nach 12 Std
zeigte sich eine Erniedrigung der Ki67-positiven Zellen auf 27,67% (+4,72). Die DW-
Behandlung mit 1 bar zeigte nach 6 Std (54,76% *2,87) und nach 12 Std (58,69% 6,19) eine
signifikante Erhohung der Ki67-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle (48,81% +6,99).
Ahnliche Resultate ergaben die Behandlung mit 1,4 bar sowohl 6 Std (64,06% +2,82), als
auch 12 Std (55,73% +3,55) nach Behandlung.
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3.6.2. Apoptosenachweis mit Caspase-3

Der immunhistochemische Nachweis der Apoptose bei mesenchymalen Stammzellen, wurde
mit dem Apoptosemarker Caspase-3 (Patel, et al., 1996) von BD Pharmingen Biosciences
(1:500, Heidelberg, Deutschland), einem polyklonalen Antikérper aus dem Kaninchen,
durchgefiihrt. Die positiven MSCs wurden quantifiziert, zur Gesamtzellzahl ins Verhaltnis
gesetzt und in folgende Diagramme (Abb.48 und Abb.49) graphisch dargestellt. Die
Ergebnisse der Behandlung mit dem Gerat Piezoson 100 von Wolf und dem Swiss Dolor Clast
von EMS (Abb.48), zeigen bei allen Beschallungen signifikante Verdnderungen des
prozentualen Anteils Caspase-3-positiver humaner mesenchymaler Stammzellen, im

Vergleich zur unbeschallten Kontrolle.
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Abb. 48: Graphische Darstellung der Caspase-3-positiven MSCs zu unterschiedlichen Zeiten nach SW-
Behandlung mit Piezoson100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im Dauerimpulsbetrieb, Wiederholungsfrequenz
von 4 Hz und 1000 Gesamtimpulsanzahl pro Behandlung 6 Stunden nach Beschallung (A) und 12 Stunden nach
Behandlung (B) sowie adaquate Versuche mit Swiss Dolor Clast®, Applikator 15mm (Elektro Medical Systems
GmbH, Konstanz, Deutschland) mit 0,5 bar.
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Die Behandlung mit 0,5 bar (Swiss Dolor Clast) zeigte signifikant erhohte Anteile Caspase-3-
positiver Zellkerne, sowohl 6 Stunden (56,92%+9) als auch 12 Stunden (31,31%%3) nach der

Behandlung, im Vergleich zu den unbeschallten Kontrollen (6h: 18,77% +5; 12h: 48,82%%9).
Die Behandlungen mit dem Gerat Piezoson 100 der Firma Wolf, zeigte bei einer Behandlung
mit 0,122mJ/mm? ebenfalls signifikant erhohte Anteile von Caspase-3-positiven Zellen 6
Stunden nach Behandlung (67,67% +8), als auch 12 Stunden nach Behandlung (70,43%15),
im Vergleich zu den Kontrollen (6h: 18,77% +5; 12h: 48,82%9). Die Beschallung mit 0,077
mJ/mm? (Piezoson 100) bewirkte nach 6 Stunden eine signifikant erhéhten (38,74% 6) und
nach 12 Stunden eine signifikant erniedrigten (25,69%+12) Anteil Caspase-3-positiver
Zellkerne, im Vergleich zu den Kontrollen (6h: 18,77% %5; 12h: 48,82%+9). Weitere Versuche
zum immunhistochemischen Nachweis der Apoptose, wurden mit dem Gerdat Medical

Duolith SD1 von Storz durchgefihrt.
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Abb. 49: Graphische Darstellung von Caspase-3-positiver MSCs in Prozent nach Beschallung mit fokussierte
StoBwelle und radialer Druckwelle mit Storz Medical Duolith SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz).
Aufgetragen wurde der Zeitpunkt 6 Stunden nach Applikation (A) und 12 Std nach Applikation (B). Fir die
Versuche wurde mit Dauerimpulsbetrieb, Wiederholfrequenz: 4 Hz und Gesamtimpulse von 1000.
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Diese zeigten bei einem Dauerimpulsbetrieb, einer Wiederholfrequenz von 4 Hz sowie einer
Gesamtimpulsanzahl von 1000, die in Abb.49 dargestellten Ergebnisse. Nach SW-
Applikation mit dem Gerdt Medical Duolith SD1 von Storz, zeigte sich nach 6 Stunden, bei
allen durchgefiihrten Behandlungen, eine Erhéhung des Anteils Caspase-3-positiver MSCs im
Vergleich zur unbeschallten Kontrolle von 19,18%+3,56 (mit Ausnahme der Beschallung mit
1 bar). Es kam zu signifikanten Erhéhungen des Anteils Caspase-3-positiver MSCs bei 1,4bar
(40,93% +3,77), bei 0,2mJ/mm? (40,21%+3,59) und bei 0,3mJ/mm? (60,22%+3,69). Nach 12
Stunden zeigten die Beschallungen mit 1 bar (20,44%%3,65) und 1,4bar (17,91%%2,94) nur
geringe Abweichungen zur Kontrolle. Bei der SW-Behandlung mit 0,2mJ/mm? kam es zu
einer Erniedrigung des Anteils Caspase-3-positiver Zellen von 13,17%t1,5. Die SW-
Behandlung mit 0,3mJ/mm?, zeigte nach 12 Stunden eine signifikante Erhéhung des Anteils
Caspase-3-positiver MSCs auf 56,75%+6,06, im Vergleich zur unbeschallten Kontrolle
(19,18%+3,56). Nach den vorliegenden zeit- und dosisabhangigen
Untersuchungsergebnissen zum immunhistochemischen Nachweis von Apoptose und
Proliferation nach SW/DW Applikation, sollten die zellularen Prozesse, durch die
Untersuchung auf Zellalterung (Seneszenz) in Abhangigkeit der SW/DW-Beschallung ergénzt

werden.
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3.7. Nachweis von Seneszenz mit Beta-Galaktosidase-Farbung

Alterungsprozesse von Zellen spiegeln sich unter anderen in der Aktivitdit der Beta-
Galaktosidase (Cristofalo, et al., 1998; Goldstein, 1990; Katsube, et al., 2008; Linskens, et al.,
1995; Sherwood, et al.,, 1988; Stenderup, et al., 2003) wieder, weshalb diese fiir die
Untersuchung der Alterung bzw. Seneszenz von Zellen benutzt werden (Dimri, et al., 1995)
kann. Flr die SW/DW-abhéangige Veranderung der Seneszenz wurden die Zellen mit DW/SW
behandelt, danach fir 6 Stunden oder 12 Stunden unter Brutschrankbedingungen inkubiert
und im Anschluss der Beta-Galaktosidase Farbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte
einen Tag nach der Farbung. Fir die Auswertung der Daten wurden die Gesamtzellen
quantifiziert und zu den Beta-Galaktosidase-positiven Zellen (Blaufarbung - Abb.50) in Bezug
gesetzt. Fir die Auswertung der Daten wurden die Gesamtzellen quantifiziert und zu den
Beta-Galaktosidase-positiven Zellen (Blaufarbung - Abb.50) in Bezug gesetzt. Die
prozentualen Werte der Beta-Galaktosidase-positiven Zellen wurden in Abbildung 51

graphisch dargestellt.

I—
10 um

Abb. 50: Lichtmikroskopische Aufnahme von humanen mesenchymalen Stammzellen Beta-Galactosidase
gefarbt. Der Pfeil zeigt eine positive (blaue) MSC (Zeiss/Micro-Dissection Observer.z1 (20x) / AxioVision 4.6.3).

Die Ergebnisse der Beta-Galaktosidase-Farbung zeigten fiir die fokussierte SW-Applikation
mit 0,2 mJ/mm? sowie 0,3 mJ/mm?, bezogen auf die ungeschallten Kontrollen, zu beiden

Zeitpunkten keinerlei Veranderungen.
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Abb. 51: Beta-Galaktosidase-Farbung von humanen mesenchymalen Stamzellen (hMSCs). Dargestellt ist der
prozentuale Anteil positiver MSCs 6 Stunden nach Beschallung (A) und 12 Stunden nach Beschallung (B). Es
wurden Beschallungen mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) durchgefihrt.
Fur die Versuche mit fokussierter Stosswelle wurde die Vorlaufstrecke Il, mit einer Fokuszone von 0-30 mm
verwendet, fir die radiale wurde der Applikator @15 mm verwendet. Die Durchfiihrung war im
Dauerimpulsbetrieb mit der Wiederholfrequenz: 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000. Es wurden die
Energiestufen 0,2mJ/mm? und 0,3mJ/mm? durchgefiihrt. Fiir die Behandlung mit radialer Stosswelle wurden
die Energiestufen von 1 und 1,4 bar benutzt.

Ebenfalls konnte zu beiden Zeitpunkten keine Beeinflussung der Beta-Galaktosidase Aktivitat
bei MSCs nach radialer DW-Applikation mit 1 bar festgestellt werden. Bei radialer DW-
Applikation mit 1,4 bar, zeigte sich jedoch zu beiden Zeitpunkten ein deutlich signifikant
erhohter Anteil Beta-Galaktosidase-positiver MSCs. Der prozentuale Anteil der Beta-
Galaktosidase positiven Zellen nach 6 Std lag hierbei, bei 65,13% +1,52 sowie nach 12 Std
bei 74,71% 13,66. Die Ergebnisse sind in Abb.51 dargestellt. Da der
Untersuchungsschwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf das Aktin und Migrationsverhalten
von MSCs bzw. deren Beeinflussbarkeit tiber SW/DW-Behandlung untersucht werden soll,

erfolgt die Visualisierung des Aktinzytoskeletts mittels Phalloidinfarbung.

82



ERGEBNISSE

3.8. Nachweis von Aktinzytoskelettveranderungen mittels
Phalloidinfarbung

Fir die Visualisierung des F-Aktin-Zytoskeletts (Pellegrin and Mellor, 2007) wird das
fluoreszenzmarkierte Phalloidin (Alexa Fluor®488, Absorption: 495nm, Emission: 517nm,
Molecular Probes, Invitrogen, Leiden, Niederlande) genutzt. Nachdem die Zellen SW/DW-
behandelt, mit Phalloidin und DAPI eingefdrbt wurden, konnten im ersten Schritt die F-
Aktinfasern der hMSCs nach gerichteten und ungerichteten Fasern unterschieden werden

(Abb.52).

Abb. 52: Fluoreszensmikroskopische Aufnahme humaner mesenchymaler Stammzelle (hMSC).

Die Gesamtzellzahl wird mit dem Kernfarbstoff DAPI bestimmt. Die Zellen mit gerichteten (B) und
ungerichteten (A) Aktinfasern werden quantifiziert und der Gesamtzellzahl gegeniibergestellt (Zeiss Axiovert
200M, LD Plan-Neofluar, DAPI, FITC).

Als erstes wurden die humanen mesenchymalen Stammzellen mit dem Piezoson 100 (Wolf,
Knittlingen, Deutschland) mit Dauerimpulsbetrieb, Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und
einer Gesamtimpulsanzahl von 1000 behandelt. Um einen optimalen Zeitpunkt, fir die
Bestimmung der Faserqualitat beziglich des Ausrichtungsverhaltens auszuwahlen, wurde
eine Reihe von Vorversuchen getatigt. Exemplarisch sind in Abb. 54 die zeitabhdngigen
Veranderungen der F-Aktinfasern mit einer Energiedichte von 0,077mJ/mm? (Piezoson 100)
dargestellt. Die SW-behandelten MSCs wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach SW-
Behandlung abgestoppt. Neben der Kontrolle sind im nachfolgenden Diagramm (Abb. 53),
die Versuchsansatze direkt nach Schallung, 30 min nach Schallung und 60 min nach Schallung

graphisch dargestellt.
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Abb. 53: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils gerichteter F-Aktinfasern zu unterschiedlichen
Zeiten nach SW-Behandlung mit Piezoson100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im Dauerimpulsbetrieb,
Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und 1000 Gesamtimpulsanzahl pro Behandlung sowie einer Energiedichte
von 0,077mJ/mm?. Die Kontrolle besitzt 41,63+13,17% gerichtete F-Aktinfasern. Direkt nach Beschallung (A)
sind 35,60+10,73% an gerichteten Fasern detektierbar. Nach 30 Minuten (B) zeigt sich ein prozentualer Anteil
von 76,28+5,38% gerichteter Fasern, die nach 60 Minuten (C) bereits wieder auf 66,12+8,19% abgefallen sind
(Alle Ergebnisse besitzen Signifikanz).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fir die weiteren Versuche die Zeitpunkte to (direkt nach
Beschallung) und t; (30 Minuten nach Beschallung) verwendet. Fiir die ersten Versuche
wurden der Piezoson 100 (Wolf) und der Swiss Dolor Clast (EMS) im Dauerimpulsbetrieb, mit
einer Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und einer Gesamtimpulsanzahl von 1000 Impulsen,

verwendet (Abb.54).
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Abb. 54: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils gerichteter F-Aktinfasern zum Zeitpunkt t, (direkt
nach der Beschallung). Es wurden mit dem mit Piezoson 100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im
Dauerimpulsbetrieb, Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und 1000 Gesamtimpulsanzahl pro Behandlung mit
0,077mJ/mm? und 0,173mJ/mm? sowie addquate Versuche mit Swiss Dolor Clast®, Applikator 15mm (Elektro
Medical Systems GmbH, Konstanz, Deutschland) mit 0,5 bar durchgefiihrt.
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Die Detektion von gerichteten F-Aktinfasern zeigte direkt nach SW-DW-Applikation (to)
signifikante Veranderungen. Die DW-Behandlung mit dem Swiss Dolor Clast mit 0,5 bar
(50,95%+5,26) sowie die SW-Behandlung mit dem Piezoson 100 mit 0,077mJ/mm? (36%
+2,38), zeigten signifikante Verringerungen des prozentualen Anteils, der gerichteten Fasern
im Vergleich zur Kontrolle (59,43%+5,97). Die SW-Behandlung mit dem Piezoson 100 mit
0,173mJ/mm? zeigte eine signifikante Erhéhung des gerichteten Anteils auf 70,94%15,35
(Abb.54). Als weiterer Beobachtungszeitraum wurde der Zeitpunkt 30 min nach Behandlung

vorgesehen (1), der in Abb. 55 graphisch dargestellt ist.
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Abb. 55: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils gerichteter F-Aktinfasern zum Zeitpunkt t; (30 min
nach der Beschallung). Es wurden mit dem mit Piezoson100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) im
Dauerimpulsbetrieb, Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und 1000 Gesamtimpulsanzahl pro Behandlung mit
0,077mJ/mm? und 0,173mJ/mm? sowie addquate Versuche mit Swiss Dolor Clast®, Applikator 15mm (Elektro
Medical Systems GmbH, Konstanz, Deutschland) mit 0,5 bar durchgefiihrt.

Die Detektion von gerichteten F-Aktinfasern 30 min nach (t;) SW-DW-Applikation zeigt
ebenfalls signifikante Veranderungen (Abb.55). Die DW-Behandlung mit dem Swiss Dolor
Clast mit 0,5 bar (88,11%%5,56) sowie die SW-Behandlung mit dem Piezoson 100 mit
0,077mJ/mm? (70,97%%*3,92) und 0,173mJ/mm? (67,42%+10,66) zeigten signifikante
Erhdhungen des prozentualen Anteils der gerichteten Fasern, im Vergleich zu den
unbeschallten Kontrollen (59,43%5,97). Weitere Versuche wurden addquat mit dem Storz

Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) durchgefihrt (Abb.56).
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Fir die Versuche mit fokussierter Stosswelle wurde die Vorlaufstrecke II, mit einer
Fokuszone von 0-30 mm verwendet, fir die Radiale wurde der Applikator @15 mm
verwendet. Es wurde im Dauerimpulsbetrieb, mit einer Wiederholungsfrequenz von 4 Hz

und einer Gesamtimpulsanzahl von 1000 Impulsen gearbeitet.
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Abb. 56: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils gerichteter F-Aktinfasern zum Zeitpunkt t, (direkt
nach der Beschallung- Abb. A/C) und zum Zeitpunkt t; (30 min nach der Beschallung- Abb. B/D). Die
Beschallungen wurden mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) durchgefihrt.
Fur die Versuche mit fokussierter Stosswelle wurde die Vorlaufstrecke Il, mit einer Fokuszone von 0-30 mm
verwendet, fir die radiale wurde der Applikator @15 mm verwendet. Die Durchfiihrung war im
Dauerimpulsbetrieb mit der Wiederholfrequenz: 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000. Es wurden die
Energiestufen 0,2mJ/mm? und 0,3mJ/mm? durchgefiihrt. Fiir die Behandlung mit radialer Stosswelle wurden
die Energiestufen von 1 und 1,4 bar benutzt.

Direkt nach SW-/DW-Behandlungen zeigten sich sowohl fir die Druckwelle (1 bar:
50,38%+5,26; 1,4bar:44,4%+7,14) als auch fur die fir die Stosswelle (0,2mJ/mm?:
41,69%%4,08; 0,3 mJ/mm?: 36,48%+3,40) eine signifikante Reduzierung der gerichteten F-
Aktinfasern im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (62,41%+5,32).
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Nach 30 Minuten waren die DW-behandelten Fasern (1 bar: 59,12%+3,69; 1,4bar:
45,49%+6,89) weiterhin weniger stark ausgerichtet, als die unbehandelten Kontrollen
(62,41%+5,32). Bei der fokussierten SW-Behandlung wiesen die mit 0,3mJ/mm? behandelten
Zellen weiterhin eine signifikante Reduzierung (43,89%%3,77), die mit 0,2mJ/mm? eine
signifikante Erhohung der Anzahl (82,46%+4,79) gerichteter F-Aktinfasern, im Vergleich zur
Kontrolle (62,41%+5,32) auf. Bei der Quantifizierung der F-Aktinfasern wurden zusatzlich die
Anzahl depolymerisierter Aktinstrukturen quantifiziert und in nachfolgende Diagramme

(Abb.57) graphisch dargestellt.
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Abb. 57: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils depolymerisierter F-Aktinfasern zum Zeitpunkt to
(direkt nach der Beschallung- Abb. A) und zum Zeitpunkt t; (30 min nach der Beschallung -Abb. B). Die
Beschallungen wurden mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) durchgefihrt.
Fir die Versuche mit radialer Druckwelle wurde der Applikator 815 mm verwendet. Die Durchfiihrung war im
Dauerimpulsbetrieb mit der Wiederholfrequenz: 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahl betrug 1000. Es wurden die
Energiestufen 1 bar und 1,4 bar benutzt.
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Die Untersuchung der Faserstruktur des Aktins ergab in der Kontrollgruppe einen Anteil
depolymerisierter Fasern von im Durchschnitt 4,33% +0,96. Bei der Behandlung der MSCs
mit radialer StoRBwelle (Storz), zeigte sich direkt nach der Exposition mit 1 bar, ein
prozentualer Anteil von im Durchschnitt 5,2%+3,11, bei 1,4 bar ein Anteil von im
Durchschnitt 11,54%+5,38 depolymeriserten F-Aktins (Abb. 58A). 30 min nach DW-
Behandlung lag der Anteil depolymerisierter Fasern mit 1 bar bei 5,93%%4,69 und bei
1,4bar bei 9,02%+6,40 (Abb.58B). Somit konnte zu beiden Zeitpunkten, fir die Behandlung
mit 1,4 bar eine signifikante Erhdhung des Anteils depolymerisierter Fasern festgestellt
werden. Addquate Versuche wurden mit der fokussierten Einheit von Storz, mit Energien von

0,2mJ/mm? und 0,3mJ/mm? durchgefiihrt, und in den Abb. 58 graphisch dargestellt.
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Abb. 58: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils depolymerisierter F-Aktinfasern zum Zeitpunkt to
(direkt nach der Beschallung- Abb. A) und zum Zeitpunkt t; (30 min nach der Beschallung- Abb. B). nach SW-
Behandlung mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz). Fiir die Versuche mit
fokussierter Stosswelle wurde die Vorlaufstrecke II, mit einer Fokuszone von 0-30 mm verwendet. Die
Durchfiihrung war im Dauerimpulsbetrieb mit der Wiederholfrequenz: 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahl betrug
1000. Es wurden die Energiestufen 0,2mJ/mm? und 0,3mJ/mm? durchgefiihrt.

88



ERGEBNISSE

In Abb. 58 zeigt sich im Vergleich zur unbeschallten Kontrolle (4,33%+0,96), ein erhéhter
Anteil depolymerisierter F-Aktinfasern von 26,88%+10,29 bei 0,2mJ/mm? und 47,08%+12,71
bei 0,3mJ/mm?, direkt nach der SW-Behandlung (to). Nach einer Zeitspanne von 30 min (tj),
zeigt sich ein prozentualer Anteil von 29,43%+7,33 depolymerisierten F-Aktinfasern bei einer
Energie von 0,2mJ/mm? und ein Anteil von 53,1%+13,72 bei 0,3mJ/mm?2. Beide
Energiedichten flhrten demnach zu beiden Zeiten, zu einer signifikanten Steigerung der
depolymerisierten Fasern im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Aufgrund der oben
beschriebenen Ergebnisse, sollte die eNOS-Aktivitdt in diesem Kontext untersucht werden,
um Ruckschlusse auf den Einfluss von Scherkrdften wahrend der SW/DW-Applikation zu
ziehen. Des Weiteren sollte im Bezug zum Ausrichtungsverhalten der Zellen, beziglich der
Polaritat, ebenfalls die Aktivitat von Racl/ Cdc 42 detektiert werden. Beide Faktoren sollten

via Western Blot tberpriift werden.

3.9. Nachweis von eNOS und Racl/Cdc42 mittels Western
Blot

Die Western Blot Analyse mit dem monoklonalen Antikdrper Mouse Anti-Aktin, clone C4
(1:500; Millipore) zeigte sowohl in der Kontrolle als auch bei den SW-/DW-behandelten
Ansatzen in der Western Blot Analyse Proteinexpression von Aktin bei ~43kD (Abb. 60).
Aktin ist ein Protein des Zytoskeletts, das sich in nahezu allen Zellen befindet und dient als
interne Kontrolle. Bezliglich der F-Aktinzytoskelettveranderungen nach SW/DW-Behandlung,
sollte die Rolle von eNOS bzw. von Scherkrdften in diesem Zusammenhang untersucht
werden. Bei der Western Blot Analyse mit dem polyklonalen Antikorper Rabbit Anti-
eNOS/NOS Type Ill (1:700, BD Transduction Laboratories™) zeigte sich bei allen Ansatzen,
eine Expression des Proteins bei 140kD (Abb.59).
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Abb.59: Western Blot Analyse von eNOS/NOS Type Il humaner mesenchymaler Stammzellen

in Abhangigkeit der SW-/DW-Behandlung bei Dauerimpulsbetrieb und einer Wiederholfrequenz von 4 Hz mit
Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz).Die Gesamtimpulszahl betrug 1000 (n =4).
Auf der linken Seite sind die Ergebnisse 12 Std nach SW-/DW-Applikation, auf der rechten Seite 6 Std nach
Applikation dargestellt. Die Bandenhdhe des monoklonalen Antikorpers Mouse Anti-Actin, clone C4 (1:500;
Millipore) liegt bei 43kD, die Bandenhthe des polyklonalen Antikérpers Anti-eNOS/NOS Type 1l (1:700, BD
Transduction Laboratories™) liegt bei 140kD.

Aufgrund der Beobachtung von Depolymerisation und der Beeinflussbarkeit des
Ausrichtungsverhaltens der F-Aktinfasern, sollten in diesem Zusammenhang die Rolle von
RAC1/Cdc42 untersucht werden. Bei der Western Blot Analyse des polyklonalen Antikorper
Rabbit Anti-Rac1/Cdc42 (1:500, Biosource) zeigte sich bei allen Ansatzen, eine Expression
des Proteins bei 140kD (Abb.60) 12 Stunden nach Applikation.

Abb. 60: Western Blot Analyse von Racl/Cdc42 humaner
mesenchymaler Stammzellen in Abhangigkeit der SW-/DW-

Behandlung bei Dauerimpulsbetrieb und einer
Aktin ——— " \£iederholfrequenz von 4 Hz mit Storz Medical Duolith®SD1
(Storz  Medical AG, Tagerwilen, Schweiz). Die
Racl/ Gesamtimpulszahl betrug 1000 (n =4). Die Bandenhdhe des
Cdc4 - - - monoklonalen Antikérpers Mouse Anti-Aktin, clone C4
« 0.2 0.3 (1:500; Millipore) liegt bei 43kD, die Bandenhohe des
ml/mm? ml/mm? polyklonalen Antikorpers Anti-Rac1/Cdc42 (1:500, Biosource)

liegt bei 24kD.

Aufgrund der sichtbaren Banden in Abb. 58 (~140kD) sowie in Abb. 59 (~24kD) kann
festgestellt werden, dass humane MSCs 6 und 12 Stunden nach SW-/DW-Applikation (inkl.
Kontrolle) eNOS exprimierten. Rac1/Cdc42 konnte 12 Std nach SW-/DW- Behandlung
detektiert werden. Es kam demnach zu keiner Verdnderung in der Expression von eNOS

und/oder Rac1/Cdc42 liber SW/DW-Applikation.
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Da sich Gber DW/SW-Applikation ein starker Einfluss auf die Zytoskelettformation von MSCs
nachweisen liel3, sollte in einem weiteren Schritt Gberprift werden, ob dies ebenfalls einen
Einfluss auf das Migrationsverhalten der MSCs hat. Als erster Migrationsassay wurde hierfiir

der Boyden Chamber Assay gewahlt.

3.10. Untersuchung der Migration mittels Boyden Chamber
Assay

Zur Uberpriifung der migratorischen Eigenschaften von MSCs wird der modifizierte Boyden
Chamber Assay (Boyden, 1962; Schmidt, et al., 2006a) benutzt. Dieser wurde urspringlich
fir die Analyse von Chemotaxis bei Leukozyten etabliert (Methods in Molecular Biology, vol
294: Cell migration: Developmental and Protocols, Hong-Chen Chen, Humana Press 2008).
Bei der Auswertung des Boyden Chamber Assays wurden ausschlie8lich komplett migrierte
Zellen quantifiziert (Abb.61). Die Untersuchungen der Migrationsleistung im Boyden
Chamber Assay nach SW-Behandlung mit dem Piezoson 100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland)
im Dauerimpulsbetrieb, und einer Gesamtimpulsanzahl von 500 (A, C) im Vergleich zu 1000
(B, D) ist in Abb.62 graphisch dargestellt. Ebenfalls wurden die Behandlungen mit einer
Wiederholungsfrequenz von 2Hz (A, B) und 4 Hz (C, D) gegenlibergestellt. Die Schallungen
zeigten bei 500 Impulsen und einer Wiederholfrequenz von 2 Hz, eine signifikante Erh6hung
der Migration bei 0,077mJ/mm? (23 +1,83) und einer signifikanten Erniedrigung bei
0,238mJ/mm? (13 +1,41). Bei einer Beschallung mit 1000 Impulsen (2Hz) kommt es zu
signifikanten Erhdéhungen der Migration bei 0,048mJ/mm? (26,75 +3,59) sowie bei
0,077mJ/mm? (27 +1,83). Zu einer signifikanten Verringerung der Migration kommt es bei
Beschallungen mit 0,122mJ/mm? (13,75 +1,71) sowie 0,238mJ/mm? (8 +2,58) im Vergleich zu
Kontrolle (19,75 +1,71).
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A

Abb.61: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von migrierten Zellen im mod. Boyden Chamber Assay

Es wurden nur vollstandig migrierte Zellen (A) gezahlt, die sich bereits in den Filterporenbefindlichen MSCs,
aber noch nicht migrierten MSCs (B), wurden nicht quantifiziert. Die vollstandig migrierten Zellen sind die
groRBen Gebilde in Bild A, die in den Filterporen steckenden MSCs, zeigen die in Bild B dargestellten kleineren
fluoreszierenden Gebilde. Der Filter wurde meanderformig untersucht, um Doppelzdhlungen zu vermeiden
(Zeiss Axiovert 200M, LD Plan-Neofluar, 20x, DAPI).

30 4
*
25 4 I
0] 1
*

15 1
10

s

o

Kontrolle 0,048mJ/mm? 0,077mJ/mm? 0.,122mJ/mm? 0,238mJ7mm?
500
Impulse
35
* B
30 *
-
25
20
*
15
*
10
5
0
Kontrolle 0,048 m¥mm? 0,077 mfmm? 0,122 mirm# 0,238 m¥m?
1000
Impulse

35 4
* *
30 4
25 4
20 4 *
15 4
10 1
5
0
Kontrolle 0,048 0,077 0,122 0,238
mJ/mm? mJ/mm? mJ/mm? mJ/mm?
500
Impulse
* D
I
.
Kontrolle 0,048 mJ/mn 0,077 mJ/mm? 0,122 mJ/mm? 0,238 mJ/mnt
1000
Impulse

Abb. 62: Graphische Darstellung migrierter MSCs im Boyden Chamber Assay nach SW-Behandlung mit Wolf
Piezoson 100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland). Es wurden die Energiestufen (0,048 mJ/mm?2, 0,077 mJ/mm?2,
0,122 mJ/mm?, 0,238 mJ/mm?) in Kombination mit 500 Impulsen (A, C) oder 1000 Impulsen (B, D) sowie einer
Wiederholfrequenz von 2 Impulsen pro Sekunde (A, B) oder 4 Impulsen pro Sekunde (C, D) ausgetestet
(p<0,05).
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Bei einer Wiederholungsfrequenz von 4 Hz ergeben sich bei 500 Gesamtimpulsen
signifikante Erh6hungen der Migration bei 0,077mJ/mm? (26,25 +4,99) und 0,238mJ/mm?
(27,25 +4,65) und eine signifikante Erniedrigung der Migration bei 0,122mJ/mm? (16 +1,15).
Identischer Versuchsaufbau jedoch mit einer Gesamtimpulsanzahl von 1000 Impulsen, zeigt
eine stark signifikante Erhohung der Migration bei 0,077mJ/mm? (39,75 +2,06) sowie einer
signifikanten Erniedrigung bei 0,238mJ/m? (4,5 +1,73). Die Untersuchungen der
Migrationsleistung im Boyden Chamber Assay nach DW-Behandlung mit dem EMS Dolor
Clast (EMS, Konstanz, Deutschland) im Dauerimpulsbetrieb, und einer Gesamtimpulsanzahl
von 1000 ist in Abb.63 graphisch dargestellt. Es wurden die Wiederholfrequenz von 2Hz (A)
und 4 Hz (B) gegenubergestellt.
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Abb.63: Graphische Darstellung migrierter Zellen im Boyden Chamber Assay nach SW-Behandlung (1000
Impulse) mit dem EMS-Gerat Dolor Clast (Elektromedical System, Konstanz, Deutschland). Es sind in (A) die
Ergebnisse mit einer Wiederholfrequenz von 2 Impulsen pro Sekunde und in (B) mit 4 Impulsen pro Sekunde
dargestellt. Die Gesamtpulsanzahl pro Behandlung betrug 1000 Impulse. Die Ausgetesteten Energiestufen
waren 0,25 bar, 0,50bar, 0,75 bar, 1,00bar, 1,25 bar, 1,5 bar.

93



ERGEBNISSE

Die DW-Behandlungen mit einer Wiederholungsfrequenz von 2 Hz zeigten bei fast allen
Beschallungen, mit Ausnahme von 0,75 bar (32 % 5,35), signifikante Erhohungen der
Migrationsrate im Vergleich zur Kontrolle (8,5 +3,65). Es wurden Beschallungen mit 0,25 bar
(23+ 2,16), 0,5 bar (33,25+ 2,99), 0,75 bar (32+ 5,35), 1,00bar (27,75 £10,34), 1,25 bar (10,25
+3,77) und 1,5 bar (10,25+1,50) quantifiziert. Identische Versuche wurden mit einer
Wiederholungsfrequenz von 4 Hz durchgefiihrt und ergaben signifikante Erhéhungen der
Migrationsleistungen im Vergleich zur Kontrolle (8,5 +3,65), mit Ausnahme von 1,25 bar
(15,77 +2,94) sowie 1,5 bar (14,71 +6,08). Die graphische Darstellung zeigt einen Anstieg von
0,25 bar (20 #4,24) auf 0,5 bar (17,75 +2,63) und einen leichteren Abfall von 0,75 bar (11
+1,83) auf 1 bar (14,31+6,34). Die Migrationsleistung von MSCs im Boyden Chamber Assay
wurde ebenfalls mit dem Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz)
durchgefiihrt. Die Behandlung erfolgte mit Dauerimpulsbetrieb und einer

Wiederholungsfrequenz von 4 Hz und einer Gesamtimpulsanzahl von 1000.
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Abb. 64: Quantitative Bestimmung migrierter MSCs im Boyden Chamber Assay nach SW-Behandlung (1000
Impulse, Wiederholfrequenz 4 Impulse/Sekunde) mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen,
Schweiz). Die Ergebnisse mit der fokussierten StoBwelle (A) und der radialen Druckwelle (B) wurden zur
Unbeschallten Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt. Die x-Achse weist die verschiedenen Energiestufen auf. Die Y-
Achse weilt die Anzahl vollstandig migrierter Zellen aus.
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Die Behandlung mit der fokussierten Einheit des Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical
AG, Tagerwilen, Schweiz) zeigte eine signifikante Erhohung der Migrationsrate bei einer
Behandlung mit 0,15 mJ/mm? (739,5 +77,60) und 0,2 mJ/mm? (827,75 +106,17), im
Vergleich zur unbeschallten Kontrolle (591,75 +35,31). Die restlichen Beschallungen mit 0,01
mJ/mm?2 (505 +47,62), 0,02 mJ/mm? (561 +68,43), 0,1 mJ/mm? (569,25+71,04), 0,25mJ/mm?
(473,75 +54,27) sowie mit 0,07 mJ/mm? (405£63,09) und 0,3mJ/mm? (330,25+49,42) zeigten
eine Minimierung der Migrationsrate im Vergleich zur Kontrolle (591,75 +35,31), die in den
letzten beiden Fallen signifikant war. Die DW-Behandlung mit der radialen Einheit des Storz
Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz) zeigte eine signifikante
Minimierung der Migrationsrate bei Beschallung mit 1 bar (143,25 +23,42), 1,2bar (327,25
+46,13), 1,4bar (493,5 +41,03) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (591,75 +35,31).
Um diese Ergebnisse mit einem weiteren Migrationsassay zu Uberpriifen und abzusichern,
sollten weitere Versuche mit dem Wundheilungsassay (,Wound and Healing- Assay”)

durchgefiihrt werden.
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3.11. Untersuchung der Migration mittels Wundheilungsassay

Beim Wundheilungsassay (Wound and Healing-Assay) werden MSCs auf speziellen,
reflektionsarmen ibidi-Zellkulturschalen (60u-Dish fur Lebendzellanalyse, ibiditreat, Ibidi,

Martinsried, Deutschland) mit einer Dichte von 2000 Zellen pro cm? ausplattiert.

Abb. 65: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Wundheilungs-(Wound and Healing-)Assay bei MSCs. Der
konfluente Monolayer wird mit Hilfe einer weifRen Pipettenspitze ,gescracht”, so dass eine zellfreie ,,Wunde”
im  Monolayer entsteht (A). Die Zellkulturschale wird in das Vitalmikroskop (Zeiss) unter
Brutschrankbedingungen inkubiert. Mit Axio Cam MR Axiovert 200M (Zeiss) werden dann Gber 24 Std alle 10
Minuten Bilder gemacht, die den Wundverschluss (B-D) protokollieren. Die Wundheilung wird mittels der
Flache in Axiovert 200M (Zeiss) berechnet (Zeiss Axiovert 200M, A-Plan 5x/0.12).

Bei einer Konfluenz von circa 90% wird mit einer Pipettenspitze; ein zur Kulturschale
Querverlaufender Wall (Wunde/Scratch) in den Zellrasen gezogen. Es werden mit der Axio
Cam MR Axiovert 200M (Zeiss) alle 10 min Bilder des ,Status Quo“ angefertigt (Objektiv A-
Plan 5x/0.12), so dass nach 24 h eine Komplettdokumentation entsteht, die den Verlauf des
,Wundverschlusses” protokolliert. Zur Auswertung des Assays gehort die Erfassung der

Zeitspanne, die fur den kompletten Wundverschluss nétig ist (Abb.65).
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Bei der Durchfiihrung des ,,Zellrasenverwundung”, wurden moglichst gleichgroRe Wunden in
den Zellmonolayer appliziert, um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu haben. Die
Zellwundenflache betrugen im Durchschnitt 191035,08 um?, die Standardabweichung wurde
dem Graph (Abb.66) beigefiigt.
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Abb. 66: Statistische Auswertung der Wundflachen beim Wundheilungsassay. Eine moglichst gleichgroRRe
Waundflache ist fir die Vergleichbarkeit der verschiedenen Ansatze unerlasslich. Die graphische Darstellung
weist die zellfreie Fliche zum Zeitpunkt o (to) in um? sowie die Standardabweichung der Gesamtflachen der
verschiedenen Ansétze aus.

Der Verlauf des Wundverschlusses wurden 4 und 8 Stunden nach Scratch bestimmt und
ergab folgende Ergebnisse, die in Abb. 67 graphisch dargestellt sind. Nach 4 Stunden (A)
konnte bei den nichtbeschallten (n=4) Scratch ein Wundverschluss von 32,81% (+8,76)
verzeichnet werden. Die beschallten Scratchs mit 0,15mJ/mm?, zeigten einen geringeren
Wundverschluss von 28,94% (+2,99) sowie einen starkeren Wundverschluss bei 0,2mJ/mm?
von 58,31% (+9,94). Nach 8 Stunden (B) wurde bei der Kontrollgruppe ein Wundverschluss
von 59,81% (+5,63), bei 0,15mJ/mm? ein Wundverschluss von 51,42% (+6,04) und bei
0,2mJ/mm? ein Wundverschluss von 93% (+11,22) festgestellt. Nach 12 Stunden (nicht
graphisch dargestellt), waren alle Scratch komplett geschlossen, mit Ausnahme der mit

0,15mJ/mm? beschallten Gruppe, die einen Wundverschluss von 75,15% (+5,11) aufwies.
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Abb. 67: Graphische Darstellung des Wundverschlusses (in Prozent) humaner mesenchymaler Stammzellen
nach SW-Applikation mit der fokussierten Einheit von Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG,
Tagerwilen, Schweiz).Die Darstellungen zeigen den Wundverschluss in Prozent 4 Std nach Scratch (A) und 8 Std
nach Scratch (B). Die X-Achse zeigt die verwendeten Energiedichten in der Einheit mJ/mm? und die Y-Achse
stellt den Wundverschluss in Prozent aus. Die Schallungen wurden mit 0,15 und 0,2 mJ/mm? durchgefihrt.

Es wurde des Weiteren der Zeitraum graphisch dargestellt, der bis zum vollstandigen
Zuwachsen der Wunde des Zellrasens vergangen ist. Diese Ergebnisse wurden in Abb. 68

graphisch dargestellt.
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Abb. 68: Graphische Darstellung der Zeit bis zum vollstindigen Wundverschluss in Minuten nach SW-
Behandlung mit Storz Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz). Die X-Achse weist die
Energiedichten in mJ/mm? aus, die Y-Achse die Zeit in Minuten. Die Schallungen wurden mit 0,15 und 0,2
mJ/mm? durchgefihrt.
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Wie in Abb. 68 dargestellt ist, zeigt sich ein vollstindiger Wundverschluss in der
Kontrollgruppe nach 645min (£26,46), in der mit 0,15mJ/mm? behandelten MSCs nach 805
min (x17,32) und bei mit 0,2mJ/mm? behandelten mit 455 min (+67,58). Die Behandlung mit
0,2mJ/mm? zeigt damit eine (signifikant) erniedrigte Wundverschlusszeit. Um die Vorginge
der Migrationsassays besser deuten zu kdnnen, sollte der Einfluss von SW/DW auf die

Zellbewegung mittels Zelltracking-Assays naher untersucht werden.

3.12. Untersuchung der Zellbewegungen mittels Zelltracking

Fiir die Auswertung der Zellbewegung werden Uber einen Zeitraum von 24 Std mit der Axio
Cam MR Axiovert 200M (Zeiss) alle 10 min Bilder des ,Status Quo“ angefertigt (Objektiv A-
Plan 5x/0.12), so dass eine Komplettdokumentation entsteht, die die Zellbewegung nach
Geschwindigkeit, zuriickgelegte Strecke und die Distanz zum Ausgangspunkt der Zelle nach
24 Std protokolliert. Die Daten werden in Metamorph exportiert, ausgewertet und sind in

nachfolgenden Abbildungen graphisch dargestellt.
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Abb. 69: Graphische Darstellung der zuriickgelegten Distanz pro 10 Min nach SW/DW-Behandlung mit Storz
Medical Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz).Die X-Achse weist die Energiedichten in mJ/mm?
und bar aus, die Y-Achse die Strecke in Pixel.

Die Ergebnisse des Zelltracking-Assays zeigen fiir alle Beschallungen mit fokussierter (0,2
mJ/mm? und 0,3 mJ/mm?) sowie mit radialen StoBwelle (1 bar und 1,4bar), signifikante
Erhohungen der zurlickgelegten Distanz (Abb.69). Die zuriickgelegten Distanzen der Kontroll-

MSCs betragen im Mittel 3,46 Pixel (+0,74).
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Nach den Beschallungen mit der Fokussierten Einheit von Storz zeigen sich nach einer
Behandlung mit 0,2mJ/mm? eine zurlickgelegte Distanz von 4,77 Pixel (#0,76) und bei
0,3mJ/mm? eine Distanz von 4,45 Pixel (+1,25) und stellt somit eine signifikante Erhéhung
im Vergleich zur Kontrolle dar. Die Behandlung mit 1 und 1,4 bar (Radiale StoRwelle) zeigen
ebenfalls signifikante Erhéhungen der Zellbewegung von 4,76 Pixel (+0,96) bei 1 bar und 4,72
Pixel (+0,84) bei 1,4bar. Bei der Beurteilung der Geschwindigkeiten ergeben sich ebenfalls
signifikante Ergebnisse mit selben Beschallungsmustern (Abb.71). Die Geschwindigkeiten
betragen in den Kontrollgruppen im Mittel 0,33 Pixel/Minute (+ 0,07) und erhéhen sich bei
der Beschallung mit der fokussierten Einheit bei 0,2mJ/mm? auf 0,47 Pixel/Minute (+0,07)
und bei 0,3mJ/mm? auf 0,45 Pixel/Minute (+0,13). Die Behandlung mit 1 bar ergibt eine
Geschwindigkeit von 0,47 Pixel/Minute (+0,09) und die mit 1,4 bar von 0,46 Pixel/Min

(+0,08) und stellen somit ebenfalls eine signifikante Erhéhung dar.
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Abb. 70: Graphische Darstellung der Geschwindigkeit in pix/min nach SW/DW-Behandlung mit Storz Medical
Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz). Die X-Achse weist die Energiedichten in mJ/mm? und bar
aus, die Y-Achse die Geschwindigkeit in Pixel pro Minute (Pix/min).

Die zuruckgelegten Distanzen zum Ausgangspunkt werden ebenfalls mit Metamorph
bestimmt und ergeben fir die Kontrollgruppe im Mittel einen Wert von 705,44 Pixel (+
282,25), welcher von allen beschallten Zellen Gberschritten wurde (Abb.71). So ergeben sich
fur die fokussierten Behandlungen mit 0,2mJ/mm? eine Distanz von 872,18 Pixel (+268,79)
und mit 0,3 mJ/mm? eine Distanz von 714,34 Pixel (¥305,19), welche im Vergleich zu den

unbehandelten Kontrollen, nicht signifikant sind.
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Bei der Behandlung mit 1 bar ergab sich eine durchschnittliche Distanz zum Ausgangspunkt

von 844,65 Pixel (+293,63) und bei der 1,4bar von 797,95 Pixel (+265,21).
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Abb. 71: Graphische Darstellung der Distanz zum Ausgangspunkt SW/DW-Behandlung mit Storz Medical
Duolith®SD1 (Storz Medical AG, Tagerwilen, Schweiz). Die X-Achse weist die Energiedichten in mJ/mm? und bar
aus, die Y-Achse die Strecke in Pixel.

101



DISKUSSION

4. Diskussion:

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) verfligen Uber ein hohes therapeutisches Potential und
werden deshalb im Bereich der Transplantationsmedizin eingesetzt. Der Erfolg dieser
Therapieform ist jedoch durch die geringe Anzahl vom MSCs, die ihr Zielgebiet erreichen
limitiert. Eine direkte Applikation ins Zielgewebe, ist in einigen Fallen, wie beim Herzen
kontraindiziert  (Breitbach, et al.,, 2007). Bestrebungen die Effizienz der
Transplantationstherapie liber die Verbesserungen der Migration zu erreichen, bestehen im
Ansatz die Transplantationsnische zu modifizieren oder die Zellen zu konditionieren. Im
Rahmen dieser Arbeit soll geklart werden, ob sich mesenchymale Stammzellen in lhrem
biologischen  Verhalten und |hren Charakteristiken Uber stoBwellen- bzw.
druckwelleninduzierte Mechanotransduktion modifizieren lassen. Es sollen zellbiologische
Adaptationsprozesse der MSCs, vor allem im Bereich des Zytoskeletts und des
Migrationsverhaltens, zeit- und dosisabhdngig untersucht werden. Es konnte mit der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen (iber ein hohes
mechanosensitives Potential verfiigen und sie sich signifikant von SW und DW beeinflussen
lassen. Die Untersuchungen in vitro zeigten fir SW- und DW-Applikation divergente
Ergebnisse. Es konnten Verdnderungen der Zellreaktion in Abhédngigkeit von der
Gesamtimpulsanzahl, Wiederholungsfrequenz, applizierten Energiedichte und des
Zeitfaktors festgestellt werden. Die Wirkmaxima in vitro waren von den jeweils eingesetzten
Gerdten abhangig und zeigten gerade im Vergleich der SW- und DW-Applikation eine

unterschiedlich breite Range.

4.1. Charakterisierung und Monitoring humaner MSCs

Fir die vorliegende Arbeit wurden ausschlieflich MSCs optimaler Qualitdt und
Beschaffenheit ausgewahlt. Die Uber Dichtezentrifugation gewonnenen, spindelférmigen
und plastik-adhdrenten Zellen wurden mittels Colonie-Forming-unit- (CFU-) Assay,
Differentierungsassays (adipogene, chondrogene und osteogene Differentierung) und FACS-

Analyse kontrolliert.
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Fiir die FACS-Analyse wurden die von Pittenger beschriebenen Oberflachenmolekiile CD-14
(Monozyten und Makrophagen), CD-34 (Hamatopoetische Stammzellen) und CD-45
(Leukozyten) benutzt, die als Negativmarker eingesetzt wurden (Pittenger, et al., 1999). Des
Weiteren wurden der Oberflichenmarker CD 105 (Endoglin- TGF-R-Rezeptor) als
Positivmarker fir MSCs eingesetzt (Barry et al, 1999). Aufgrund der Oberflachenprasenz von
Cd 105 auf Endothelzellen (Gougos et al, 1988, Airas et al, 1995) wurde zusatzlich der Cd 106
(VCAM-1- Vascular cell adhesion molecule-1) (Klinz, et al., 2005; Schmidt, et al., 2006a;
Schmidt, et al., 2006b) bestimmt, der im Normalfall bei Endothelzellen fehlt und nur bei
entziindlichen Prozessen exprimiert wird (Osborn et al, 1989). Der verhaltnismaRig geringe
Anteil von MSCs an der Gesamtzellzahl (Pittenger, et al., 1999) sowie die altersabhdngige
Verringerung des Anteils von MSCs (Caplan, 2007), sind hinsichtlich des hohen
durchschnittlichen Alters unserer Probanden von 64,5 Jahren, zu beachten. Der Nachweis
der Plastizitat der MSCs und die exemplarischen Ergebnisse der FACS-Analyse, mit einen
durchschnittlichen Gehalt von 64,5 Prozent MSCs , deckten sich mit den
Untersuchungsresultaten anderer Arbeitsgruppen (Arnhold, et al., 2006; Klinz, et al., 2005).
Die Heterogenitat der MSC-Zellkultur wurde bereits von Vogel und Kollegen genauer
betrachtet (Vogel, et al., 2003). Von vielen Arbeitsgruppen werden sie aufgrund der
Heterogenitat deshalb weiter gefasst, und als so genannte, stromalen Knochenmarkszellen,
bezeichnet (Minguell, et al., 2001). Bezogen auf die vorliegende Arbeit miissen das Alter der
Probanden und die unzureichenden Angaben der Medikamentation und/oder anderen
Erkrankungen der Probanden, unter dem Aspekt der Mechanotransduktion, beriicksichtigt
werden. Mit dem Alter verdndern sich Form und GréBe von MSCs (Baxter, et al., 2004),
welche zu einer gestorten (Jaalouk and Lammerding, 2009) oder veranderten
Mechanotransduktion (Huang and Ingber, 2005; Meazzini, et al., 1998) fiihren kann. Des
Weiteren konnte an MSC gezeigt werden, das mit dem Alter der Probanden insbesondere
die Reaktionsfahigkeit von Aktin auf mechanische Stimuli nachldsst und die Gefahr von
Seneszenz erhoht wird (Kasper, et al., 2009). Dies ist ein wichtiger Punkt, der in Anbetracht
des relativ hohen Durchschnittsalters der Probanden mit beriicksichtigt werden muss. Da die
durchgefiihrten Versuche von entsprechenden Kontrollen begleitet wurden, sind sie

dennoch aussagekriftig.
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Versuche an MSCs jlingerer Patienten, konnten aufgrund von altersspezifischen
Sensitivitaten, zu abweichenden Wirkmaxima, bezogen auf die applizierten Dosen fihren.
Nach Kasper und Kollegen kann vermutet werden, dass MSCs jlingerer Probanden noch
sensitiver auf mechanische Stimuli reagieren kdnnten. Aufgrund der sehr geringen Anzahl
junger Probanden, konnen hier derzeit von uns keine eindeutigen Aussagen getroffen
werden. Auch zeigen die Untersuchungen von Lohrer und Kollegen (Lohrer, et al.), bei der
Druck- und StoRwellenapplikation altersabhéngig unterschiedliche Ergebnisse. So zeigten
sich bei den Studien von Lohrer et al. ein signifikant starkeres Ansprechverhalten von
Patienten > 50 Jahren auf die fokussierte, als auf die radiale SW. Neben den
morphologischen Verdnderungen der MSCs nach SW/DW-Behandlung, auf die spater ndher
eingegangen wird, stellen der Zellabtrag und das Adhasionsverhalten, wichtige Faktoren in

der in vitro-Behandlung von MSCs bzw. Zellen allgemein dar.

4.2. Zellabtrag und Adhasion (Fokale Adhasion):

Der Zellabtrag stellt einen erstlimitierenden Faktor fir alle in vitro-Beschallungen von Zellen
dar. Es konnten dichteabhdngige Zellabtrdage im Versuchsaufbau festgestellt werden. Wie
von Mott und Helmke gezeigt wurde, sind die Reaktionen der Zellen zum Teil
Konfluenzabhangig, welches sich in unseren Versuchen in dem Ausmald der Zellabtrage
widerspiegelte (Mott and Helmke, 2007). Es konnten Zellverluste proportional zur Zelldichte
in den durchgefihrten Versuchen festgestellt werden. Es zeigten sich mikroskopisch
ebenfalls, die von Mott und Helmke beschriebenen, gekriduselten Zellrdnder vermehrt bei
dichten Zellmonolayern. Zellverluste durch Kavitation, die durch kreisrunde zellfreie Flachen
charakterisiert waren (Ohl and Wolfrum, 2003), konnte Uber die Verwendung von
teilentgastem Medium minimiert werden. Neben diesen beschriebenen Faktoren, wie
zelldichteabhdngige Verdanderungen der einwirkenden Krafte und kavitationsbedingter
Zellabtrag, muss in diesem Zusammenhang die Adhdsion (Fokale Adhé&sionen) naher
betrachtet werden. Von Doyle und Lee (Doyle and Lee, 2005) wurden Verdnderungen der

Zelladhasion im Kontext mit mechanosensitiven lonenkanélen diskutiert.
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Es konnten bei der Behandlung mit Piezoson 100 mit einer Energiedichte von > 0,122
mJ/mm? ein verstarktes Adhasionsverhalten der Zellen, im Vergleich zur Kontrolle, mit dem
Untergrund festgestellt werden. Die Zellen l6sten sich sehr viel schlechter nach der
Behandlung mit Accutase, als die unbeschallten Kontrollgruppen. Die starker adhdrenten
Zellen, zeigten im Anschluss im Boyden Chamber Assay ein reduziertes Migrationsverhalten.
Da mechanische Stimuli die Anzahl Fokaler Adhdsionen erhéhen und somit eine starkere
Bindung an die Extrazellularmatrix bewirken kénnen (Meazzini, et al.,, 1998; Wang, et al.,
2005), sollte dies liber GTPasen uberpriift werden. Uber Western Blot —Analyse auf Anti-
Racl/ Cdc42 konnten keine signifikanten Erhéhungen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt
werden, was bedeuten konnte, das nicht die Anzahl der Fokalen Adhédsionen entscheidend
ist, sondern vielmehr deren Lokalisation, was in weiteren Untersuchungen Uberprift werden
sollte. Ebenfalls sollte die Aktivierung von Racl/ Cdc42 in diesem Kontext untersucht
werden. Da fur das Adhdsionsverhalten der Zellen, die Zellen mit ihrem Aktin Gber Integrine
mit der EZM verbunden sind und dort fokale Adhasionen bilden (Meazzini, et al., 1998),
wurden die Formation des Zytoskeletts in diesem Kontext ndher untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass es bei stirkerer Depolymerisierung des Aktins zu starkeren
Zellverlusten kam. Es scheint, als wiirde das gerichtete Aktin, eine stabilere Verbindung tber
Integrine mit der EZM eingehen (Turner and Pavalko, 1998). Eine sehr starke Korrelation
konnte bei der DW-Behandlung verzeichnet werden. Es kam zu sehr hohen Zellverlusten bei
gleichzeitig hohem Anteil depolymersierter Aktinfasern unter DW-Behandlung. Dies wurde
zuerst der rein mechanischen Wirkung der DW zugesprochen. Die aufgefangen Zellen, sowie
die verbleibenden Zellen waren jedoch im Vergleich zu den Versuchen von Gambihler
(Gambihler, et al.,, 1990) vital. Die Rolle des Aktins soll im nachfolgenden Kapitel ndher
diskutiert werden. Als weiterer wichtiger Betrachtungsaspekt konnten die Erkenntnisse von
Vetterkind zu unseren Ergebnissen hinzugezogen werden, der das Losen der Zellen von ihren
Fokalkontakten als erstes Zeichen des Absterbens der Zelle deutete (Vetterkind, et al., 2005).
In unseren Betrachtungen haben wir neben der Apoptose auch die Zellalterung via Beta-
Galaktosidase-Farbung untersucht, und konnten eine stark signifikante Erhohung der

Seneszenz (iber DW-Behandlung nachweisen.
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Im Nachweis der Apoptose, die als das Resultat eines gestorten zellularen Gleichgewicht
zwischen der Kontraktilitat und Adhéasion der Zelle gedeutet werden kann (Kuo, et al., 2003),
zeigten sich jedoch keine signifikanten Ergebnisse im Vergleich zur Kontrolle. Bei hohen
Energiedichten konnten jedoch stark erhdhte Anteile von 7-AAD-gefdarbten Zellkernen, die

als Avitalitatskennzeichen dienten, festgestellt werden.

4.3. DW/SW-bedingte Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts:

4.3.1. Formation des Aktinzytoskelett

Die Aktinzytoskelettformationsdanderung durch Stof3- bzw. Druckwellenbehandlung wurde
bereits im Kontext fokaler Adhédsionen und des Zellabtrags diskutiert. Da die
Zytoskelettformation des Aktins jedoch auch maRgeblich an dem Bewegungs- und
Migrationsverhalten von Zellen und an weiteren zellbiologischen Prozessen wie Apoptose
beteiligt ist, sollten stoBR- bzw. druckwellenabhdngige Verdnderung des Zytoskeletts in
diesem Zusammenhang untersucht werden. Hierzu wurden zeit- und dosisabhdngige
Untersuchungen der Organisation der Aktinfasern einschlieRlich des
Depolymerisierungsanteils der Fasern nach DW/SW-Applikation durchgefiihrt. Es zeigten
sich bei den Versuchen mit Piezoson 100 (Wolf, Knittlingen, Deutschland) stark
zeitabhangige Veranderungen der Organisation des Zytoskeletts bei der Behandlung mit
0,077mJ/mm?. Direkt nach Beschallung kam es zu einer Reduzierung des Anteils gerichteter
Fasern von 41,63+13,17% auf 35,60+10,73%. Nach 30 Minuten richteten sich die Fasern der
identisch beschallten Zellen jedoch so stark aus, so dass ein prozentualer Anteil von
76,2815,38% gerichtet war. Der Effekt war bereits nach 60 Minuten riicklaufig
(66,12+8,19%). Dies flihrte dazu, dass ein allgemeines Schemata festgelegt wurde, bei dem
die Fasern zum Zeitpunkt to, also direkt nach Beschallung, und zum Zeitpunkt t;, 30 min nach
Beschallung, observiert wurden. Des Weiteren wurde die MSCs vor der Behandlung auf
zytoskelettdre Verdanderung untersucht, da Veranderungen des Zytoskeletts durch eine
Veranderte Reiz-Reaktion-Antwort (Meazzini, et al., 1998) und verdnderter Genexpression
(Ingber and Folkman, 1989), die Versuche maligeblich mitbeeinflussen bzw. verfalschen

kébnnten.
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Zelldichteabhangigen Veranderungen der Zellreaktionen (Mott and Helmke, 2007) wurde
durch Auswahl identischer Konfluenzen ebenfalls Rechnung getragen. Die altersabhdngige
Verringerung der Dynamik des Zytoskeletts (Kasper, et al., 2009) konnte aufgrund der
Auswahl moglichst gleichaltriger Patienten vernachlassigt werden. Die Behandlung mit 0,5
bar (Swiss Dolor Clast - EMS) sowie 0,077mJ/mm? (Piezosson 100- Wolf) zeigte zum
Zeitpunkt to eine signifikante Erniedrigung des Anteils gerichteter Fasern im Vergleich zur
Kontrolle. Einen gegenteiligen Effekt erzielte die Schallung mit 0,173 mJ/mm? (Piezoson 100-
Wolf). Untersuchungen zum Zeitpunkt t;, zeigten bei allen drei Beschallungen eine
signifikante Erhohung des Anteils gerichteter Fasern im Vergleich zur Kontrolle, mit
héchstem Zuwachs bei DW-Behandlung mit 0,5 bar (Swiss Dolor Clast - EMS). Die zeit- und
dosisabhdngigen Beeinflussungen des Aktinzytoskeletts decken sich mit den Erkenntnissen
anderer Gruppen, die zeigten, dass mechanosensitive Effektorsysteme zeitabhangig aktiviert
werden (Banes, et al., 1995; Jones, et al., 1995), sie unterschiedlich sensitiv reagieren
(Barakat and Davies, 1998) und sich die Wirkungen der verschiedenen Effektoren
Uberlappen oder auch uberkreuzen (Jaalouk and Lammerding, 2009) und dann zu
unterschiedlichen Zellreaktionen fiihren konnen. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass der
mechanische Stressor ,,SW/DW* zu einer Umorganisationen des Zytoskeletts fiihrt und es in
Folge zu Zellformverdanderungen kommt (Sims, et al., 1992), die im Falle der Behandlung mit
0,5 bar und 0,077mJ/mm? zu temporar divergenten Ergebnissen fiihrte. Weitere Versuche
wurden mit der fokussierten und radialen Einheit des Storz Duolith SD1 durchgefihrt.
Geschallt wurde mit 1 bar, 1,4bar sowie 0,2mJ/mm? und 0,3mJ/mm?2. Alle MSCs zeigten zum
Zeitpunkt to eine Reduzierung der gerichteten Fasern im Vergleich zur Kontrolle, es konnten
jedoch keine temporar divergenten Ergebnisse zum Zeitpunkt t;, mit Ausnahme der
Beschallung mit 0,2mJ/mm?, festgestellt werden. Verdnderungen der Stressfaserformation
sind also entscheidend von der applizierten Dosis sowie des Zeitpunktes der Observation
abhangig. Energiedichteabhdngig kann es zu einer Irreversibilitdt der Formation, zumindest
innerhalb der ersten 30 Minuten, kommen. Untersuchungen {ber einen langeren

Beobachtungszeitraum, wurden in den von uns durchgefiihrten Versuchen, nicht erfasst.
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Gerichtete Fasern sollen die Migration der Zellen erhéhen (Kreis and Birchmeier, 1980) oder
wie eine Art Ruder wirken, die die Langsachse der Zelle bestimmen und die
Bewegungsrichtung vorgibt (Rid, et al.,, 2005). Da SW/DW-Applikation bei MSCs zu einer
signifikanten Beeinflussung des Aktinzytoskeletts fiihrt, sollen in diesem Zusammenhang die
Lokomotion und Zellmigration von MSCs untersucht werden. Von entscheidender Bedeutung
waren jedoch nicht nur der Anteil an gerichteten Aktinfasern, sondern auch der Anteil an
depolymerisierten Fasern, deren Verhaltnis entscheidend fiir die Lokomotion ist und

malgeblich von Scherkraften (Cipolla, et al., 2002; Morita, et al., 1994) mit beeinflusst wird.

4.3.2. Depolymerisierung des Aktinzytoskeletts

Alle Beschallungen zum Zeitpunkt to sowie t; zeigten eine signifikante Erhohung des Anteils
depolymerisierter Fasern, mit Ausnahme der Beschallung mit 1 bar. Die gesamten Ergebnisse
decken sich mit den Erkenntnissen anderer Arbeitsgruppen, die beschreiben, dass es unter
Scherkraften zu einer Umwandlung von filamentdsen in ,inaktives glomeruldres Aktin
(Morita, et al., 1994) kommen kann. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass
sich diese Dosis-Wirkungsbeziehungen lediglich auf die in vitro Behandlungen von MSCs
beziehen und sie sich nicht auf andere Zelltypen (ibertragen lassen (Smits, et al., 1991) oder
mit in vivo Bedingungen (Kochanski, et al., 2001) verglichen werden kdnnen. Des Weiteren
konnte es bei der Verwendung von MSCs jlingerer (< 64,5 Jahre) Probanden zu einer
Verschiebung der Effekte bei den eingesetzten Energiedichten kommen, da sich die
Mechanosensibilitat des Aktins altersabhangig verandert und mit dem Alter der Probanden
die Reaktionsfahigkeit von Aktin auf mechanische Stimuli nachlasst (Kasper, et al., 2009). Da
RHO-GTPasen maligeblich an der Formation von Aktinstressfasern beteiligt sein sollen (Giry,
et al., 1995; Paterson, et al., 1990), wurden diese Erkenntnisse im Western Blot untersucht,
welche jedoch keine quantitativen Verdanderungen zeigten. Eine genauere Aussage kdnnte

jedoch die Untersuchung der Aktivitdten und der Verteilung der RHO-GTPasen ergeben.
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Da Zytoskelettveranderungen des weiteren eine Veranderung der Genexpression bedingen
(Ingber and Folkman, 1989) und die Wirkung von Aktin auf mechanosensitive lonenkanéle
und auf den Ca2+-Einstrom bekannt sind, welche sich in vielerlei Zellreaktionen wie
Lokomotion und Zellmigration (Doyle and Lee, 2005; Munevar, et al., 2004) duBern, sollte
das Korrelationsverhalten zwischen der DW/SW-Applikation, Aktinformation und Migration-

und Lokomotionsverhalten von MSCs untersucht werden.

4.4, Untersuchung der Lokomotion von MSCs mittels Zelltracking:

Da SW/DW-Applikationen zu signifikanten Veranderungen der zytoskelettaren Strukturen
von MSCs fuhrt, und diese maligeblich am Bewegungsverhalten von MSCs beteiligt sind,
wurde die Lokomotion von MSCs unter SW/DW-Applikation ndher untersucht. Die
Zellbewegung ist Voraussetzung fiir das Migrationsverhalten von Zellen. Die Zellbewegung
gliedert sich ein Prozess bei dem durch Extension die Lamellopodien in kranialer Richtung,
nach vorne gestreckt werden (Ananthakrishnan and Ehrlicher, 2007). Dieser Prozess wird
Uber die Aktinpolymerisation vermittelt (Pollard, et al., 2000). Danach kommt es zu einer
neuen Adhasion des Zellkdrpers mit dem Untergrund in Bewegungsrichtung. Der Zellkorper
bewegt sich nach vorne und es kommt zur anschlieRenden De-adhdsion des kaudalen
Zellpols. Fir die Fortbewegung der Zellen sind somit die Fokalen Komplexe (Nobes and Hall,
1995) bzw. die stabileren Fokalen Adhédsionen (Rottner, et al., 1999) von entscheidender
Bedeutung, ebenfalls wie die Ausrichtung der Aktinfasern. Die kontraktile Kraft der
Zellmigration wird Gber Myosin Il vermittelt, welche vor allem fiir den letzten Schritt der
Translokation von entscheidender Bedeutung ist (Lauffenburger and Horwitz, 1996;
Mitchison and Cramer, 1996). Die Auswertung der Lokomotion von MSCs zeigten bei allen
Behandlungsparametern signifikante Veranderungen in der Zellkinetik. Schallungen
unterschiedlichen Beschallungsparameter mit radialen sowohl fokussierten Einheit, fiihrten
zu einer Erhéhung der Geschwindigkeit der Zellbewegung und der zuriickgelegten Strecke.
Die Analyse der zuriickgelegten Strecke zum Ausgangspunkt wurde ebenfalls analysiert- eine
qualitative Wertung der Daten ist jedoch nicht sehr aussagekraftig, da Zellen im
Nativverbund anderer Zellen verwendet wurden und Aussagen Uber Bewegungsqualitdten

dementsprechend schwierig zu treffen sind.
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In weiterfihrenden Experimenten mit Chemo-/Zytokinen in Anlehnung an Schmidt et al.
(Schmidt, et al., 2006a), konnten Aussagen (iber stoBwelleninduziertes Chemotaxisverhalten
und qualitative Aussagen Uber Bewegungen getroffen werden. Die Ergebnisse des
Zelltrackingassays decken sich nicht vollstandig mit den Ergebnissen der Migrationsassays,
auf die im folgenden noch ndher eingegangen wird, und zeigen vielmehr ein
undifferenziertes und konditionsunabhdngiges Ansprechverhalten auf den mechanischen
Reiz der StoRwelle. Somit scheinen die zellkinetischen Aspekte des Zelltrackingassays nicht
genigend detaillierte und differenzierte Aussagen (iber Dosis-Wirkungsbeziehungen von

SW/DW zu liefern, dass die Anwendung von Migrationsassays angezeigt ist.

4.5. Migration von MSCs in Abhdngigkeit der DW/SW-Behandlung
und des F-Aktinzytoskeletts:

Stressfasern sollen die Migration der Zellen erhéhen (Kreis and Birchmeier, 1980) oder wie
eine Art Ruder wirken, die die Langsachse der Zelle bestimmen und die Bewegungsrichtung
vorgeben (Rid, et al., 2005). Die Auswirkung von DW/SW-Behandlung und/oder
Aktinzytoskelettformation, sollten (ber Boyden Chamber Assay und Wundheilungsassay

Uberpruft werden.

4.5.1. Nachweis der Migration mittels Boyden Chamber Assay

Um die Auswirkungen der Behandlungsparameter auf das Migrationsverhalten der Zellen
besser zu verstehen, wurden Behandlungsinterventionen mit einer Gesamtimpulsanzahl von
500 oder 1000 Impulsen, einer Wiederholungsfrequenz von 2Hz oder 4Hz sowie
Energiedichten von 0,048mJ/mm? bis 0,238mJ/mm? (Piezoson 100, Wolf) variiert. Die
Migrationsrate im Boyden Chamber Assay wurde von der Energiedichte, der
Gesamtimpulsanzahl und der Wiederholungsfrequenz maligeblich beeinflusst. Es konnte
sowohl erhohte als auch erniedrigte Migrationsraten bei unterschiedlicher

Parameterkonstellation festgestellt werden.
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Unter diesem Aspekt sind die Gesamtenergiemengen (Energiedichte x Impulse) (Kaulesar
Johannes, et al., 1994), sowie die direkten und indirekten Wirkungen (Kavitation) der SW zu
beriicksichtigen (Gerdesmeyer, et al., 2002; Ogden, et al., 2001b), wobei bekannt ist, dass
Kavitationseffekte bei hoheren Frequenzen zunehmen (Huber, et al., 1998). Es konnten die
Erkenntnisse von Martini und Kollegen, die der Gesamtimpulszahl eine weniger
entscheidende Rolle bei den biologischen Effekten zusprachen, nicht zugestimmt werden
(Martini, et al., 2003a; Martini, et al., 2003b), da die Gesamtimpulsanzahl bei den von uns
durchgefiihrten Versuchen die Ergebnisse maligeblich mitbestimmten und es zu stark
divergenten Ergebnissen in Abhdngigkeit der Gesamtimpulsanzahlen (500/1000 Impulse)
kam. Ebenfalls konnte die pauschalisierte Aussage, dass geringere Impulsanzahlen zu
starkeren Wirkungen fihre (Kusnierczak, et al., 2000), nicht nachvollzogen werden, da es
nach unseren Ergebnissen zu einer kumulativen Wirkung aller drei Parametern kommt. Die
Wirkmaxima der SW lag bei 0,048mJ/mm?, 0,077mJ/mm? und 0,238 mJ/mm?, welche jeweils
von den beiden anderen Parametern mitbestimmt wurden (Piezoson100, Wolf). In
Abhangigkeit der Gesamtimpulsanzahl und Wiederholungsfrequenz, zeigten sich sowohl
signifikante Erniedrigungen als auch Erhohungen der Migrationsrate der MSCs. Die
aussagekraftigsten Ergebnisse ergaben sich bei Beschallungsintervention mit 1000 Impulsen,
so dass weitere Versuche unter diesen Konditionen untersucht wurden. Die
Untersuchungen der Migration nach DW Applikation mit dem EMS-Gerat mit 1000 Impulsen
und einer Wiederholungsfrequenz von 2Hz und 4Hz, zeigten ein Wirkmaximum mit 4 Hz bei
0,5 bar und 0,75 bar, und sehr unspezifische signifikante Erhéhungen der Migration bei fast
allen Energiestufen mit 2Hz. Vergleicht man die Ergebnisse des Piezoson 100 (Wolf) und dem
Dolor Clast (EMS) mit den Ergebnissen des Medical Duolith SD1 (Storz), so sind diese sehr
divergent. Die radiale DW (Storz) zeigt bei 1 bar, 1,2 bar und 1,4 bar signifikante
Erniedrigungen der Migration, ebenfalls die fokussierte SW (Storz) mit 0,07 mJ/mm? und
0,3mJ/mm?. Eine signifikante Erhéhung der Migration lag bei 0,2mJ/mm?2 Die
Wirkunterschiede verschiedener SW-Gerate (Martini, et al., 2006; Smith, et al., 1992) wurde
bereits belegt und die Generierungsmechanismen scheinen eine entscheidende Rolle bei

biologischen Antworten zu spielen.
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Das elektromagnetischen System von Storz zeigt charakteristisch fir dieses System, eine
starkere Varianz in den einzelnen Impulsen bei der Generierung, als beim Piezoelektrischen
System, welches die unterschiedlichen Wirkungen erkldaren kdnnte. Bei der DW-Applikation
kdnnte der unterschiedliche Aufsatz, die Versuchsergebnisse maRgeblich beeinflusst haben.
Vergleicht man die Ergebnisse des Boyden Chamber Assay mit der Zytoskelettformation, so
zeigen sich Korrelationen zwischen beiden Ergebnissen. Die Schallungen, die zur
signifikanten Erhohung der gerichteten Fasern fiihren, zeigen ebenfalls signifikant erhohte
Migrationsraten im Boyden Chamber Assay (EMS: 0,5 bar; Wolf: 0,077mJ/mm?; Storz:
0,2mJ/mm?2). Die selbe Korrelation bestand bei der signifikanten Erniedrigung des Anteils
gerichteter Fasern, die zu einer signifikanten Erniedrigung der Migrationsrate fiihrte (Storz: 1
bar; 1,4bar; 0,3mJ/mm?) und deckt sich somit mit den Erkenntnissen anderer
Arbeitsgruppen (Kreis and Birchmeier, 1980; Rid, et al., 2005). Die Depolymerisierung der

Fasern hatte jedoch keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten.

4.5.2. Nachweis der Migration mittels Wundheilungsassay

Als weiterer Migrationsassay wurde der Wundheilungsassay (Wound and Healing)
durchgeflihrt, dieser unterscheidet sich maligeblich vom Boyden Chamber Assay. Die
Unterschiede zeigen sich bei der Schallung und in der Versuchsdurchfiihrung. Obwohl mit
den selben Parametern geschallt wurde, variierte die Konfluenz der Zellenmonolayer,
aufgrund der Versuchsanforderungen, maRgeblich. Nach Mott und Helmke (Mott and
Helmke, 2007), zeigen sich zytoskelettare Verdnderungen zelldichteabhangig und
einwirkende Reize bewirken je nach Zelldichte unterschiedlichen Effekte. Des Weiteren zeigt
die Versuchsdurchfiihrung ebenfalls einige Unterschiede, die die Versuchsergebnisse
maligeblich mit beeinflussen. Nach Jaalouk und Lammerting (Jaalouk and Lammerding,
2009) wirken sich mechanische Reize Gber verschiedene Zielstrukturen modifizierend auf die
Zellen aus. Diese Strukturen befinden sich an den Zellen selbst oder aber werden durch Zell-
Zell-Kontakte  (Cell-Cell-Adhdsionskomplexe) sowie Zell-Matrix-Kontakte vermittelt.
Vergleicht man nun den Versuchsaufbau des Boyden Chamber Assays mit dem des

Wundheilungsassays, so zeigen sich wesentliche Unterschiede bei beiden Assays.
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Beim Wundheilungsassays bestehen die Zell-Zell-Kontakte Uber den kompletten Versuch
hindurch, ebenfalls werden die Zellen nicht vom Untergrund gelost, auf dem sie sich
befinden. Die Zellen fiir den Boyden Chamber Assay werden hingegen enzymatisch, sowohl
vom Untergrund, als auch ihren interzelluldren Kontakten geldst. Die Accutase modifiziert
dabei maligeblich die zytoskelletare Struktur nach der SW/DW-Behandlung. Vergleicht man
die Ergebnisse der Zytoskelettformation und des Boyden Chamber Assays mit denen des
Wundheilungsassays, so zeigen sich fiir die verschiedenen Energiestufen divergente
Resultate. Fiir den Erhalt von reproduzierbaren Ergebnissen im Wundheilungsassay wurde
darauf geachtet, dass die GroRRe der Wundflache moglichst identisch war und es zu keinen
Wallbildungen von Zellen an der Wundrandern kam, da diese das migrieren in die
Wundflache behindern kénnten. Bei SW-Applikation mit 0,2mJ/mm? kommt es sowohl zu
einer signifikanten Erhéhung der Faserformation, als auch der Migrationsrate im Boyden
Chamber Assay und einer signifikanten Erniedrigung der Wundverschlusszeit, so dass sich die
Ergebnisse an dieser Stelle decken. Bei einer Behandlung mit 0,15mJ/mm? kommt es jedoch
zu divergenten Ergebnissen im Boyden Chamber Assay und Wundheilungsassay. Kam es im
Boyden Chamber Assay zu einer Erhohung der Migrationsrate, so zeigte sich im
Wundheilungsassay eine signifikante Verschlechterung des Wundverschlusses. Griinde
hierfiir liegen zum einen in den unterschiedlichen Assays und damit verbunden in den
unterschiedlichen Mechanotransduktionsmechanismen, auf die im Folgenden ndher
eingegangen werden soll. Es bestehen wesentliche Unterschiede in beiden Assays, so
miussen die Zellen fiir den Boyden Chamber Assay abgel6st werden, wodurch eine weitere
Modulation des Zytoskeletts erfolgt und Zytoskelettformationen (Morita, et al., 1994) nach
SW-Schallung behindert werden koénnen oder sich storend auf die Signalweiterleitung
auswirken  konnte. Mechanische  Stimuli erhéhen die  Akkumulationen  von
mechanosensitiven Zytoskelettassoziierten Proteinen am Applikationsort (Rychly, et al.,
1998) und die Anzahl Fokalen Adhasionen wird erhdht, so dass eine starkere Bindung an die

Extrazellularmatrix entsteht (Meazzini, et al., 1998).
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Die Zytoskelettverdnderungen bedingen des weiteren eine Verdnderung der Genexpression
(Ingber and Folkman, 1989). Die interzelluldren Verbindungen von benachbarten Zellen sind
fiir die Mechanotransduktion ein wichtiger Faktor (Chen, et al., 2004) , liber die mechanische
Signale weitergeleitet oder umgewandelt werden (Tarbell, et al., 2005). Im Wound and
Healing Assay bestehen die interzelluldaren Verbindungen im kompletten Versuchsablauf, bei
Boyden Chamber Assay werden diese Verbindungen gel6st und die Einzelzellen werden auf
die Migrationsfilter gegeben. Ein weiterer Einflussfaktor stellt die Proliferationsrate dar,
welche aufgrund ihrer raumfordernden Prozesse die Ergebnisse des Wundheilungsassay
maRgeblich beeinflusst. Aufgrund der unterschiedlichen Konfluenz bei der Beschallung der
Zellen fur den Boyden Chamber Assay und Wundheilungsassay, verdandern sich die in vitro
Bedingungen (Mott and Helmke, 2007) wahrend der Schallung, obwohl ansonsten dieselben
Parameter (Frequenz, Energiedichten und Gesamtimpulsanzahl) gewahlt wurden. Da neben
den bereits beschriebenen Faktoren unter anderem die unterschiedlichen Zeitrdume der
Betrachtung und Einwirkung der SW/DW eine Rolle spielen und bei der
Mechanotransduktion verschiedene Effektoren zeitlich und dosisabhdngig divergent beteiligt
sind, kénnte diese die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren. Ein Einfluss von durch SW/DW-
induziierten Chemo-/Zytokinen kann vernachlassigt werden, da in beiden Assays die
Schallungsmedien durch frisches und unkonditioniertes Medium ersetzt wurde. Da beim
Boyden Chamber Assay des Weiteren die raumfordernden Prozesse durch Proliferation der
Zellen die Ergebnisse entscheidend mit beeinflussen, sollten nunmehr die Effekte der
DW/SW-Applikation auf die Wachstumsrate und die Proliferation der Zellen untersucht
werden, um unter anderem die Ergebnisse der Wundheilungsassays besser deuten zu

konnen.

4.6. Nachweis der Proliferation, Wachstum und Vitalitat von MSCs:

Um den Einfluss der Proliferation-assoziierten Effekte der SW/DW-Applikation an dem
Ergebnis der Wundheilungsassays quantifizieren zu kénnen, wurde die Proliferation und die
Wachstumsrate von MSCs in Abhangigkeit der SW/DW-Behandlung bestimmt. Des Weiteren
war der Einfluss der SW/DW-Applikation unter dem Gesichtspunkt der Vitalitdit von

besonderem Interesse.
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Fiir die Versuche wurden ausschlieRlich vitale Zellen (Weil, et al., 2009) verwendet, die fiir
die Proliferation mittels des Proliferationsmarkers Ki-67 (Heidebrecht, et al., 1996; Traut, et
al., 1998) untersucht wurden. Da sich zeitabhangige Veranderungen nach SW/DW-
Applikation ergaben, wurden die Zeitintervalle der Observation nach einer Reihe von
Vorversuchen auf 6h und 12h nach SW/DW-Behandlung festgelegt. Die Behandlung mit dem
Swiss Dolor Clast von EMS zeigte 6h und 12h nach der Behandlung mit 0,5 bar
Erniedrigungen der Proliferation im Vergleich zu den Kontrollen, die eine Proliferationsrate
von 56,79% und 59,42% aufwiesen. Die Proliferationsraten der nativen, unbehandelten
MSCs deckten sich mit den Untersuchungen der Proliferationsraten anderer Arbeitsgruppen
(Arnhold, et al., 2006; Schmidt, et al., 2009), die Proliferationsraten von 20-60% beschrieben.
Bei der Behandlung mit dem Piezoson 100 konnten sowohl signifikante Erhohungen der
Proliferation bei Behandlung mit 0,077mJ/mm?, als auch signifikant entgegengesetzte
Wirkungen bei der Behandlung mit 0,122mJ/mm? zu beiden Zeitpunkten festgestellt werden.
Dies weist auf eine eindeutige Dosiswirkungsbeziehung bei Zellen hin, die bezogen auf
therapeutische Intervention in jedem Fall berlicksichtigt werden sollte. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden weitere Untersuchungen mit der radialen Einheit des
Kombinationsgerates von Storz durchgefiihrt, deren Beschallung mit 1 bar und 1,4bar zu
beiden Zeitpunkten eine signifikant erhéhte Proliferationsrate zeigte. Die fokussierte SW-
Behandlung zeigte energiedichte- und zeitabhdngig divergente Ergebnisse. Die
Proliferationsrate erhdhte sich signifikant bei SW Behandlung mit 0,2mJ/mm? zu beiden
Zeitpunkten, wohingegen die SW Behandlung mit 0,3mJ/mm? temporir divergente
Ergebnisse bei 6h und 12h ergab. Die Proliferation war nach 6 h erhoht, nach weiteren 6 h
kam es zu einer signifikanten Erniedrigung der Proliferationsrate auf 27,67%. Die Ergebnisse
von Storz verdeutlichen somit des Weiteren, dass zu der Dosis-Wirkungsbeziehung ebenfalls
der gewadhlte Zeitfaktor der Observation, die Ergebnisse maligeblich beeinflussen. Der
Zeitfaktor, aber auch die entscheidende Rolle der Extrazellularmatrix fiir das
Proliferationsverhalten (Ingber and Folkman, 1989) und somit auch der Matrix in vitro, die in
den verschiedenen Versuchsaufbauten anderer Arbeitsgruppen (Jones, et al., 1992; Renz and
Rupp, 2009) variieren, stellt ein Problem fiir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen

Arbeitsgruppen dar.
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Da die Extrazellularmatrix sowie die Zell-Matrix-Verbindung bei der Mechanotransduktion
eine entscheidende Rolle spielt, und die Bedingungen beim Wundheilungsassay und Boyden
Chamber Assay sich diesbeziiglich unterscheiden, kdnnte diese fir die divergenten
Ergebnisse verantwortlich gemacht werden. Unter diesem Aspekt soll auch auf Arbeiten von
Guilak verwiesen werden, die zeigten, dass es bei Versuchen mit Knorpelzellen durch
mechanische Reize zu einer verminderten Synthese der Komponenten der
Extrazellularmatrix kam (Guilak, et al.,, 2004). Sollte es zu Verdnderungen der
Extrazellularmatrix kommen, kdnnte dies bei einer Repetition der Schallung ebenfalls zu
einer Anderung der Versuchsergebnisse fiihren. Dies sollte unter dem Aspekt, dass
therapeutische Interventionen in vivo normalerweise repetitiv erfolgen, bericksichtigt
werden. Die Ergebnisse der Wachstumassays deckten sich mit den Ergebnissen der
Proliferationsassays. Da fur die Beurteilung der Zellpopulation jedoch auch der Anteil der
apoptotischen Zellen eine entscheidende Rolle spielt, wurde auch dieser Prozentsatz

quantifiziert.

4.7. Nachweis der Apoptose von MSCs:

Unter dem Gesichtspunkt der mechanotransduzierenden Wirkung auf und Uber das Aktin-
Zytoskelett sowie die Proliferation, welches in vorliegender Arbeit bereits beschrieben
wurde, wurde ebenfalls den mechanotransduzierenden Effekt der SW/DW auf die Apoptose
untersucht. Die mechanisch induzierte Apoptose wurde bereits von Kearney und Kollegen
(Kearney, et al., 2008) untersucht, ebenfalls sind die proapoptotischen Wirkungen von SW
auf Tumorzellen bekannt (Kato, et al., 2000). Das Zytoskelett spielt eine aktive Rolle in der
Apoptose (Mills, et al., 1999), markante Umorganisationen des Aktins, mit dem Ldsen der
Zellen von ihren Fokalkontakten und anschlieBenden Zusammenziehen, kann ein erstes
Anzeichen fir ein beginnendes Absterben der Zellen sein (Vetterkind, et al., 2005). Die Rolle
des Aktins bei der Apoptose ist durch das Gift Jasplakinolide hinreichend bekannt (Celeste
Morley, et al., 2003; White, et al., 2001) bei dem es durch Inhibition der Aktin-Dynamik zur

Auslosung der Apoptose kommt.
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Des weiteren fihrt die Inhibition der Aktin-Polymerisierung durch Cytochalasin D zu einer
Verringerung der Apoptose (Ailenberg and Silverman, 2003; Suarez-Huerta, et al., 2000) ,
kann aber bei irreversiblen Schadigung durch Cytochalasin auch zur Apoptose fiihren
(White, et al., 2001; Yamazaki, et al., 2000). Die Rolle bzw. Aktivierung der Fas-Rezeptoren
konnte bei Cytochalasin beobachtet werden (Kulms, et al., 2002) und scheint somit im
Zusammenhang mit der Apoptose zu stehen. Die zytoskelettassoziierte Apoptose ist
weitestgehend unklar, die Rolle des Proteins Bcl-2 modifying factor (Bmf) ist in diesem
Zusammenhang von Puthalakath et al. untersucht und bestatigt worden (Puthalakath, et al.,
2001). Ein moglicher Transmitter zwischen dem Aktinfilamentsystem und dem
apoptotischen Geschehen stellt das ,Prostate apoptosis response-4“ (Kurz: Par-4) dar (Abb.

72) (Vetterkind, et al., 2005).

Kontraktion
Apoptose

@ Nukleus

Abb.72: Modell der Par-4/DLK-induziierten Apoptose

Par-4 dirigiert DLK zum Aktin-Zytoskelett. Fiir die apoptotische Wirkung von DLK ist eine Translokation in das
Zytoplasma (gestrichelte Linie) und eine Par-4 vermittelte Assoziation mit dem Aktin-Zytoskelett (1)
Vorraussetzung. Es kommt zur DLK-vermittelten Phosphorilierung (2) von zum Beispiel MLC, welches Uber eine
Aktomyosin-Kontraktion zur Apoptose fiihrt (3). (Preuss, Biospektrum,2005).

Par-4 wurde von Sells und Kollegen bei der Untersuchung von Prostatakarzinomzellen
gefunden, die bei der Induktion der Apoptose hochreguliert waren (Sells, et al., 1994). Die
Verbindung von Par-4 mit dem Aktin Zytoskelett, ist fiir die Par-4/ Dlk-vermittelte Apoptose
von entscheidender Bedeutung (Vetterkind, et al., 2005). Die genauen Wirkweisen der Par-4
vermittelten Apoptose sind weitgehend unklar, es werden aber proliferationsférdernde und
antiapoptotische Signale unterdriickt (Diaz-Meco, et al., 1996) und die Zellen werden Ulber
Par-4 fiir apoptotische Stimuli sensibilisiert (Boehrer, et al., 2002a; Boehrer, et al., 2002b;
Camandola and Mattson, 2000; Sells, et al., 1994).
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Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen signifikant veranderte Apoptoseraten, bei
der Behandlung mit dem Wolf Piezoson 100 und dem EMS Swiss Dolor Clast. Bei der
Applikation von 0,077mJ/mm? und 0,5 bar zeigte sich nach 6h eine signifikante Erh6hung der
Apoptose und nach 12 h eine signifikante Erniedrigung der Apoptose im Vergleich zur
Kontrolle. Die Applikation von 0,122mJ/mm? zeigte sowohl nach 6h, als auch nach 12h eine
signifikante Erhohung der Apoptoserate. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der F-
Aktinzytoskelettformation, so zeigt sich bei der ersten Messung des F-Aktinzytoskellets ein
signifikant erniedrigter Anteil gerichteten Fasern bei 0,5 bar und 0,077mJ/mm?, sowie eine
erhohter Anteil mit einer Energiedichte > 0,122mJ/mm?. Die zweite Messung zeigte bei allen
Beschallungen eine signifikant starkere Ausrichtung der F-Aktinfasern, so dass hier eine
Korrelation zwischen der Dynamik der Faserformation und der Apoptose bestehen kdnnte,
welche sich mit den Beobachtungen anderer Gruppen deckt (Vetterkind, et al.,, 2005).
Untersuchungen mit der radialen Einheit des Storz Medical Duolith zeigen zu beiden
Zeitpunkten, eine signifikante Erniedrigung des Ausrichtungsverhalten der F-Aktinfasern, im
Gegensatz zu Beschallung mit der fokussierten Einheit, bei er es bei beiden Energiedichten
(0,2 und 0,3 mJ/mm?2) zum Zeitpunkt to zu einem signifikant reduzierten Anteils gerichteter
Fasern kommt, welcher bei 0,3 mJ/mm? bis zum Zeitpunkt t; reicht und sich bei 0,2 mJ/mm?
zum Zeitpunkt t; zu einer signifikanten Erniedrigung der Formation wandelt. Auch hier
korreliert die Formation mit der Apoptoserate der Zellen und zeigt bei stiarkerer Formation
eine geringere Apoptoserate. Selbiges Verhalten konnte auch bei der Beschallung mit 1 bar
und 1,4 bar festgehalten werden, bei denen die Verdnderungen bei 1 bar jedoch nicht
signifikant waren. Weitere Untersuchungen, der zytoskelettassoziierten Apoptose und deren
beschriebenen Signalwege in diesem Kontext, konnten helfen die mechanistischen
Zusammenhange zu kldaren. Um eine genauere Beurteilung der zellbiologischen Prozesse
nach SW/DW-Applikation treffen zu konnen, sollten neben der Apoptose auch die
Beeinflussung der Zellalterung von MSCs in Abhangigkeit der Behandlungen untersucht

werden.
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4.8. Nachweis der Seneszenz von MSCs

Da sich Alterungsprozesse sowohl in der Morphologie der Zellen, aber auch in der Aktivitat
der Beta-Galaktosidase zeigen, (Cristofalo, et al., 1998; Goldstein, 1990; Katsube, et al.,
2008; Linskens, et al., 1995; Sherwood, et al., 1988; Stenderup, et al., 2003), wurde die Beta-
Galaktosidase unter diesem Gesichtspunkt via Beta-Galaktosidase Farbung (Dimri, et al.,
1995) untersucht. Die Ergebnisse der Beta-Galaktosidase Farbung weisen ausschlieRlich
signifikant erhohte Aktivitdten der Beta-Galaktosidase liber DW-Applikation mit 1,4bar auf.

Hohere Energiedichten waren aufgrund des sehr hohen Zellabtrages technisch gesehen
leider nicht moglich. Die Applikation mit 1,4bar senkte des Weiteren signifikant die
Migrationsrate im Boyden Chamber Assay und war verbunden mit einer signifikant erhéhten
Anteils depolymerisierter F-Aktinfasern. Sie fihrte ebenfalls zu sehr starken Zellverlusten,
die Wundheilungsassays unmaoglich machte. Nach derzeitigen Erkenntnissen kénnte das
Losen der Zellen von ihren Fokalkontakten mit anschlieBendem Zusammenziehen der Zellen,
auf eine in Gang gesetzte Apoptose (Vetterkind, et al., 2005), oder aber vielleicht auch auf
Seneszenz schlieBen lassen. Diese Effekte konnten therapeutisch in der Krebszelltherapie
ausgenutzt werden. Um abschlieBende Aussagen (ber das Seneszenzverhalten von DW-
behandelten Zellen treffen zu konnen, scheint es unerldsslich die Telomere bzw.
Telomerlangen in diesem Zusammenhang zu untersuchen. Des Weiteren konnte durch die
Durchfiihrung der Beta-Galaktosidase—Farbung, die Qualitat der (Kontroll-) MSCs nochmals
belegt werden, bei denen so gut wie keine seneszenten Zellen detektierbar waren und somit

durch das Behandlungsprozedere nicht in Mitleidenschaft gezogen wurden.
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4.9. Ergebnisse radiale DW versus fokussierte SW

Humane mesenchymale Stammzellen (MSCs) verhalten sich mechanosensitiv fiir SW/DW-
Applikation. Hinsichtlich der Art und Weise der einwirkenden mechanischen Kréafte reagieren
MSCs sehr divergent (Park, et al., 2004). Dies konnte ebenfalls mit den vorliegenden
Versuchsergebnissen unterstrichen werden. Es wurden unterschiedliche Ergebnisse
zwischen allen vier Beschallungsquellen festgestellt, was auch bereits von anderen
Arbeitsgruppen festgestellt werden konnte (Lohrer, et al., ; Martini, et al., 2006; Smith, et al.,
1992). Ebenfalls wurden zeit- und dosisabhangige Veranderungen von MSCs in Abhangigkeit
der SW/DW-Applikation festgestellt. Die dosisabhangigen Ergebnisse lassen sich zum Teil
Uiber Wirkmaxima erkliren, die beim Uberschreiten zu einem gegenteiligen Effekt fiihren. Es
muss auch berlicksichtigt werden, dass die mechanischen Stimuli verschiedene
Effektorsysteme der Zelle aktivieren, und dass eine zeitliche Reihenfolge bei der
Signaltransduktion besteht (Banes, et al., 1995; Jones, et al., 1995). Mechanotransduktion
entfaltet lhre Wirkung meistens lGber mehrere Effektoren, die sich Uberlappen oder auch
Uberkreuzen konnen (Jaalouk and Lammerding, 2009), was die unterschiedlichen Effekte
erklaren konnte, die bei den verschiedenen Energiestufen zu beobachten waren. Es sind
ebenfalls Dosis-Wirkungsbeziehungen zu erkennen, die genauso eine Minimaldosis
(Initialdosis) fir zelluldre Effekte aufzeigen (Ingber, 2006). Sehr auffdllig waren die sehr
hohen Zellverluste bei der Applikation von radialer DW, die die Versuchsdurchfiihrung sehr
schwierig gestalteten. Diese Beobachtungen kdnnten eine beginnende Seneszenz andeuten,
die durch die Untersuchung der Beta-Galaktosidase in vorliegender Arbeit unterstrichen
werden konnte. Die Zytoskelettvermittelte Apoptose wurde bereits von Vetterkind und
Kollegen beschrieben und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ebenfalls eine
Korrelation zwischen der Aktinzytoskelettformation und des Apoptoseverhaltens, so dass
eine Untersuchung auf Par-4 erfolgen sollte (Vetterkind, et al.,, 2005). Zusammengefasst
zeigen sich bei der radialen DW ein weiteres Wirkspektrum mit geringeren Amplituden

verglichen mit den Ergebnissen der fokussierten SW.
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Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Studien von Lohrer (Lohrer, et al.), bei denen
Patienten liber 50 Jahre sensitiver auf die fokussierte als auf radiale SW ansprachen, kdnnen
hier auch eine Korrelation bestehen, da unsere Probanden aus HUft-TEP (Total-Endo-
Prothese) Operationen stammen und sich deshalb mit einem Durchschnittsalter von 64,5

Jahren in der zweiten Lebenshélfte befanden.

4.10. Klinische Relevanz der vorliegenden Arbeit

Die klinische Relevanz der Arbeit zeigt sich in der nachweislichen Beeinflussung von hMSCs
Uber SW/DW-Applikation ex vivo sowie der Reimplantierbarkeit der vorkonditionierten
hMSCs. Die ex vivo- Kultivierung und Vermehrung ermoglicht eine moglichst hohe Anzahl an
MSCs, die mit optimalen Konditionen beschallt werden kénnen, ohne andere Zellen zu
beeinflussen. So kdonnen zum Beispiel Fibrosen vorgebeugt werden, die durch SW/DW-
Applikation induzierte Proliferationserhohung von Fibroblasten resultieren. Es kdnnen
sowohl optimale zeit- als auch dosisabhangige Konditionen gewahlt werden und somit die
Therapieerfolge in der Transplantationsmedizin verbessert werden. Die Beeinflussung der
Lokomotion, der Migration und der Proliferation Gber SW/DW, weisen auf die Moglichkeit
hin, die Transplantationsergebnisse in vivo positiv zu beeinflussen. Die Ergebnisse zeigen
sowohl die Moglichkeiten der Beeinflussung von MSCs (iber StolR-, als auch tiber Druckwelle
auf. Ebenfalls zeigen die Ergebnisse, dass die Behandlungserfolge der MSCs von allen drei
Parametern wie Gesamtimpulszahl, Frequenz und Energiedichte abhdngig sind. Neben der
dosisabhangigen Wirkung miissen nach unseren Erkenntnissen, auch die zeitabhangigen
Komponenten fiir eine erfolgreiche Behandlung ausgewahlt und beachtet werden. Ebenfalls
konnte die Arbeit zeigen, dass es Wirkmaxima gibt, deren Uberschreitung auch zu
gegenteiligen Effekten bei MSCs fiihren kann. Die unterschiedlichen Effekte auf Apoptose
und Seneszenz bei SW/DW weisen daraufhin, dass bei MSCs unterschiedliche Strukturen
angesprochen werden. Die physikalischen Unterschiede des mechanischen Reizes, zeigen
unterschiedliche zellbiologische Antworten, die durch weitere Untersuchungen noch
prazisiert werden mussen. Des Weiteren weist die vorliegende Arbeit auf eine Vielzahl
physikalischer Modifikationen der SW/DW hin, die bei der Applikation beachtet werden
miussen. Gleichermalen zeigt sie somit auf, dass auch in vivo, je nachdem wo sie appliziert

wird, eine Modifizierung in Abhdngigkeit der Reflexionsbedingungen erfolgt.

121



DISKUSSION

Gleichermalien zeigte sich, dass der Winkel der Applikation entscheidend ist, welches in der
therapeutischen Anwendung ggf. zu wenig Beachtung findet und auch in vivo eine
entscheidende Bedeutung fir die therapeutische Wirkung zu haben scheint. Diese
Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen von Barakat und Davies sowie Kumar
(Barakat and Davies, 1998; Kumar, et al., 2002), die der einwirkenden Richtung von
mechanischen Stimuli eine entscheidende Bedeutung bei der Wirkung zusprechen. Aufgrund
dessen, dass der Versuchsaufbau maRgeblich an den Ergebnissen beteiligt ist, soll dieser nun

kritisch diskutiert werden.

4.11. Experimenteller Versuchsaufbau-
Versuchsapparatur und Applikationsschema

Der Versuchsaufbau ist ein entscheidender Faktor fiir den Ausgang der Ergebnisse, da dieser
sehr sensitiv auf Verdnderungen reagiert und maRgeblich an der Modulation von SW/DW
beteiligt ist. Er muss physikalische und biologische Interaktionen bericksichtigen und deren
Anforderungen gerecht werden. Reflexionen wurden kontrolliert und berechnet. Die
verwendeten Beschallungsschalen der Firma ibidi (Martinsried, Deutschland) zeigten eine
Reflexion von < 1 Prozent. Des Weiteren wurde nur in Medien derselben Zusammensetzung
geschallt, da sich unterschiedliche Medienzusammensetzungen direkt auf die Ergebnisse in
vitro auswirkten (Renz and Rupp, 2009). Der Schallweg der DW/SW wurde komplett durch
Ultraschallgel (blasenfrei) gekoppelt und die Apparatur stand auf speziellen reflexionsarmen
Matten, die von der Firma Storz zur Verfigung gestellt wurden. Um schadigende
Kavitationseffekte (Lifshitz, et al., 1997) zu minimieren wurde in teilentgastem und
unkonditionierten sowie temperierten Zellmedium geschallt. Die Wiederholungsfrequenz
wurde so gewahlt, das Kavitationseffekte moglichst gering gehalten wurden (Huber, et al.,
1998), welches ebenfalls half die Zellabtrdge zu minimieren (Junge, et al., 2003). Sie
entsprach im Regelfall 4 Hz. Die Gesamtimpulsanzahlen wurden auf 500 und 1000 Impulse
festgelegt, da mit dieser Impulsanzahl bei niedrigen und auch héheren Energiedichten gute
Erfolge erzielt werden konnten, auf hohere Gesamtimpulsanzahlen wurde nach

Vorversuchen verzichtet (Kusnierczak, et al., 2000).
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Es wurden die Zellen jeweils unter adhadrenten Kulturbedingungen geschallt, da der
Beschallungszustand der Zellen einen starken Effekt auf das Verhalten der Zellen hat (Smits,
et al., 1991) und interzelluldre Kontakte (Tarbell, et al., 2005) ebenso wie Zell-Substrat-
Interaktionen (Cheng, et al., 2009) fiir die Mechanotransduktion entscheidend sind. Es
wurde fiir jeden Schallkopf und Geradt ein eigenes Behandlungsschemata gewahlt. Die
vorerst geplanten Beschallungen, die den in vivo Bedingungen entsprachen, mussten
verworfen werden, da es zu starken Destruktionen der Zellen kam. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Erfahrungen von Kochanski et al. (Kochanski, et al., 2001), die bei der in vitro
SW-Applikation bei Zellen, massive Destruktionen der Zellen mit in vivo -
Behandlungsschemata zeigen konnten. Auf die exakte Positionierung des Schallkopfes bei
der Versuchsdurchfiihrung wurden groflte Aufmerksamkeit gelegt (Barakat and Davies,
1998), so dass Abstand und Winkelungen der DW/SW-Applikation immer identisch waren.
Da zelldichteabhdngige Veranderungen auf Scherkrafte beschrieben wurden, wurde dies in
den Versuchen Rechnung getragen, indem nur identische Konfluenzen verglichen wurden
(Mott and Helmke, 2007). Die optimale Konfluenz fiir die jeweiligen Assays wurde in einer
Reihe von Vorversuchen ausgetestet. Aufgrund der tempordren Reihenfolge bei der
Signaltransduktion (Banes, et al., 1995; Jones, et al., 1995) fanden Untersuchungen zu
unterschiedlichen Zeiten nach der Beschallung statt. Die Zeitpunkte der Untersuchung
wurden durch Vorversuche limitiert. Der vorliegende Versuchsaufbau lasst keine
differenzierte Wirkbetrachtung von direkter StoRBwellenwirkung und der ,indirekten”
Kavitationseffekte (Gerdesmeyer, et al., 2002; Ogden, et al., 2001b) zu und zeigt in
Abhangigkeit der Zelldichte, immer noch sehr hohe Zellverluste (Gambihler, et al., 1990) auf.
Beschallungen der Zellen in einer dreidimensionalen Matrix, unter anderem Matrigel,
misslangen bisweilen, da sich das Matrigel durch die mechanische Belastung der Beschallung
zersetzte. Die Versuche mit radialer Druckwelle gestalteten sich sehr schwierig, da sich sehr
hohe Zellabtragsraten, vor allem bei Beschallung dichter Zellmonolayer, zeigten. Da
verschiedene Zelltypen Uber sehr divergente Sensitivitditen bezliglich der
Beschallungsparameter verfiigen (Smits, et al., 1991), kénnen somit nur spezifische
Aussagen Uber das Verhalten von MSCs, bei den durchgefiihrten Beschallungen getroffen
werden. Die Ergebnisse gelten nur fiir in vitro - Beschallungen und kénnen nicht direkt auf in

vivo- Behandlungsinterventionen Gbertragen werden.
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4.12. Ausblick

Um in Zukunft allgemeingiltige Ergebnisse flr die in vitro Erforschung der SW/DW zu
erhalten, sollte die Bestrebung aller Forschergruppen in diesem Bereich sein, einen
einheitlichen Versuchsaufbau zu etablieren, der SW/DW Modulationen im selben MaRe
vollzieht. Die Vergleichbarkeit der Versuche in vitro mit anderen Arbeitsgruppen ist zur Zeit
sehr schwierig, da Versuchsapparaturen und Versuchsaufbauten der einzelnen Gruppen sehr
stark variieren und somit SW/DW einer Vielzahl unterschiedlicher Modulationen unterliegen.
Aus diesen Grinden aber auch wegen zukunftsrelevanter Themen wie Gewebe-
Zellinteraktionsuntersuchungen und Reimplantationen der beschallten Zellen, sind
Uberlegungen fiir einen modifizierten und angepassten Versuchsaufbau aufgekommen

(Abb.73).
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Abb. 73 : Eigenentwurf — Versuchsaufbau fiir sterile SW-/DW-Applikation in vitro. Abgebildet ist ein
Versuchsaufbau, der durch Ankopplung an eine spezielle Folie fir jede Form des Schallkopfes kompatibel ist.
Die Vorlaufstrecke kann variabel gewahlt werden, so dass sowohl im Fokus als auch davor und dahinter
geschallt werden kann. Die bewegliche Kammer ermoglicht eine sterile und kostenarme Schallung, da das
Mediumvolumen gering gehalten wird. Die Auslaufstrecke kann ebenfalls variiert werden, so dass die Effekte
Uber Reflexionen ebenfalls genauer betrachtet werden kénnen. Eine Heizplatte unterhalb der Kammer
gewabhrleistet einfacher temperaturstabile Bedingungen und das Thermostat optimiert das Monitor-System.
Der vorliegende Versuchsaufbau kann ebenfalls fur die Beschallung von Gewebe genutzt werden.
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Dieser Versuchsaufbau verfiigt tiber einige Vorteile, so dass Zellen steril geschallt werden
kdnnen und damit reimplantierbar waren. Die aufwendige Prdparation der Schweinehaut
wirde entfallen und es konnten die Schallungsbereiche variiert werden. Die
Schallungsergebnissen in der Fokuszone kénnten durch Beschallungen vor und hinter der
Fokuszone, durch variable Vorlaufstrecken ergdnzt werden. Die Reflexionsverhaltnisse
kdnnten des Weiteren Uber die variable Auslaufstrecke und/oder die Riickenwand der
Apparatur variiert werden. Wie gezeigt wurde, haben Zelldichte (Mott and Helmke, 2007)
und Zustand der Zellen (Kasper, et al., 2009; Meazzini, et al., 1998) sowie Schallungsmedium
(Lifshitz, et al., 1997; Ohl and Wolfrum, 2003) und das zellspezifische (Adhédsions-)Verhalten
der Zellen (Smits, et al., 1991) eine Auswirkung auf die Modulation von DW/SW in vitro,
wobei diese Faktoren aufgrund der unterschiedlicher biologischen Anforderungen der
verschiedenen Zelltypen sehr variieren und zumindest fir die Vergleichbarkeit innerhalb
verschiedener Zellsysteme ein Problem darstellen kdnnten. Die Auswirkungen der
Schallungen im Fokusbereich sollten genauso untersucht werden, wie die Bereich aulRerhalb
dieser Zone, da auch hier aufgrund der Erkenntnisse in vivo mit divergenten Ergebnissen zu
rechnen ist. Um weitere Erkenntnisse Gber das Migrationsverhalten zu erlangen sollten Ko-
Kultivierungsexperimente mit verschiedenen Endothelzellen erfolgen, die leider in der
vorliegenden Arbeit bisweilen misslangen. Der weitere Schritt der Reimplantation von
SW/DW-behandelten Zellen im Tierversuchsmodell setzt voraus, dass Schallungen unter
sterilen Bedingungen durchzufiihren sind, so wie es in der Entwurfskizze des modifizierten
Versuchsaufbau bereits geschildert wurde. Um eine Beurteilung fiir eine kombinierte
Therapie von Stammzelltransplantation und SW/DW-Applikation der Zellen abzugeben,
sollte des Weiteren Untersuchungen zur Beeinflussung der autokrinen/parakrinen Effekte
und Differenzierungsverhalten von MSCs nach Behandlung erfolgen. Ob sich das
chemotaktische Verhalten bzw. die Chemosensitivitdt der Zellen ggf. Gber SW/DW

beeinflussen lasst, ware ein weiterer interessanter Untersuchungsfaktor.
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DISKUSSION

Ein weiterer interessanter Punkt, ware die bessere Erforschung der zytoskelettassoziierten
Apoptose sowie das altersabhangige Ansprechverhalten auf SW/DW, die bei Lohrer (Lohrer,
et al.) festgestellt werden konnte und durch Schallung MSCs jlingerer Probanden tberpriift
werden kdnnte. Aufgrund der Fille von Behandlungsparametern und der grofRen Zahl der
hier eingesetzten Gerdte, konnten nur Teilaspekte erforscht werden, deren Ergebnisse

Inspiration fir eine Vielzahl weiterer Untersuchungen sein kann.
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