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A. EINLEITUNG

A.1 Hintergrund

Eins von zehn Kindern weltweit wird zu friih geboren. Frihgeburtlichkeit wird durch
zahlreiche Ursachen bedingt, so geht etwa ein erhdhtes Alter der Mutter bei Geburt mit
einer Risikoerh6hung einhéChawanpaiboon et al. 2019pemal aktueller Definition

gilt ein Neugeborenes dann als frihgeboren, wenn esdeorvollendeta 37.
Schwangerschaftswoclpmst menstruationef8SW) entbunden wird. Innerhalb dieses
Kollektivs werden die Subgruppen geringes Geburtsgewicht (unter 2.3G8wgBirth
Weight LBW), sehr geringes Geburtsgewicht (unter 1.50%ery Low Birth Weight
VLBW) und extrem geringes Geburtsgewicht (unter 1.00@&xremely Low Birth
Weight ELBW) unterschiedefWHO 2004) Eine der haufigsten Komplikationen von
Frihgeburtlichkeit stellt die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) dar. lhr Risiko ist
insbesondere bei geringem Gestationsalter und Geburtsgewicht erhoht. Frihgeborene der
Gruppen VLBW und ELBW sind daher tiberwiegermdrbffen(Thébaud et al. 2019)m

Jahr 202 wurden in Deutschlan®.826 Kinder mit einem entsprechend geringen
Gewicht geboredlQTIG 2023a) im selben Jahr wurderb# Neudiagnosen einer BPD
gestellt(IQTIG 2023b) Zu Pravention und Therapie einer bronchopulmonalen Dysplasie
erfolgt haufig postnatal die Applikaion von Kortikosteroiden und postnatal von
intratrachealem Surfactant sowie einem milden Beatmungsregime mit dem Ziel
reduzierter Tidalvolumina und gemaRigter Sauerstoffexposition. Diese MalRnahmen
haben eine begrenzte Effektivitat, da sie nur Teile ddrdganhese positiv beeinflussen.
Uberlappende Signalwege von pulmonaler Inflammation und Entwicklung erschweren
die Entwicklung adaquater Therapeutika. Hierflr stellt der Einsatz autologer oder
allogener mesenchymaler Stammzellen eine mdgliche Lésung dalieska zugleich
antiinflammatorisch und proliferationssteigernd wirken kénf@oetz et al. 2021)Zur
Entwicklung neuer Therapien der bronchopulmonalen Dysplasie lohnt sich daher ein
genauerer Blick auf diese Zellen.

A.2 Bronchopulmonale Dysplasie

Die Erstbeschreibung der bronchopulmonalen Dysplasie erfolgte Narthway et al.
(1967) als radiologisch diagnostizierbare Lungenerkrankung des Frilegedromit
hoher Mortalitat. Die BPD ist eine Entwicklungsstorung der Lunge, der ein

Atemnotsyndrom und eine kiinstliche Beatmung vorausgehen. Es wird zwischen der von



Nort hway et al. beschriebenen Atraditionel

DigrAditionell e BPDA betrifft vergleichswe

Anwendung eines intensiven Beatmungsregimes. Das so erzeugteiBakolutrauma

geht bei Betroffenen mit schwerer interstit

dag@en besonders haufig bei ELBRfiihgeborenen auf, deren Uberleben erst in Folge
der zuvor erwahnten Therapiemdglichkeiten (Kortikosteroide, Surfactant, milderes
Beatmungsregime) mdglich wurde. Die Lungenentwicklung wird in fanf Stadien
eingeteilt und beinhiet embryonale Phase (SSW63, pseudoglandulare Phase (SSW
5117), kanalikulare Phase (SSW iP5%), sakkuldre Phase (SSWiZkburt) und

alveolare Phase (SSW id4&bensjahr 8Rehman und Bacha 20R2 Von der Anel

BPDini betroffene Kinder befinden sich bei
oder sakkularen Phase. Daher ist die sich einer BPD manifestierende
Lungenentwicklungsstorung vor allem durch Stérungen der Alveolarisierung und

Vaskularisierung charakterisigtobe 1999)

Die gangige Definition der BPD wurde 2001 in einem WorkshopNkgonal Heart,

Lung, and Blood InstitutéNHLBI) entwickelt (Jobe und Bancalari 20Q1ie letzte
Uberarbeitung erfolgte im NHLBWorkshop 201§Higgins et al. 2018)_etzterewurde

u. a. wegen mangelnder Standardisierung der radiologischen Bildinterpretation und
deutlich abweichend berechneten Inzideezen kritisiert, sodass eine zukunftsfeste
Definition der BPD weiterhin Gegenstand der DiskussiofKish et al. 2021)In dieser

Arbeit wird daherdie weiterhin tbliche Definition von 2001 verwendet, die wie folgt
lautet: Eine bronchopulmonale Dysplasie kann diagnostiziert werden, wenn fir
mindesten®8 Tage eine Behandlung mit mehr als 21 % Sauerstoff stattfand. Fur vor
SSW 32 Geborene erfolgt die Evaluation im SSW 36 entsprechenden Lebensalter, fur ab
SSW 32 Geborene in einem Lebensalter von Uber 28, aber unter 56 Tagen. Falls das
Neugeborene bereit®r Erreichen dieser Altersgrenzen aus dem Krankenhaus entlassen
wird, erfolgt die Evaluation bei Entlassung. Eine milde Form liegt vor, wenn das
Neugeborene bei Evaluation Raumluft atmet und keine mechanische Atemunterstitzung
bendtigt; eine moderate For wenn die inspiratorische Sauerstofffraktion Fider
Atemluft auf einen Anteil unterhalb von 30 % erhoht ist und keine mechanische
Atemunterstitzung benotigt wird; eine schwere Form, wenn dieser Anteil bei mindestens

30 % liegt und/oder mechanische Atamerstitzung benotigt wird.

Ge



Risikofaktoren fir die Entwicklung einer BPD kdnnen in-puad postnatal unterteilt
werden: Prénatale Risikofaktoren sind neben den bereits erwdhnten Faktoren
Frihgeburtlichkeit und geringes Geburtsgewicht @m@auterine Wachstumsrestriktion
(Intrauterine Growth Retardatign IUGR), Préaeklampsie bzw. HELEByndrom
(Hemolysis, Elevated Liver Enzymes, and Low Platelet §.oeimt Nikotinabusus der
Mutter und eine genetische Pradisposition bzw. mannliches Geschfeastnatale
Risikofaktoren sind eine kinstliche Beatmung, eine erhohte inspiratorische
Sauerstoffkonzentration, die intensivmedizinische Gabe von Flussigkeit, Nahrstoffen und
Antibiotika und eine ausbleibende Gabe von Muttermilch. Sowohhtg@auch pstnatal
bestehen ferner Risiken durch Infektionen und mikrobielle Kolonis@toizfurtner et

al. 2022) Betroffene leiden oftmals unter substanziellen, dauerhaften Einschrankungen:
Die verringerte Lungenfunktion kann zu Obstruktion mit den Krankheitsbildern Asthma
bronchiale und COPD,rebhter Infektanfalligkeit unghulmonatarterieller Hypertonie
fuhren; ferner konnen neurologische und soziale Entwicklung beeintrachtigt werden
(Gough et al. 2012; Islam et al. 2015)

Neben der Pravention auslosender Faktoren kommt daher der Entwicklung effektiver
Therapeutika besondere Bedeutung Wach Behnke et al(2021) werden folgende
Substanzen derzeit am Menschen angewandt oder in klinischen Studien am Menschen

erprobt:

- Antioxidantien: Vitamin A, \tamin E, Docosahexaensaure;Adetylcystein,
Koffein, inhalatives NO

- Enzymbasierte Therapien: rekombinante humane Kupf&ink-
Superoxiddismutase, Surfactant, Selen

- Antiinflammatorische Therapien: Kortikosteroide, Vitamin D, Azithromycin

- Zellbasierte Therapiemesenchymale Stammzellen

Fir letzteresind ausNagetiermodellen auf3erst vielversprechende Ergebbesisannt
(Augustine et al. 2017)Was macht auf mesenchymalen Stammzellen basierende

Therapien so einzigartig?

A.3 Mesenchymale Stammzellen im Kontext der BPD

Mesenchymale Stammzellen haberegiotente regenerative Wirkung, sodass auf ihnen
basierende Zellprodukte einen aussichtsreichen Therapieansatz der bronchopulmonalen

Dysplasie darstellerfThébaud 2018)Im Korper sind sie in zahlreichen Geweben



nachweisbar. Die Erstbeschreibung als fibroblastische Vorlauferzellen erfolgte durch
Friedenstein et a{1976) Im Kontext der BPD wurde der erste Nachweis k@mnrick

et al. (2007) erbracht, in dem mesenchymale Stammzellen aus den Trachealsekreten
kunstlich beatmeter Frihgeboremregfolgreich isoliert wurderGemal der Definition der
International Society for Cell & Gene TheraffpCGT; Dominici et al. 200 missen
humane Zellen folgende Kriterien erfullen, um als mesenchymale Stammzellen

klassifiziert zu werden:

- Kunststoffadharentes Wachstum
- Expression vo CD105, CD73 sowie CD90; Nichtexpression von CD45, CD34,
CD14 oder CD11b, CDT%der CD19 sowie HLADR

- Differenzierbarkeit zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten

Es besteht eine enge Verwandtschaft zwischen Fibroblasten und mesenchymalen
Stammzekn. Sie sind gemeinsam Teil der Familie der Stromazellen, sodass auch von

mesenchymalen Stromazellen gesprochen wird. Die beiden Populationen kénnen meist
nicht trennscharf abgegrenzt werden und weisen zahlreiche gemeinsame Charakteristika

auf (Haniffa et al. 2009) Daher wird in dieser Arbeit nicht zwischen den Termini

Amesgmahe Stromazelleid und Amesenchymale S
einheitlich der Terminus Amesenchymale St
verwendet.

Da sie ubiquitar vorkommen, sind mesenchymale Stammzellen aus zahlreichen Geweben
kultivierbar. Furtherapeutische Anwendungen sind MSC des Knochenmarks und der
Nabelschnur besonders relevant. Mesenchymale StammzellaNlaesr t ondes Jel | y
Nabelschnur wurden erstmalig duditElreavey et al(1991)isoliert und voriWang et

al. (2004)als MSC klassifiziertim Vergleich zu aus adultem Knochenmark extrahierten

Zellen sind MSC der Nzelschnur starker antiinflammatorisch wirksam und initial

leichter zu kultivieren: Es ist keine invasive Probenentnahme erforderlich, da die fur
gewdhnlich vernichtete Nabelschnur verwendet werden kanret al. 2013)

In der Lunge entfalten MSC umfangreiche antiinflammatorische und
wachsumsstimulierende WirkungeifAbbildung 1). Es gibt Hinweise darauf, dass
residente pulmonale MSC ihre volle Funktionsfahigkeit erst schrittweise im Laufe der
fetalen Entwicklung erlangeobius et al(2019)verglichen residente pulmonale MSC
von zwischen SSW 16 und SSW 18 entbundenen Foten mit NabelddBarindem



sie die Zellenin vitro gegentuber einer erhdhten Sauerstoffkonzentration (Hyperoxie)
exponierten. Bei aus der Nabelschnur kultivierten MSC zeigten sich hierbei signifikant

starkere antiinflammatorische Effekte.

Abbildung 1: Wirkungen autologer und allogener MSC der Lunge
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- Immunmodulatorische Wirkung: Annahme eines antiinflammatorischen PhanotypsAaiie,
NK-Zellen und mononukleéren Zellen

- Antimikrobielle Effekte, Inhibition der epitheli@hesenchymalen Transition, Etnéng der
Clearance pulmonaler Sekrete

- Entwicklungsfordernde, regenerative und wachstumsstimulierende Wirkung durch parakrine
Sekretion von Wachstumsfaktoren und Verbesserung u. a. der interzellularen Kommunikation
durch Sekretion extrazelluléarer Vesikel

- Stabilisierung des Energiehaushalts von Zellen des Lungenepithels durch Ubertragung
zytoplasmatischer Organellen Uber Nanotubes

Quelle:Behnke et al(2020)

Auchin vivo zeigten sich im Nagetiermodell in zahlreichen Studien positive Effekte der
Gabe allogener MSC auf Lungengewein¢er erhohter Sauerstoffexposition. So kam es
etwa zu verstarktenAlveolarisierung,zur verbesserten Angiogenese mit verringerter
Muskularisierung intrapulmonaler Arteriolen und emem verringerteuftreten von
pulmonatarterieler Hypertonie und LungenfibrosgAugustine et al. 2017)

Interessanterweise ergab sich dies auch, wenn statt der unmittelbaren Zellen Exosomen



oder so genanntekonditioniertes Medium dieser Zellen appliziert wurd@mébaud

2018). Die Uberlebensfahigkeit von MS@ vivo war dagegen auf wenige Tage
beschrank{Chen et al. 2013)Anwendungn bei Neugeborenen im Kontext der BPD
befinden sich bislang in einem Anfangsstadium: In drei PHaS&udien wurde die
prinzipielle Machbarkeit einer trachealen bzw. intraventsen 1388e demonstriert

(Chang et al. 2014, Lim et al. 2018; Xia et al. 2028ne dieser Arbeitsgruppen
untersuchte in einesich anschlieRende Phasel-Studie fir n=66 erstmals die
therapeutische Wirksamkeit einer M&&abe zur Pravention oder Therapie der BPD. Fir

die Subgruppe der in SSW 23 und 24 Geborenen konnte eine signifikante Verringerung
des sekund2ren Outcomes Aschwere BPDA gez
ver 2nderte sich das prim2re Out come ATod
signifikant. Eine auf in SSW 23 und 24 Geborene beschrankte-Rhaselie derselben
Arbeitsgruppe ist daher in Arbd€ihhn et al. 2021)

A.4 Molekulare Mechanismen

Im vorhergehenden Abschnitt wurde beschrieben, dass zum Nachweis mesenchymaler
Stammzellen in Ermangelung spezifischer Marker mehrere Schritte notwendig sind. Die
Gruppe dePlatelet Derived Growth Factor@DGF) kénnte eine Lésung liefern: Bei

ihnen handelt es sich um 1974 erstbeschriebene Wachstumsfaktoren, von denen die vier
Isotypen A, B, C und D existiergfiRoss et al. 1974Bonner et al(1991)konnten zeigen,

dass PDGHsotypen die Proliferation von Lungebfoblasten induzieren. PDGF wirkt

u. a. am PDGHRezeptor (PDGFR), welcher ubiquitar von mitosefahigen Zellen
exprimiert wird. Es existieren die Subtypen PDG&RRd PDGFR. Die Expression von

PDGFRU i st spezifisch fer me s eufunghauima | e St
P D G F-Rdsitivitat ein Bestandteil der Verifizierung von Stammzellcharakteristika sein
kann(Farahani und Xaymardan 2015pwohl im Tiermodell als auch bei Friihgeborenen
konnte gezeigt wer den, dass sich die Expr
Beatmung verringe(Bland et al. 2007; Popova et al. 2014; Oak et al. 2@ )gezielter
Knockout v o nezB®&i@GverBnEntvigklongdstdrungen der Lu(@@strom

et al. 1996)

Die Fahigkeit von MSC, eine Enddifferenzierurmu verschiedene Zelltypen
anzunehmen, wurde bereits erlautert. Neben den nach ISCGT nachzuweisenden

Zelltypen sind MSC in der Lage, sich zu Myofibroblasten zu differenzieren. Ein



charakteristischer Marker dieser Zellen ist das am Zytoskelett beteiligte RioteBimo o t h
Muscle Acti(U S M Marby et al. 1990 Bei Untersuchungen an aus Trachealsekreten
beatmeter Kinder isolierten MSC war ein Phanotyp mit hoher Spontanproliferation und
verringerter Expression von USMA pradiktiyv
Durch Stimulation mit proinflammatorischerytékinen konnte dieser Phanotyp gezielt

induziert werder{Reicherzer et al. 2018)

Neben der Veradnderung von Stammzellcharakteristika kann Zellstress auch den
Zellzyklus beeinflussen. Das Konzept der zellularen Seneszenz beschreibt einen
irreversiblen Zellzyklusarrestder mit einer permanenten Funktioesanderung
verbunden istHayflick und Moorhead 1961).ichtmikroskopisch zeigen sich seneszente
Zellen flacher und gréRRer als vitale Zellen. Sie verfigen zudem Uber mehr Stressfasern
und Uber mehr und langere Pod{&ethe et al. 2006Einer der haufigsten Marker zur
Darstellung zellularer Seneszenz ist die \@mri et al. (1995) erstbeschriebenb-
Galaktosidase. Ursachlich fur eine in Farbungen erhoht darstefiliaadaktosidase ist

vorwiegend eine erhdhte Anzahl und Enzymsyntlveselysosomen.

Ein Mediator fur die Induktion zellularer Seneszenz ist (@uifiozEspin et al. 2013)
p21 ist ein Gentranskript, das in hoher Konzentrationtro als wachstumshemmend auf
Zellen von Gehirn, Lunge und Kolon erstbeschrieben w(Et®eiry et al. 1993)Es ist
auch als CyclirDependanKinaselnhibitor 1 (CDK-Inhibitor 1) bekannt. Eine hohe
zellulare p2iKonzentration bewirkt ein Sistieren der Zellteilung nach erfolgter Mitose,
in demZellen in einen G&btatus Ubergehen. Sie treten somit nicht tbern@d SPhase

in einen neuen mitotischen Zyklus efhiu et al. 2017) p21 kann als zellularer
Schutzfaktor gegen Sauerstoffizitdit angesehen werdefHelt et al. 20Q); im
Nagetiermodell fuhrt ein p2Knockout dementsprechend zu einer verstarkten

Lungenschadigung unter SauerstoffexposiffdioGrath-Morrow et al. 2004)

Der Phosphatidylinosite8-KinaseAkt-Signalweg (PI3K/AkiSignalweq) ist ebenfalls

an der Regulation von Zellklus und Zellmetabolismus bdtgt (Abbildung 2). Der
Grundstein fur die Entdeckung dieses Signalwegs wurdeStaal et al.(1977) im
Zellkulturmodell gelegt: Mit dem Retrovirus AKS infizierte Zellen zeigten ein erhéhtes
Auftreten von Leukdmien. Spater wurde das auch als Proteiekihbszeichnete Akt als
Onkogen in mit AKT8 infizierten Zellen identifiziert und in den PI3K/ARignalweg
eingeordnet. In MSC ging eine hohe Konzentration von Akt mit einer umfangreicheren

Funktionsfahigkeit einher. Im Einzelnen beinhaltete dies Verb&sgen von zellularem



Uberleben, Proliferation, Migration, Angiogenese und Zytokinsyntl{€en et al.
2013)

Abbildung 2: PI3K/Akt-Signalweg
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Umfangreiche Auswirkungen von Akt (Pfeil) auf den Zellzyklus, unter anderem Phosphorylierung von p21
(Pfeil) und Uber mehrere Zwischenschritte Phosphorylierung von Erk (Pfeil); QWeltgy Pathway
Databas€2024)

A.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, humane MSC der Nabelsdnmnuitro unter
Bedingungen zu untersuchen, wie sie bei der Beatmung eines Fridgmg@bberrschen.
Hierzu wurde zunachst der Phanotyp der Zellen nach Exposition gegentber rhythmischer
Dehnung Cyclic Mechanical StretchCMS) und Hyperoxie (HOX) betrachtet. Daran
anschlieBend wurden zellulare Signalwege analysiert und gepruft, inwiefarn
auftretender Zellzyklusarrest reversibel ist. Dies geschah vor dem Hintergrund, dass
Frihgeburtlichkeit mit ihrer Komplikation bronchopulmonale Dysplasie ein
schwerwiegendes Problem darstellt. Aktuell besteht ein Defizit in den

Behandlungsmadglichkeiteginer BPD, wobei allogene mesenchymale Stammzellen als



vielversprechender Therapieansatz gelten. Um adaquate Therapeutika zu entwickeln, ist
ein besseres Verstandnis dafur notwendig, wie sich die potenziell therapeutisch
einsetzbaren humanen MSC der Nabkhur unter den in der Lunge eines beatmeten
Frihgeborenen herrschenden Bedingungen verhalten. Unsicherheiten beziglich eines
bestmoéglichen und moglichst lang wirksamen Zellprodukts gehdren dabei zu den
Hauptproblemen pulmonaler Stammzelltherapien. Ursedi€®roblem anzugehé&onnte

die Effektivitat von MSCTherapeutika durcinhibition relevanter Gene und Selektion
besonders wirksamer Kulturen verbessert werléang et al. 2021) Die Auswahl
geeigneteZielproteineerfordertjedochein prazises Verstandnis der zugrundeliegenden
Signalwege. Indem sie dieses Verstandnis verbessBrdiesge Arbeit langfristig dazu
beitragen,Kinder mit bestehender oder drohender bronchopulmonaler Dysplasie mit

stammzellbasierten Praparaten erfolgreich zu behandeln.
Abbildung 3: Forschungsfragen

Veréndert sich der Phanotyp humaner MSC
der Nabelschnur bei Exposition gegeniber

Sauerstoff und rhythmischer Dehnung?
Welche Signalwege liegen der

Phéanotypverdanderung zugrunde?

Ist die Phanotypveranderung reversibel bzw.

lassen sich aus den Ergebnissen Empfehlungen

fur eine Therapieoptimierung ableiten?

Es wurden zunéchst die Abbildung 3 dargestellten Forschungsfragen formuliert. Aus
diesen Forschungsfragen wurden im né&chsten Schritt disbmldung 4 gezeigten
Hypothesen abgeleitet. Zur Untersuchung dieser Hypothesen wurde ein Zellkulturmodell
etabliert, in dem MSC simultan gegentber rhythmischer Dehnung und Hyperoxie
exponiert werden kdnnen. Die visuelle DokumentatimmZellmorphologe und Zellzahl
erfolgte mittels Lichtmikroskopie unter Einsatz von spezifischen Farbungen; zur
Identifikation der Oberflachenmarker und zur Quantifizierwtes programmierta
Zelltods wurde die Durchflusszytometrie verwendet; die Proteinanalytik erfolgte

schlielich durch Western Blots.



Abbildung4: Hypothesen

CMS und HOX wirken zytotoxisch auf MSC der Nabelschnur und bedingen

eine Phanotypveranderung.

Diese Phanotypveranderung geht mit der Regulation von Signalwegen des
Zellzyklus  einher. Ein selektives  Ausschalten hochregulierter

Zellzyklusmodulatoren beeinflusst die Phanotypveranderung.

In Abhangigkeit von der Expositionsdauer gegentiber CMS und HOX kommt
es zundchst zu einem reversiblen Zellzyklusarrest und spéater zum

irreversiblen Zellzyklusarrest sowie zum programmierten Zelltod.
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B. MATERIAL UND METHODEN
B.1 Material

B.1.1Gewebeproben

Als Gewebeproben wurden ausschlie3lich Nabelschniire von gesunden Neugeborenen
aus Entbindung per Sectio zwischen SSW 25+5 und 41+1 ohne Zeichen einer Infektion

verwendet. Ein ca. 10 cm langes Nabelschnurasservat wurde im Kreif3saal steril in ein

125 miProkengefal? mit ca. 25 ml isotonischer Na@ksung gegeben und bis zu 48 h bei

4 °C gelagert, bevor die Kultivierung der Zellen begann. Es wurden Zellen von 30

verschiedenen Neugeborenen isoliert; Details sirbinildung5 dargestellt.

Abbildung5: Herkunft der Gewebeproben
A

Eigenschaft

Median (Interquartilsabstand) bzw. n (Anteil)

Schwangerschaftswoche

38+2 (37+5 — 38+5)

Geburtsgewicht (g) 3.065 (2.683 — 3.408)
Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile (Small for Gestational Age) 6 (20,0 %)
Geburtsgewicht iber der 90. Perzentile (Large for Gestational Age) 2 (6,7 %)

Ménnliches Geschlecht

19 (63,3 %)

Mehrlingsgeburt 2 (6,7 %)

Indikation zur Sectio
Beckenendlage 5 (16,7 %)
Geburtsstillstand 13,3 %)
Makrosomie 26,7 %)
Praeklampsie 26,7 %)
Vorzeitiger Blasensprung 13,3 %)
Vorzeitige Plazentalésung 26,7 %)
Wunsch 9 (30,0 %)
Zustand nach mehrfacher Sectio 8 (26,7 %)
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B

Patientennummer Gg;l::_ SSwW ggfvti);hrts(;;) ;?2::;'; Indikation zur Sectio Geschlecht Mgr;gi:gs—
GIE-2020-CO-L-010 | 08.10.2020 | 37+5 3.115 38 Vorzeitiger Blasensprung mannlich nein
GIE-2020-CO-L-012 | 21.10.2020 | 41+1 3.525 44 Geburtsstillstand weiblich nein
GIE-2020-CO-L-013 | 22.10.2020 | 38+1 2.810 18 Wunsch weiblich nein
GIE-2020-CO-L-015 | 03.11.2020 | 38+3 3.355 47 Wunsch ménnlich nein
GIE-2021-CO-L-020 | 05.01.2021 | 38+5 3.320 39 Wunsch mannlich nein
GIE-2021-CO-L-021 | 06.01.2021 | 38+3 3.810 84 Makrosomie ménnlich nein
GIE-2021-CO-L-023 | 08.01.2021 | 3745 2.640 8 Beckenendlage mannlich nein
GIE-2021-CO-L-022 | 08.01.2021 | 38+4 2.840 10 Wunsch ménnlich nein

GIE-2021-417* 18.01.2021 | 2545 490 2 Préeklampsie mannlich nein
GIE-2021-CO-L-025 | 18.01.2021 | 36+0 2.220 7 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich ja
GIE-2021-CO-L-024 | 18.01.2021 | 38+5 2.915 12 Beckenendlage mannlich nein
GIE-2021-CO-L-026 | 02.02.2021 | 38+0 2.875 16 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich nein
GIE-2021-CO-L-027 | 03.02.2021 | 38+0 2.690 13 Beckenendlage weiblich ja
GIE-2021-CO-L-030* | 24.02.2021 | 32+0 1.450 20 Vorzeitige Plazentaldsung weiblich nein
GIE-2021-CO-L-031 | 25.02.2021 | 3845 3.695 73 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich nein
GIE-2021-CO-L-032 | 26.02.2021 | 36+0 2170 6 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich nein
GIE-2021-CO-L-033 | 28.02.2021 | 37+0 3.175 57 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich nein
GIE-2021-CO-L-038 | 06.04.2021 | 39+1 4.500 99 Makrosomie méannlich nein
GIE-2021-CO-L-039 | 09.04.2021 | 37+4 2.410 3 Z. n. mehrfacher Sectio mannlich nein
GIE-2021-CO-L-049 | 24.08.2021 | 37+3 2.425 7 Beckenendlage weiblich nein
GIE-2021-CO-L-053 | 07.09.2021 | 40+0 3.400 43 Wunsch weiblich nein
GIE-2021-CO-L-052 | 07.09.2021 | 38+0 3.400 58 Wunsch mannlich nein
GIE-2021-CO-L-054 | 18.10.2021 | 38+0 2.680 12 Z. n. mehrfacher Sectio weiblich nein
GIE-2021-CO-L-055 | 21.10.2021 | 38+0 3.015 35 Wunsch weiblich nein
GIE-2021-CO-L-056 | 21.10.2021 | 38+3 3.815 91 Praeklampsie weiblich nein
GIE-2022-CO-L-057 | 25.01.2022 | 39+4 3.845 74 Vorzeitige Plazentaldsung mannlich nein
GIE-2022-CO-L-059 | 26.01.2022 | 38+4 3.000 26 Z. n. mehrfacher Sectio weiblich nein
GIE-2022-CO-L-058 | 26.01.2022 | 38+3 3.410 52 Wunsch ménnlich nein
GIE-2022-CO-L-061 | 27.01.2022 | 38+4 3.205 32 Wunsch mannlich nein
GIE-2022-CO-L-060 | 27.01.2022 | 38+6 3.730 84 Beckenendlage weiblich nein

A: Auswertung zur Herkunft d&sewebeproben; beim Vorliegen einer Mehrlingsgeburt wurde jeweils nur

ein Geschwisterkind eingeschlossen; n=30

B: Tabellarische Auflistung derinzelnen Gewebeproben; je eine Probe von zwei zusatzlich
eingeschlossenen Frihgeborenen mit sehr bzw. extrem geringen Geburtsgewicht wurde zum Vergleich fur
Differenzierung, zellulare Seneszenz Wetsuche zur Reversibilitétes Zellzyklusarrests verwendej;(

n=30

B.1.2Chemikalien

Acrylamid 30 % Biorad, Hercules, US, #1610156
Akt-Inhibitor VIII Merck, Darmstadt, DE, #12408G
Albumin V Carl Roth, Karlsruhe, DE, #80764

12



Alizarinrot
Ammoniumpersulfat
Annexin V Binding Buffer
Annexin V PE
b-Galactosidase Staining Kit
b-Mercaptoethanol
ddH20
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

DMEM, high glucose
ECL-Reagenz

EDTA

Essigsaure

Fetal Calf Serum (FCS)
Gamunex 106
Gentamycin 40ng/ml
Glycerol

Isopropanol
Laenmli-Ladepuffer
Laufpuffer

Lipofectamine RNAIMAX

MEM mit Glutamax

MesenCult MSC Basal Medium

Methanol
Milchpulver 5 %

Natriumchlorid

Carl Roth, Karlsruhe, DE, #03481

Biorad, Hercules, US, #10700

Biolegend San Diego, US, #422201
Biolegend San Diego, US, #640947

Cell Signaling, Danvers, US, #9860S
Merck, Darmstadt, DE, #M31485ML

B. Brawn, Melsungen, DE, PZN 00088992
Merck, Darmstadt, DE, #D4254

Merck, Darmstadt, DE, #D841%0ML
Thermo Fisher, Waltham, US, #41965092
Thermo Fisher, Waltham, US, #34095
Applichem, Darmstadt, DE, #A50970250
Carl Roth, Karlsruhe, DE, #7332.1
Thermo Fisher, Waltham, US, #10270106
Grifols, Barcelona, ES, PZN 00440489
Ratiopharm, Ulm, DE, PZR3928174
Merck, Darmstadt, DE, #G5518)0ML
Avantor, Radnor, US, #8067

Biorad, Hercules, US, #1610737

Biorad, Hercules, US, #1610772

Thermo Fisher, Waltham, US, #137B81

Thermo Fisher, Waltham, US, #41090028

Stemcell Technologies, Vancouver, CA, #05401

Merck, Darmstadt, DE, #3224135L-M
Carl Roth, Karlsruhe, DE, #T1451

Carl Roth, Karlsruhe, DE, #39571
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Natriumchlorid 0,9 %, Losung
Olrot

Opti-MEM

Paraformaldehyd %

Penicillin 10.000 IU/mk
Streptomycin 10.000 pg/ml

B. Braun, Melsungen, DE, PZN 2737779
Thermo Fisher, Waltham, US, #11459030
Thermo Fisher, Waltham, US, #11058021

Merck, Darmstadt, B, #1040051000

Thermo Fisher, Waltham, US, #15140122

Phosphate Buffered Saline (PBS)Thermo Fisher, Waltham, US, #70011036

Pierce BCA Protein Assay Kit
Ponceau S

Precision Plus Protein

Dual Color Standards
RIPA Lysis Buffer
Sauerstoff, medizinisch
SDS

StemPro

Adipogenesis Differentiation Kit

StemPro
Osteogenesis Differentiation Kit

StrippingBuffer
TEMED

Tris Base
Tris/Glycine Buffer
TrypLE Express

Tween

Thermo Fisher, Waltham, US, #23

Carl Roth, Karlsruhe, DE, #59382

Biorad, Hercules, US, #1610374
Santa Cruz, Dallas, US, #284948
Nippon Gases, Shinawa, JP, #005210

Biorad, Hercules, US, #1610416

Thermo Fisher, Waltham, US, #A1007001

Thermo Fisher, Waltham, US, #A1007201
Thermo Fisher, Waltham, US, #21063
Biorad, Hercules, US, #1610800

Merck, Darmstadt, DE, #T1560BKG

Biorad, Hercules, US, #1610771

Thermo Fisher, Waltham, US, #12605028

Merck, Darmstadt, DE, #65526260ML

B.1.3Puffer und andere Losungen

Alizarinrot, Farbel6sung:

Auflésen von 2 g Alizarinrot in 100 ml ddH20O; pHitration auf 4,14,3; Filtration
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FACS-Puffer:
1 g Albumin V auf 100 ml PBS
Kulturmedium in Passage O:

443,75 miMesenCult MSC Basal Medium; 50 ml FCS; 5 ml Penicillin 10.000 1U/ml
Streptomycin 10.000 pg/ml; 1,25 ml Gentamycin 40 mg/ml

Kulturmedium in nachfolgenden Passagen:

443,75 ml MEM mit Glutamax; 50 ml FCS; 5 ml Penicillin 10.000 IUirSitreptomycin
10.000 g/ml; 1,25 ml Gentamycin 40 mg/ml|

Olrot, Farbelosung:

Auflésen von 60 mg Olrot in 20 ml Isopropanol; Hinzufiigen von 13,3 ml ddH20; Setzen
fur 10min; Filtration; kurz vor Versuchsdurchfiihrung: Verdinnung im Verhaltnis 3 Teile
Olrot Stock Solution : 2 TeilddH20

Ponceaurot, Farbeldsung:

0,5 g Ponceau S auf 99 ml ddH20 und 1 ml Essigséaure
Puffer fir Sammelgel:

12,2 g Tris; 0,8 g SDS auf 200 ml ddH20

Puffer fir Trenngel:

90,8 g Tris; 2 g SDS; 5,96 g EDTA auf 500 ml ddH20
Sammelgel:

1,2 ml ddH20; 500 pul Puffefiir Sammelgel; 30@u Acrylamid 30 %; 3,2 pl TEMED,;
19,2l Ammoniumpersulfat 10 %

TBS-T 0,5 %:

2,4 g Tris und 8,8 g Natriumchlorid auf 1000 ml ddH20O mit-illation auf 7.6;

anschlielend mit 5 ml Tween versetzt
Transferpuffer:
100 ml Tris/Glycine Buffer200 ml Methanol; 700 ml VEVasser

Trenngel:
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1,6mlddH20; 1,20l Puffer fur Trenngel; 1,l Acrylamid 30%; 400 pl Glycerol 50%;
4 ul TEMED; 75 pl Ammoniumpersulfat 1%

B.1.4 Antikérper und Farbungen

Abbildung 6: Antikérper und FEbungen

Antikorper fir Durchflusszytometrie

Ziel Hersteller # Konjugat Menge/Probe
CD165 Ancell, Bayport, US #392040 FITC 1,6 i

CD34 Biolegend, San Diego, US #343513 APC-Cy7 1,25 pl
CD11b Becton Dickinson, Franklin Lakes, US #562721 BV605 1,25 pl

CD91 Thermo Fisher, Waltham, US #12091942 PE 1,25 pl

CD90 Biolegend, San Diego, US #328114 APC 1,25 pl

CD45 Becton Dickinson, Franklin Lakes, US #560777 V500 1,25 pl
CD105 Biolegend, San Diego, US #323215 PerCP 2ul

CD73 Becton Dickinson, Franklin Lakes, US #562430 Bv421 1,25 pl
CD146 Biolegend, San Diego, US #361008 PE-Cy7 1,25 pl

Farbungen fir Durchflusszytometrie

Ziel Hersteller # Konjugat Menge/Probe

Annexin V Biolegend, San Diego, US #640947 PE 3ul

Sytox Thermo Fisher, Waltham, US #S34857 2yl

Beads 10um | Spherotec, Lake Forest, US #ACFP-100-3 5ul

Antikorper fur Western Blots

Ziel MW Hersteller # Spezies Verdiinnung Puffer
phospho-Akt | 60 kD Cell Signaling, Danvers, US #4060S Kaninchen 1:2.000 f:'?érg_%?éﬁ,
Akt 60 kD Cell Signaling, Danvers, US #9272S Kaninchen 1:1.000 I/:lq%rg'_r]r\g%z;’
p21 21 kD Cell Signaling, Danvers, US | #2947S Kaninchen 1:1.000 i’\r’]'”Tcé‘gf’T"’ng‘:’;f’
PDGFR" 190kD | Cell Signaling, Danvers, US | #3174S Kaninchen 1:1.000 f:'t}“Brg”‘T\g%(@
nSMA 42 kD Santa Cruz, Dallas, US #5C-58669 Maus 1:5.000 i'}’}”'fggf#"’gf;;f
GAPDH 37 kD Merck, Darmstadit, DE #MAB374 Maus 1:5.000 i'}’}”'fggf#'"gr;;f
bAct 42 kD Abcam, Cambridge, GB #ab-8227 Kaninchen 1:10.000 i'\r’]”'TCé‘gf‘T"’gf;;f’
Kaninchen Cell Signaling, Danvers, US #7074S Ziege 1:1.000 :\r/]“.ll?ggf".:_vggs;f
Maus Santa Cruz, Dallas, US #sc-516102 | rekombinant | 1:1.000 i’\r’]'”Tcé‘gf’T"’ng‘:’;f’

B.1.5siRNA und biochemische Inhibitoren

Akt Inhibitor VIII Merck, Darmstadt, DE, #12408G
mocksiRNA Thermo Fisher, Waltham, US, #4390843
p21-siRNA Thermo Fisher, Waltham, US, #439082417

B.1.6Verbrauchsmaterialien

6-Well-Platten, nicht beschichtet Greiner, Kremsmunster, AT, #657160
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6-Well-Platten, KollagerCoating Flexcell, Burlington, US, #BB001C

96-Well-Platten

Blotbhox

Extra Thick Blot Filter Paper

Gefrierbehalter
Nitrocellulosemembran
Petrischale 100 mm
Pinzette chirurgisch
Pipetten

Pipettenspitzen mit Filter
Probengefald 125 mi
Reagiergefald 1,5 mi
Rohrchen fur FACS 5 ml
Rohrchen 15 ml
Rohrchen 50 ml

Skalpell Nr. 10

Zellkulturflasche T75

B.1.7Gerate
Durchflusszytometer
Durchflusszytometer
Elektrophoresesystem
Imager

Inkubator
Kuhlschrank 4 °C
Kuhlschrank-80 °C

Kihlzentrifuge

Greiner, Kremsmunster, AT, #655180
Advansta, San Jose, US, #L0708%0
Biorad, Hercules, US, #1703966
Thermo Fisher, Waltham, US, #530001
GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB, #10600015
Sarstedt, Numbrecht, DE, #833902
Entrhal, Straelen, DE, #0118809
Gilson, Middleton, US, #F144059M u. a.
Nerbe, Winsen, DE, #076958300 u. a.
Nerbe, Winsen, DE, #086026042
Sarstedt, Numbrecht, DE, #72706400
Sarstedt, Numbrecht, DE, #551579
Greiner, Kremsmunster, AT, #188271
Greiner, Kremsmunster, AT, #227261
Feather, Osaka, JP, PZN 063665

Greiner, Kremsminster, AT, #658175

Becton Dickinson, Franklin Lakes, US, #Aria Il
Becton Dickinson, Franklin Lakes, US, #Canto I
Biorad, Hercules, US, #1658001FQ,653360
Biorad, Hercules, US, #ChemiDoc XRS+

Thermo Fisher, Waltham, US, #Heracell Vios 160i
Liebherr, Kirchdorf, DE, #BioFresh u. a.

Thermo Fisher, Waltham, US, #TSX50086V

Hettich, Tuttlingen, DE, #Mikro 220R
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LaminarFlow-Sterilbank

Lichtmikroskop

Lichtmikroskop, digital

Nanodrop

NeubauerZahlkammer

Plexiglasbox

Powerpack

Sauerstoffmessgerat

Schwenker

Smartphone

Tension System
Thermoschuittler
Tischzentrifuge
TransBlot Turbo
Vortexer

Zentrifuge

B.1.8 Software

FACS Diva

FlowJo

ImagelLab
ImageJ
LAS EZ

R

Heraeus, Hanau, DE, #Kendro HS12

Carl Zeiss, Oberkochen, DE, #Axiovert 25
Leica, Wetzlar, DE, #DMil

Thermo Fisher, Waltham, US, #NID0O
Laboroptik, Lancing, GB, #Neubauer Improved
Sora, WuthaFarnroda, DE, #20300

Biorad, Hercules, US, #Powerpack 300 u. a.
Greisinger, Regenstauf, DE, #G€1X0

IKA, Staufen, DE, #Rocker 3D Digital u. a.

Shenzhen Zhixin New Information Technology Co.,
Ltd., Shenzhen, CN, #Honor 9 Lite

Flexcell, Burlington, US, #Tissue Train

A. Hartenstein, Wirzburg, DE, #TB)0
Eppendorf, Hamburg, DE, #Minispin plus u. a.
Biorad, Hercules, US, #TransBlot Turbo
Heidolph, Schwabach, DE, #REAX 2000

Hettich, Tuttlingen, DE, #Rotina 38

Becton DickinsonFranklin Lakes, US,
#FACS Diva 6.1.3

Becton Dickinson, Franklin Lakes, US,
#FlowJo 10.7.1

Biorad, Hercules, US, #IlmageLab
Wayne Rasband, Kensington, US, #lmageJ 1.54j
Leica, Wetzlar, DE, #LAS EZ

The R Foundation, Wien, AT, #R 4.1.3

18



B.2 Methoden

In einem ersten Schritt erfolgte die in unserer Arbeitsgruppe erstmalige Etablierung eines
Kultivierungsprotokolls von Nabelschri¥SC. Die Inkulturnahme erfolgte vidissue
Explant Methodangelehnt arBeeravolu et al(2017) Da diese keine enzymatische
Behandlung etwa durch Kollagasen erfordert, wurde eine Beeinflussung der Zellen
maoglichst geringgehalten. Zur Untersuchung der Differenzierungsfahigkeit erfolgte eine
Kultivierung Uber mehrere Wochen zu Adipozyten bzw. Osteoblasten. Die fur
Adipozyten charakteristischen Lipidvakeal wurden mittels Olrotfarbung, die fir
Osteoblasten  charakteristischen  Kalziumresesvoimittels  Alizarinrotfarbung
lichtmikroskopisch nachgewiesen. Ferner wurden undifferenzierte Zellen in der

Durchflusszytometrie auf charakteristische Oberflachenmarker untersucht.

Im zweiten Schritt wurde die Veranderung des Phéanotyps der Zellen unter CMS und HOX
untersucht, um die &lingungen in der Lunge eines beatmeten Neugeborenen zu
simulieren. Hierzu wurde ein Versuchssetting mit einem Flexcell Tension System fur die
rhythmische Dehnung und einem nahezu luftdicht verschlieBbaren Behaltnis aus
Plexiglas fur die Hyperoxie genutztDie Dokumentation der Proben erfolgte
lichtmikroskopisch ungefarldowie nachFarbung aub-Galaktosidase zur Darstellung

der zellularen Seneszenz. Veranderungen auf Proteinebene \witdféastern Blots auf
PDGFRJund USMA visualisiert.

Als Drittes wurde untersucht, welche Signalwege den bereits lichtmikroskopisch
gezeigten Veranderungen zugrunde liegen. In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe
mit trachealen MSC wurden p2ihospheAkt und phosphderkin einem Microarray als
mdgliche Zielproteine ideffiziert und deren Hochregulation unter CMS und HOX
bestatigi(Behnke et al. 2024Paran anschlieRend wurden entsprechende Antikérper fir
die Anwendung im Western Blot titriert, um Veranderungen in der Expression dieser
Proteine untersuchen zu konnen. In weiteren Vorveeugvurden passende Zeitpunkte
ermittelt, da Hochbzw. Herunterregulation nur zeitlich begrenzt nachweisbar Siad.
konnte eine Hochregulation von p21 und phospkbverifiziert werden, fir phospho

Erk war dies nicht der FalEs folgte die Etablierunginer selektiven Hemmung von p21
mittels Small Interfering RNASIRNA) und von phosph@ékt mittels biochemischem
Inhibitor. Die Effektivitat der Inhibition wurde in Western Blots objektiviert. Um die
Auswirkungenauf die zellulare Viabilitat unter den geléen Stressoren zu ermitteln,

erfolgten durchflusszytometrische Messunges programmierta Zelltods mittels der
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Farbstoffe Annexin V und Sytox. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, das bei
apoptotischen Zellen nach aul3en gelagert wird. Sytox kanrekmotische Zellen
gelangen und an dort befindliche DNA binden. So konnte zwischen vitalen sowie

apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden.

Im abschlielRenden vierten Schritt wurde untersucht, ghbresch Expositionsdauauch

zu einem reersiblen Zellzyklusarrest kommen kann. Zellen wurden nach Beendigung
von CMS und HOX flr einige Zeit unter Normalbedingungen weiterkultiviert und
phanotypisch im Lichtmikroskop verglichen. Kbbildung 7 sind die verwendeten
Methoden den jeweiligen Forschungsfragen zugeordnet. AnschlieBend erfolgt eine
prazise Beschreibung der einzelnen Schritte.

Abbildung 7: Fragestellungen und verwendete Methoden

Etablierung der Zellkultur
AlLichtmikroskopie: Differenzierung zu Adipozyten & Osteoblasten
ADurchflusszytometrie: Phanotypisierung

Phanotypveranderung unter rhythmischer Dehnung und Hyperoxie
ALichtmikroskopie: Zellmorphologie, Zellzahl, Zellexpansionsindex, zelluldre Seneszenz
ADurchflusszytometrie: programmierter Zelltod
AWestern Blot: PDGFRh, hSMA, p21, phospho-Akt

Zugrundeliegende Signalwege der Phanotypveranderung
AWestern Blot: p21, phospho-Akt unter Inhibition
ADurchflusszytometrie: Zellzahl, programmierter Zelltod unter Inhibition

Reversibilitat des Zellzyklusarrests
AlLichtmikroskopie: Zellmorphologie

B.2.1 Zellkultur

Fur die gesamte Zellkultur gilt, dass ausschlief3lich mit humanen mesenchymalen
Stammzellen gearbeitet wurde, die vor Ort aus der Nabelschnur isoliert wurden. Das
entsprechende Protokoll wurde neu etabliert, isAbibildung 8 dargestellt und wurde

durch Phanotypisierung und Differenzierung der Zellen validiert. Zellen wurden
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grundsétzlich nicht iber Passage 2 hinausgehend verwendet und nicht eingefroren. Einzig
zum initalen Nachweis des Zelltyps mesenchymale Stammzelle wurden neben Zellen aus

Passage 1 auch Zellen aus Passage 3 verwendet.

Abbildung8: Kultivierungsprotokoll

A: Sterile Entnahme der Nabelschnur bei Sectuelle: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:
Caesarean_section_operatiesutting_the_umbilical_cor@Fe b2011.jpg

B: Er6ffnung und Entfernung der Gefalie

C: Inkubation der Gewebsstiicke (hier abweichend in ekVeel-Platte)

D: Aussprossen der MSC

Die Kultivierung erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C mit 5 % Qahd 95 %
Luftfeuchtigkeit. Von den erwéhnten Kulturmedien wurden 2 m-ivdl-Platten, 3 mi
in 6-Well-Platten bei CMS und HOX, 6,5 ml in 100 nfetrischalen und 9 ml in T75
Zellkulturflaschen verwendet. Ein Mediumwechsel erfolgte zweimal wochentlich, nicht

aber wahrend eines Experiments.

Bei der Inkulturnahme wurde die Nabelschnur in einer 10GRetnischale unter der
Sterilbank platziert und deren Gefafl3e mit gekihltem (4 °C) PBS geSiltvurde
anschlieBend mit Skalpell und Pinzette auf 3 cm lange Stlicke eingeklrzt und longitudinal
eroffnet. Die BlutgefaRe wurden entfernt und das verbleibende Gewebe in annahernd
quadratische Stucke mit 2 mm Kantenlange zerteilt. Jeweils 30 Gewebsgirakrden

mit der Innenseite nach unten in einer weiteren 10GMeatnischale platziert und fir 5

min ohne Medium belassen. Schlie3lich wurden die Gewebsstiicke vorsichtig mit
Kulturmedium Uberschichtet und fur iBB Tage inkubiert. Unmittelbar vor der sich
anschlielenden erstmaligen Passagierung erfolgte die Entfernung der Gewebsstlcke.
Wenn in nachfolgenden Abschnitten der Terminus n= verwendet wird, sind damit stets

Zellen gemeint, die aus unterschiedlichen Nabelschniren isoliert wurden.
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Wiederholungen vokuntersuchungen an Zellen der gleichen Nabelschnur wurden nicht

fur die Auswertung verwendet.

Die Passagierung erfolgte zu diesem und zu spateren Zeitpunkten bei einer Konfluenz
von 7090 %. Zunachst wurden die Zellen mit einer der Menge des Kulturmediums
entsprechenden Menge PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Uberschichtung mit
TrypLE Express, wobei 500 pl fur ein Well einegell-Platte und je 3 ml fur T#5
Flaschen und 100 mietrischalen verwendet wurden. Fur die enzymatische Ablosung
wurden die 2llen fur 3 min bei 37 °C und 5 % G@nkubiert, die Abldsung wurde
anschlieBend durch Hinzugabe der doppelten Menge DMEM unterbrochen. Die so
entstandene Zellsuspension wurde bei 440 g fir 5 min in einer Rotidand&uge
zentrifugiert. Nach Absaugenesl Uberstands wurde das so entstandene Pellet in
Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl in einer NeubZébtkammer unter
einem AxioveriLichtmikroskop bestimmt. Bei Weiterkultivierung erfolgte die Aussaat

in einer Zelldichte von 7.500 Zellen/ém

Fir die zum Nachweis des Zelltyps mesenchymale Stammzelle erforderliche
Differenzierung der Zellen zu Adipozyten und Osteoblasten wurden Zellen in Passage 1
und 3 mittelsAdipogenesis Differentiation Kiind Osteogenesis Differentiation Kit
entsprechend den Protokollen des Herstellersif@r\ochen in nicht beschichteten 6
Well-Platten kultiviert. Zellen aus Passage 3 wurden zusatzlich gepruft, um
sicherzugehen, dass die in den Versuchen verwendeten Zellen in Passage 2 in jedem Fall
uber Sammzelleigenschaften verfiigen. Als Negativkontrolle wurden Zellen gleicher
Kultur und Passage verwendet, die fur die gleiche Zeitdamegewohnlichem
Kulturmedium inkubierten. Eine detaillierte Beschreibung der sich anschlielenden

Farbungen findet sich idbschnitt zur Lichtmikroskopie.

B.2.2Rhythmische Dehnung und Hyperoxie

Fur die Versuche, die CMS und HOX untersuchten, wurden am ersten Versuchstag
150.000200.000 Zellen pro Well einer mit Kollagerbéschichtete®-Well-Platte mit
dreidimensional dehnbarenoBen ausgesaBei den Versuchen zu lichtmikroskopischer
Zellzahlung, b-Galaktosidaséarbung und Reversibilitdt Zellzyklusarrest erfolgte
aufgrund der lichtmikroskopischen Zielparameter eine Aussaat in geringerer Dichte von
75.000 Zellen pro Well, um digbgrenzbarkeit der Zellen voneinander zu erhoiien.

zweiten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um Zellen zu entfernen, die sich nicht gesetzt
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hatten. Falls eine Inhibition Bestandteil des Versuchs war, wurden zudem die
entsprechenden Reagenzien hinzugegdbi@nde Inhibition mittels sSiRNA wurde nach

dem Protokoll des Transfektionsreagenz Lipofectamit Opti-MEM gearbeitet. Die
p21-siRNA und die mocisiRNA als Negativkontrolle wurden in einer Konzentration von
8,3 nM (entsprechend 25 pmol in einem Welkei&Well-Platte) appliziert. Fur die Akt
Inhibition wurde ein biochemischer Akthibitor (Akt-Inhibitor VIII) verwendet.
Zunachst wurde parallel mit den Konzentrationen 1 uM und 3 uM (entsprechend 3 nmol
und 9 nmol pro Well einer-@Vell-Platte) gearbeiteDa nur die h6here Konzentration fur
eine zuverlassige Inhibition geeignet war, wurde in spateren Versuulemliese

appliziert.

Am dritten Versuchstag begann die Applikation von CMS und HOX. CMS wurde Uber
ein BioFlex Tension System derart realisidass ein Tidalvolumen von 5 ml/kg und eine
Atemfrequenz von 60/min mdoglichst akkurat abgebildet wurden. Hierzu wurden eine
sinusoidale Elongation vori & %, eine Frequenz von 1 Hz und ein Aussteuerungsgrad
(Duty Cycle DC) von 40 % gewahlt. Fur die Expasit gegeniiber Hyperoxie wurde ein
Zielwert von 80 % Sauerstoff gewahlt, um eine intensive Beatmung zu simulieren. In
einer anndhernd luftdicht verschliel3baren Plexiglasbox wurde dabei der Sauerstoffgehalt
unter Verwendung von medizinischem Sauerstoff e Korridor zwischen 77,5 %

und 82,5 % gehalten. Die Einhaltung des Sauerstoffwerts wurde regelmaf3ig mit einem
Sauerstoffmessgerat dberpruft. CMS und HOX wurden in Abhangigkeit vom
Zielparameterfir einen Zeitraum von 12 h (Western Blots auf phospkit), 24 h
(Western Blots auf p21) und 72 H.ichtmikroskopie, b-Galaktosidasé&arbung,
Durchflusszytometri e, Western Blots auf P D
Prifung einer mdglichen Reversibilitat des Zellzyklusarrests wurden die Zellen nach
abgeschlosener Applikation von CMS und HOX fur weitere 4 bis 7 Tage unter
Normalbedingungen kultiviert.

B.2.3Lichtmikroskopie

Bei anzufarbenden Zellen wurde nach Versuchsende stets das Medium aspiriert und ein
Waschschritt mit 3 ml PBS pro Well durchgefuhrt. Falls dellen ungefarbt
mikroskopiert werden sollten, wurde anschlieRend lediglich eine Fixierung fur 30 min in
Paraformaldehyd 4 % bei Zimmertemperatur durchgefuhrt. Die Mikroskopie erfolgte an

einem digitalen Auflichtmikroskop, dieBildverarbeitung mit LAS EZ und die
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Auszahlung mit ImageJalls die Zellen nach der Mikroskopie weiterkultiviert oder
anderweitig analysiert wurden, erfolgte d@kumentation an einem konventionellen
Lichtmikroskop mittels Smartphone. Die so gemachten Beobachtungen kdénnen als

Ausgamgspunkt fir weitere Untersuchungen betrachtet werden.

Fur den Nachweis der Differenzierung zu Adipozyten wurde eine Farbung mit Olrot
verwendet. Auch hier wurde zunachst fur 30 min in Paraformaldehyd 4 % fixiert.
Anschlie3end folgten zwei Waschschritte j@i8 ml ddH20, ein Waschschritt mit In8
Isopropanol 60 % und schlieRlich Ersain Isopropanoldurch 1,5 ml Olrot
Farbelosung. Die Zellen wurden mit der Farbeldsung fir 20 min bei Raumtemperatur auf
dem Schwenker inkubiert und abschliel3end dreifa¢hen® ml ddH20 gewaschen.

Fur den Nachweis der Differenzierung zu Osteoblasten wurde eine Farbung mit
Alizarinrot verwendet. Nach Fixierung in Paraformaldehyd 4 % folgten zwei
Waschschritte mit je 3 ml ddH20 und anschliel3end unmittelbar die HinzugalieSvon

ml Alizarinrot-Farbeldsung, die furid min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert

wurde. AbschlieRend wurde auch hier dreifach mit je 3 ml ddH20 gewaschen.

Fur die Quantifizierung erfolgte eine Auszahlung der lichtmikroskopischen Bilder, wobei
jeweis der Mittelwert aus drei Z&hlungen fur die weitere Analyse verwendet wurde. Die
so ermittelte Zellzahl wurde durch den Quotienten aus Flache im Bildausschnitt und
Flache des Wells dividiert, um die gesamte Zellzahl der Probe zu erhalten. Anschlieend
wurde der Zellexpansionsindex berechnet, in dem die Anzahl lebender Zellen durch die
Anzahl ausgesater Zellen dividiert wurde, die Anderung des Zellexpansionsindex
dementsprechend, in dem der jeweils errechnet Zellexpansionsindex durch den

Zellexpansionsindeger Kontrollprobe dividiert wurde.

Zur Bestimmung der zellularen Seneszenz wurden die Zellen nach Versuchsende

ent sprechend dem Pr ot ok o-Gdlactodidase StdinimgsKit e | | er s
behandelt. Hierzu wurden die Zellen eines Wells zunachst egimmét einer dem
Kulturmedium entsprechenden Menge PBS gewaschen undifiis Minuten mit 1 ml

Fixierlosung Uberschichtet. Anschliel3end wurde zweimalig mit PBS gewaschen, mit 1

ml der Farbelbsung tberschichtet und fir rund 8 h in einemf@@n Inkubabr bei 37

°C inkubiert. Schlie3lich wurde die Farbelésung abgesaugt, der BodeiWid-Blatten
ausgeschnitten und in einer 100 AR@trischale mit Glycerol 70 % uberschichtet. Zur
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statistischen Auswertung wurden die angefarbten und nicht angefarbemaiedgezanhlt
und fir jede Interventionsgruppe der Anteil angefarbter Zellen berechnet.

B.2.4 Durchflusszytometrie

Zunachst wurden die Zellen analog zur Passagierung abgelost wie in Abschnitt B.2.1

beschrieben.

Die Phanotypisierung erfolgte analog zur Diffezenung mit Zellen aus Passage 1 und

3. Zunéachst wurden je 200.000 Zellen in 100 ul FARS8fer resuspendiert. Es folgten

die Zugabe von 10 ul Gamunex und eine Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur zur
Blockade unspezifischer Bindungen. Die jeweiligemtiRorper (siehe Abschnitt B.1.4)
wurden hinzugegeben. Um die benétigte Zellzahl gering zu halten, wurden mehrere

Antikdrper geman folgender Systematik im selben Probenréhrchen gemessen:

- Ungeféarbte Kontrollprobe

- CD105 (PerCP), CD73 (BV421)

- CD90(APC), CD91 (PE), CD45 (V500)

- CD146 (PECy7)

- CD165 (FITC), CD34 (APE&y7), CD11b (BV605)

Anschliel3end wurden die Proben auf einem Vortexer geschuttelt und fur weitere 15 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte ein Waschsahiti2 ml FACS

Puffer, eine Zentrifugation und eine Resuspension in 100 ul HA@®r. Die Messung
erfolgte mit FACS Diva am Geréat BD Aria lll.

Die Auswertung wurde in FlowJo erstellt. Hierzu wurden zunachst mieieard

Scatter (FSC) und Side Scatter(SSC) die zu aaysierenden Zellen definiert.
AnschlieRend wurdén Histogrammen basierend auf datem jeweiligen Antikorper
zugehorigen Fluoreszenzkanal gegen die Hintergrundfluoreszenz der ungeféarbten
Kontrollprobe diskriminiert. Es erfolgte eine Normalisierung der éfthbeider
gemessener Fluoreszenzen. Schliel3lich wurden Grenzwerte im Plot eingetragen und

etwaige Veranderungen der Fluoreszenz abgelesen.

Der programmierte Zelltod wurde Uber die Zellzahl und den Anteil apoptotischer und
nekrotischer Zellen bestimmt. Her wurden dieProbenwie beschrieben abgeldst. Um
auch nicht mehr adharente Zellen und Zellfragmente zu erfassen, wurden das

ursprunglich im Well befindliche Kulturmedium und der fiir den ersten Waschschritt
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verwendete PB®uffer gemeinsam mit der Zellsusis®on zentrifugiert. Anschliel3end
wurden die Pellets in je 100 pul Annexin V Binding Buffer resuspendiert. Je 5.000 Count
Beads mit einem Durchmesser von ca. 10 pum und Annexin V wurden hinzugegeben und
die Proben nach Vortexen fur 30 min bei Raumtempenatidunkeln inkubiert. Je acht
Proben wurde mit der beschriebenen Menge einer 1:100 in PBS verdunnten Sytox
Losung versetzt, fur 2 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und unmittelbar
am Canto Il gemessen. Unter Verwendung von FACS Diva erfolgtdessung bis zur
Detektion von 2.500 Count Beads. Darauffolgend wurden in FlowJo nacheinander vier

Plots erstellt, um die Zellpopulationen voneinander abzugreddemldung9).

Abbildung9: Durchflusszytometrische Gatirgtrategie

S3CA

Im ersten Plot wurde in Abhangigkeit von Forward Scatter (FSC) und Side $8&@&) zwischen Count
Beads und Zellen differenziert. Im zweiten Plot erfolgte die genauere Eingrenzung der Count Beads
basierend auf der Fluoreszenz in den KanalesARBd FITGA; diese Kanéalavurden gewéhlt, da hier

der Unterschied im Fluoreszenzverbalzwischen Count Beads und Zellen am ausgepragtesten war. Der
dritte Plot diente dem Ausschluss von Dubletten innerhalb der Zellen und verwendete deaweiel

Scatter AredFSGA) und dieForward Scatter WidtiFSGW). Schlief3lich wurden im vierten @&imittels
Annexin V- und SytoxFéarbung lebende und tote Zellen voneinander abgegrenzt. Die Gesamtzahl an Zellen

wurde hierbei als Summe von Anzahl lebender Zellen und Anzahl toter Zellen definiert.

Fur die Quantifizierung wurde zunéachst der in der Messumtigaltene Anteil der Probe
bestimmt, in dem die Anzahl gemessener Count Beads durch die Gesamtzahl
zugegebener Count Beads dividiert wurde. AnschlielRend wurden die im vorherigen
Schritt bestimmten Werte fir die Gesamtzahl an Zaliethdie Anzahllebende bzw.

toter Zellen durch diesen Anteil dividiert und so normalisiert. Der Atebgnder bzw.

toter Zellen wurde relativ bestimmt, in dem ggeveiligenormalisierte Anzahdn Zellen

durch die normalisierte Gesamtzahl an Zellen dividiert wurde. Scloleflurde der
(spezifischg programmierte Zelltod errechnet, in dem der Anteil zusatzlich zur
Kontrollprobe gestorbener Zellen durch den Anteil in der Kontrollprobe lebender Zellen
dividiert wurde. Der programmierte Zelltod bildet somit den Anteil toteleBehb, der

unmittelbar mit der angewandten Behandlung assoziiert ist.
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B.2.5Western Blot

Nach Versuchsende wurden die Zellen analog zum Prozedere bei der Weiterkultivierung
geldst und zentrifugiert. Der Uberstand wurde aspiriert, die Pellets in PBS resugpendier
und erneut mit gleichen Einstellungen zentrifugiert. Nach einer weiteren Aspiration des
Uberstands wurden die Pellets in einem mit Isopropanol gefiillten Gefrierbehalter in einen
-80 °GKuhlschrank verbracht und so stufenweise heruntergekthlt. Dort warel&ir

hdchstens zwei Wochen gelagert.

Anschliel3end wurden Ganzzelllysate extrahiert. Die aufgetauten Zellen wurden hierzu
ein zweites Mal nach beschriebenem Prozedere mit 4 °C kaltem PBS gewasdhen
zentrifugiert der Uberstandvurde aspiriert. Es flgte eine Resuspension in RIPA
Lysepuffer, wobei 30 pl Lysepuffer pro Lysat eines Wells eiréfdéll-Platte verwendet
wurden. Die Proben wurden fir 20 min in Eis auf einem Schwenker inkubiert und
anschlieBend fiir 20 min bei 18.620 g und 4 °C in einer Killfuge zentrifugiert.
SchlieRlich wurde der Uberstand in ein neues GefaR iibertragen und das Pellet verworfen.

Die Proteinquantifizierung erfolgt mittels eines B®&says nach Protokoll des
Herstellers unter Verwendung einer -MBrdinnung in 98Nell-Platen. Die
Absorptionsmessung wurde hierbei an einem Nanodrop durchgefitirt. die
anschlieBend&DSGelektrophorese wurden die Lysate in RPRliffer so verdinnt,
dassdasVolumenaller Proben eines Getsvischen 5 pl und 11 pl (15é¢€amm) bzw. 20

ul (10erKamm) lag. AnschlieRend wurde nfitMercaptoethanol versetzter Laemmli
Ladepuffer im Verhaltnis 1:1 hinzugegeben. Das Gemisch wurde rfiin bei 6700 g

in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und fir 5 min bei 95 °C ohne Schwenken in einem

Thermoschuttleinkubiert.

Als Gele wurden mit MinProteanMaterialien selbst gegossene 1d@é Acrylamidgele
verwendet. Hierbei betrug die Aushéartezeit des Trenngels 15 min und die des Sammelgels
10 min. Die Gele wurden nach Protokoll des Herstellers in eine miputaf gefillte
Box eingespannt und mit Standard und Proben gefullt. Die-IS8SE wurde am

Powerpack mit 7800 min Laufzeit bei konstant 40 mA durchgefihrt.

Der sich anschlielRende Blot wurde als SemBligt mit einer Nitrocellulosemembran
am Gerat TransBt Turbo erstellt. Hierfir wurden Gel, Membran und Extra Thick Blot
Filter Paper fir 15 min in gekuhltem Transferpuffer inkubiert. Anschlie3end wurde der
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Blot nach Protokoll des Herstellers mier Geraeeinstellung25 Vv, 1 A, 30 min
durchgeflhrt.

Zur Ubepriifung des Transfers wurde eine Proteintibersichtsfarbung mit Ponceaurot
durchgefuhrt. Die Membran wurde hierzu vollstandig fumih in die Farbelésung
eingetaucht und anschlie3end mehrfach mitW&sser gewaschen. Die Dokumentation
erfolgte als kolorimetsches Bild im Imager.

Das Blocken wurde fiir 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schwenker in Blockmilch
aus 5 % Milchpulver in TBS 0,5 % durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Membran
mit 5 ml TBST 0,5 % fur 5 sec gewaschen. Die Inkubation mit dem &iiktaper
erfolgte in 5 ml Blockmilch (entweder Albumin V 3 % in TBS0,5 % oder Milchpulver

5% in TBST 0,5 %, siehe Tabelle in B.1.4) bei 4 °C Uber Nacht auf dem Schwenker.
Am Folgetag erfolgten zunachst drei Waschschritte von 5 min mit je 5 mMiTT&S %

bei Zimmertemperatur auf dem Schwenker. AnschlielRend wurde 60 min mit einem
Zweitantikérper in Milchpulver 5 %/TBS 0,5 % bei Raumtemperatur auf dem
Schwenker inkubiert. Es folgten weitere drei Waschschritte mit-TBE5 % bei
Raumtemperatur auf de&thwenker. Nach Protokoll des Herstellers wurde die Membran
nun mit ECL-Reagenz Uberschichtet und kolorimetrisch sowie chemiluminiszent im
Imager fotografiert. Falls eine weitere Chemiluminiszenzfarbung nachfolgen sollte,
wurden die Antikérperbindungeturch 15-mindtiges Inkubieren istripping Bufferund
zweimaliges anschlieRendes-Bnitiges Waschen inBS-T 0,5 % bei Raumtemperatur

auf dem Schwenker entfernt.

Fur jeden Zielparameterwurde fir die jeweiligen Behandlungen der Zellen einer
Nabelschnurprobe ein Gel erstellt. In Abhangigkeit der zu analysierenden Proteine wurde

die Membran ein oder zweifach gestripped. Fir phosphid und total Akt wurde

hingegen stets zwei Gele bzw. Meranen erstellt: Eine Membran wurde auf phospho

Akt tAcd ilm, di e ander e MAamgefaht. Wederfholungen al Akt
von Western Blots derselben Proben wurden nicht in die Auswertung einbezogen.

Bildverarbeitung und Quantifizierung erfobgt mit der dem Imager zugehérigen

Software ImagelLab. Zur Quantifizierung wurde zunachst der Normalisierungsfaktor
besti mmt, in dem das absol ute Mdhmmen der
starkstem Signal als 1 gesetzt und die Volumina der weitererefPnadativ dazu

berechnet wurden. AnschlieRend wurde das absolute Volumen de&nlgirpers
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durch den Normalisierungsfaktor dividiert. Fir phosptkd wurde in einem analogen
Zwi s c hensc hr iAttih nomnalisierta \Wolumed au$ dashebenfallsdies auf
b-Actin normalisierte Volumen von totélkt erneut normalisiert. Das normalisierte
Volumen der jeweiligen unbehandelten Kontrollprobe wurde nun als 1 gesetzt, sodass

normalisierte relative Volumina fir die statistische Auswertung bereitstanden.

B.2.6 Statistik

Die statistische Analyse basierte je nach verwendeter Methodik auf den folgenden

Zielparametern:

- Lichtmikroskopie:Zellzahl ZellexpansionsindeXinteil angefarbter Zellen
- Durchflusszytometrie: programmierter Zelltod

- Western Blotnormalisierteselatives Bandenvolumen

Die Berechnung der jeweiligen Zielparameter erfolgte wie in den vorangegangenen
Abschnitten erlautert. Zahlenwerte wurden auf vier Nachkommastellen gerdundet.
Prufung auf statistisch signifikante Unterschiede wurden stets zigerémtionsgruppen
verglichen. Es wurden zweiseitige, gepaaff@sts auf einem Signifikanzniveau von 5

% durchgefihrt. Zudem wurden Boxplots zur Visualisierung erstellt. Als Hochstgrenze
fur die Lange der Antennen wurde nach Tukey derfdche Interqudilsabstand
gewahlt. Fur ausgewahlteTests wurden oberhalb von Box und Antenne di#&/qrte

erganzt. Berechnung der jeweiligetWerte und Erzeugung der Boxplots erfolgten in R.

B.3 Ethikvotum

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen wurden im Radenenter dem

Titel ACharakterisierung von Veraanderunge
(PROTECFAI RR) i durchgef ¢hrten Studie erstmaldi
Ethik-Kommission am Fachbereich Medizin der Judtigbig-Universitat unter dem

Aktenzethen 135/12 bewilligt. Die Ausweitung auf mesenchymale Stammzellen aus
Nabelschniren erfolgte mit dem Amendment V, welches am 8. Juli 2020 bewilligt wurde.

Alle Untersuchungen erfolgten im Einklang mit der Deklaration von HelsiDle.

verwendeten mesenamalen Stammzellen stammen ausschlief3lich von Neugeborenen,

deren Sorgeberechtigte der Verwendung der Nabelschnur fur die Zwecke der Studie nach

arztlicher Aufklarung schriftlich zustimmten.
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C. ERGEBNISSE
C.1 Etablierung der Zellkultur

C.1.1Differenzierung zu Adipozyten und Osteoblasten

Nach adipogener Differenzierung wurde fir den Nachweis von Lipidvakuolen eine
Olrotfarbung verwendet und lichtmikroskopisch dokumentigtbbildung 10). Nach
osteogener Differenzierung wurde fir den Nachweis von Kalziumreservoirs eine
Alizarinrotfarbung verwendet und ebenfalls lichtmikroskopisch dokumentiert
(Abbildung 11). Die undifferenzierten Kontrollproben blieben jeweils ohne
entsprechende Rotfarbung. Die nach den Kriterien der ISCGT fur MSC erforderliche

Differenzierbarkeit wurde somit nachgewiesen.

Abbildung 10: Adipogene Differenzierung

A: Reprasentativer Nachweis von Adipozyten; Lipidvakuolen in rot; lichtmikroskopische Farbung mit
Olrot; fiir n=3 wurden fiir Zellen aus Passage 1 und 3 jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert

B: Negativkontrolle; fir n=1 wurden 4 Bildausschnitte fotografiert

Abbildung 11: Osteogene Differenzierung
L A
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A: Reprasentativer Nachweis von Osteoblasten; Kalziumreservoirs in rot; lichtmikroskopische Farbung mit
Ali zarinrot; fir n=3 wurden fiir Zellen aus Passage 1 und 3 jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert

B: Negativkontrolle; fur n=1 wurden 4 Bildausschnitte fotografiert

C.1.2Phéanotypisierung

In jeweils funf Tubes wurden die Zellen auf das Vorhandensein der OberftéaHer
CD105, CD73, CD90, CD146, CD165, CD91, CD45, CD34 und CD11b untersucht.
Konsistent positiv nachweisbar waren CD105, CD73, CD90 und CB&h®&ach positiv
nachweisbar waren CD165 und CD@1 keinem Fall nachweisbar waren CD45, CD34
und CD11b. Die Nehweisbarkeit bzw. Abwesenheit der untersuchten Marker steht im
Einklang mit den Kriterien der ISCGT fir MSC. Reprasentative Messergebnisse fir je
eine Kultur finden sich fur Passage 1 und PassagéBbiidung12.

Abbildung 12: Phanotypisierung
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C.2 Phanotypveranderung unter rhythmischer Dehnung und Hyperoxie

C.2.1Zellmorphologie

In der lichtmikroskopischen Dokumentation nach Versuchserilabillung 13,
Abbildung14) zeigte sich im Vergleich zum Versuchsbeginn die starkste Zelltsilatey

in der Kontrollgruppe. In den drei Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+HOX
lieBen sich in unterschiedlichem Ausmald eine ubiquitdre Rarefizierung und eine
VergréRerung der Zellen beobachten. HOX hatte hierbei einen starkeren Effekt als CMS;
CMS+HOX hatten wiederum einen starkeren Effekt als HOX allein. Die mit HOX allein
und mit CMS+HOX behandelten Zellen zeigten sich zudem phé&notypisch flacher.

Letztere wiesen dartber hinaus eine Verlangerung der Zellfortsatze auf.
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Abbildung 13: Zellmorphologie bei Versuchsbeginn

Reprasentatives lichtmikroskopisches Bild; fir n=2 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert

Abbildung 14: Zellmorphologienachinterventionsende

250um‘ hY

A: Kontrolle; B: CMS; C: HOX; D: CMS+HOX
Rarefizierung und VergroBerung der Zellen in den Interventionsgruppen; reprasentative

lichtmikroskopische Bilder; fir n=2 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert
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C.2.2Zellzahl und Zellexpansionsindex

Im Anschuss an die lichtmikroskopische Dokumentation erfolgte emenuelle
AuszahlungUm das Zellwachstum zu quantifizieren, wurdesdiermittelte Zellzahl ins
Verhaltnis zur initialen Zellzahl gesetzt und so der Zellexpansionsindex bestimmt. Die
Anderung des Zellexpansionsindex wurde schlieRlich bestimmt, in dem der
Zellexpansionsindex der jeweiligen Interventionsgruppe ins Verhaltnis zum
Zellexpansionsindex der Kontrollprobe gesetzt wude am Versuchsende bereits
lichtmikroskopischgesehene Rarefizierukgnnteso fir HOX und CMS+HOXn Form

einer verringerte Zellzahl objektiviert werden (p=0,036; p=0,042). Auch der
Zellexpansionsindex war fur HOX und CMS+HOX signifikant verringert (p=0,017,;
p=0,019).

Abbildung 15: Zellzahl und Zellexpansionsindex

A . i { T B[ saerstoff | 21% | 21% | 80% | 80%
: : . g < CMS - + - +
SiRNA - - - -

Aussaat 75.000 | 75.000 | 75.000 | 75.000

Zellen Blickfeld
Mittelwert

Flache Bildfeld
(mm?)

Flache Well
(mm?)

291 205 113 110

1,0566 | 1,0566 | 1,0566 | 1,0566

962 962 962 962

Umrechnungs-
faktor

Zellen gesamt |264.636 [ 186.641 [103.184 [100.149

Zellexpansions-
index

0,0011 | 0,0011 | 0,0011 | 0,0011

3,1941 | 2,2527 | 1,2454 | 1,2088

Anderung
Zellexpansions-| 0,0000 |-0,2947 |-0,6101 | -0,6216
index

C oo p=0042 D p=0019
p=0036 p=0.017

p =0.805 p=0.888

‘ _ |
250000 <

200000 ‘

Anzahl lebender Zellen
Anderung Zellexpansionsindex (%

150000

e SSpe

0X CMS+HOX

100000

Kontrolle cM X CMS+HOX Kontrolle CN

1S HO! 1s H
Behandlung Behandlung

A: Reprasentatives lichtmikroskopisches Bild mit Zahimarkierung
B: Reprasentative Quantifizierung eines lichtmikroskopischen Bildes
C: Verringerte Anzahl lebender Zellen unter HOX und unter CMS+H8atistische Auswertung mit

gepaarten-Tests; n=3
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D: Verringerter Zellexpansionsindex unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung mit

gepaarten-Tests; n=3

C.2.3Zellulare Seneszenz

Die nach Versuchsende durchgefihrte Seneszenzfarbung babélaktosidse
(Abbildung 16) zeigte dhnliche Ergebnisse: Die Kontrollgruppe wies die geringste
Seneszenz auf. In den drei Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+HOX fand sich
ein ansteigender Anteil seneszenter Zellen. HOX hatte hierbei einen starkeren Effekt als
CMS; CMS+HOX hatten wiederum einen starkeren Effekt als HOX allein. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe waren die Unterschiede fur alle Behandlungen statistisch signifikant
(p=0,029; p=0,003 und p=0,003 in der Reihenfolge Kontrolle vs. CMS; vs. HOX und vs.
CMS+HOX).

Abbildung 16: Zellulare Seneszenz nabiterventionsende
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p=0.029

40
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Kontrolle CM!

Zellulare Seneszenz (%)

S HOX CMS+HOX
Behandlung

A: Kontrolle; B: CMS; C: HOX; DCMS+HOX

Ansteigende zellulare Seneszenz in den Interventionsgrufip@ajaktosidasen blau; repréasentative
lichtmikroskopische Farbung; fir n=4 wurden jeweils 4 Bildausschnitte fotografiert

E: Ansteigende zelluldre Seneszenz in den Interventionsgruppen; statistische Auswertung der Farbung auf

b-Galaktosidase mit gepaartefidsts; n=4

C.2.4Programmierter Zelltod

Die lichtmikroskopisch beobachtete Phanotypveranderung unter rhythmischer Dehnung
und Hyperoxievurde anschlieRendurchflusszytometrischgemesserHierzu wurdeder
programmierter Zelltod nach &indigem Versuch fur die Kontrollgrpe und die
bekannten Interventionsgruppen CMS, HOX und CMS+H@Xtimmt(Abbildung17).

Es ergab sichbei pWerten von p=082, p=0,001 und p<0,001 eine statistische
Signifikanz furdie Interventionsgruppen HOX und CMS+HOese folgte dem bereits
bekannten Mustedass HOX und inshesondere CMS+HOX die starkste Erh6hung des
programmierten  Zelltods induzieren.Der durchflusszytomesch messbare
programmierte Zelltod steigt folglich unter zunehmendem Zellstress ebenfalls in

zunehmendem MalRe an.

Abbildung 17: Zellexpansionsindexnd programmierter Zelltod

Kantralle CMS HOX CMSHOX

A

Paciic BlueA : Sytox Blue

Sylox Blue
Pacfic Blus-A : Sytox Blue
Paciic Blue-A - Sylox Blue

Pagilic Blue-A -

PE-A = Annesin V' PE-A Annexin PE-A = Annexin V. PE-A = Annexin V.
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B Sauerstoff 21% | 21% | 80% | 80%

CMS - + - +
SiRNA - - - -
Aussaat | 150.000|150.000 [150.000{150.000

Tote Zellen | ¢ n5e5 | 0,040 | 0,1024 | 0,1770
Anteil

Tote Zellen

Spez. Anteil | %:0000 | 0,035 | 0,0439 | 0,1186

60

40

Spezifischer Anteil toter Zellen (%)

p <0.001

p=0.001
p=0052

o

Wﬁ
T

Kontrolle

cms HOX
Behandlung

CMS+HOX

A: Repréasentative durchflusszytometrische Messung; n=12; vollstandige Mesg\migge 1

B: Reprasentative Quantifizierung einer durchflusszytoméigisdMessung; n=12

C: Erhohter programmierter Zelltod in den Interventionsgruppen; statistische Auswertung der Messung im
Durchflusszytometer mit gepaartefiésts; n=12

C25PDGFRU

In Western Blots wurde zunachst untersucht, inwiefern sich die Expressiv o n

und

US MA

und Ui Meén Interventionsgruppenach 72 h verandertAbbildung 18). Fur

PDGFRU

Wi

es

en

mi

t

HOX

oder mi t

PDGFRU

CMS+HOX be

geringere Expression auf als unbehandelte Zellen (p=0,009; p=0,041). Dies steht im

Einklang mit der fur mesenchymale Stammzellen spezifischen PD®BBitivitat

(Farahani und Xaymardan 201&)d dem Verlust von Stammzellcharakteristika unter

Sauerstoffexpositio(Mobius et al. 2019)Fir

Zielparameterk e i n e

stat

st

US MA

s ch

zeigten sich

signifikanten

Versuchsaufbau daher nicht als Biomarker fir die Schadigung von MSC geeignet.
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Abbildung18: Expressionwvo P DGFRU und USMA

A Sauerstoff pos. 21 % 21 % 80 % 80 %
CMS Kontr. - + - +
- ..
PDGFRh
nsva | — ——
DAGt | g i —
Abs. Val. 1.137.253 | 1.426.009 | 1.510.483 | 1.347.411 | 1.336.114
bAct
Norm.- 0,7529 0,9441 1,0000 0,8920 0,8846
Faktor
Abs. Vol.
407.460 | 1.484.436 | 1.498.836 | 299.616 | 784.404
PDGFRh
Norm. Vol.
541,182 | 1.572.371 | 1.498.836 | 335.877 | 886.772
PDGFRh
Rel. Vol.
0,3442 1,0000 0,9532 0,2136 0,5640
PDGFRh
Abs. Vol.
2.658.643 | 923.936 | 549.315 | 688.766 | 496.912
hSMA
Norm. Vol.
3531171 | 978.668 | 549.315 | 772125 | 561.761
hSMA
Rel. Vol.
3,6081 1,0000 0,5613 0,7890 0,5740
hSMA
=0.041 2 =0.756
B T P 1 C = T B 1
p =0.009 p=0.816
p =0.881 p =0.366
15 20
H c
H g
o 2
> <3
8 > 15
2 2
10| —— 2
5] et S
['4 [7]
¢ T :
w s 1.0 ————
: ;} ’ i]
o
0.5 {
05
Kontrolle CMS HOX CMS+HOX Kontrolle CMS HOX CMS+HOX
Behandlung Behandlung

A: Repréasentative Quantifizierung eines Western Blots; n=3; vollstandiger Western Bioage2

B: Verringerte Expression von P Ba&@isifRhe Ausweartengvorl OX und
Western Blots mit gepaarteiTests; n=3

C: Keine relevanten Ver2nderungen der Expression vorn

mit gepaarten-Tests; n=3

C.2.6p21

Im n&chsten Schritt wurde die Expression von p2V/&stern Blots bestimmApbildung

19). Es zeigte sich eine regelhafte Hochregulation nach 24 h unter HOX sowie unter
CMS+HOX (p=0,019; p=0,024). Die zuvor nachgewresé/erringerung der Zellzahl
nach Anwendung von Stressorehtsomitim Zusammenhang m@21.
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Abbildung 19: Expression von p21

A | Sauerstoff

CMS

pos.
Kontr.

21 %

21 %

80 %

80 %

p21

bAct

N
—
—

+
o —

Abs. Vol.
bAct

957.984

933.192

1.096.704

1.143.684

1.040.964

Norm.-
Faktor

0,5846

0,5695

0,6693

0,6980

0,6353

Abs. Vol.
p21

498.840

1.600.152

1.027.308

1.874.220

1.988.616

Norm. Vol.
p21

853.256

2.809.741

1.534.926

2.685.287

3.130.339

Rel. Vol.
p21

0,3037

1,0000

0,5463

0,9557

1,141

p21: Relatives Volumen

~

p=0024

p
p=0252

=0.019

Kontrolle

cMs HOX CMS+HOX
Behandlung

A: Repréasentative Quantifizierung eines Western Blots; n=7; vollstandiger Western Bidage3

B: ErhdhteExpression von p21 unter HOX und unter CMS+HOX; statistische Auswertung von Western

Blots mit gepaartenTests; n=7

C.2.7phosphoAkt

Schliel3lich erfolgte die Bestimmung von phosgid in Western BlotsAbbildung 20).

Unter den angewandten Stressoren zeigten sich nach 12 h statistisch signifikante

Erhdhungen von phosphikt. Diese waren fur CMS allein am schwéchsten, fur HOX
etwas starker und fur CMS+HQan starksten ausgepragt (p=0,015; p=0,011; p=0,049).

Es wurde somit nachgewiesen, dass die unter Zellstress auftretende Verringerung der

Zellzahl mit einer erhéhten Aktivierung des PEKkt-Signalwegs einhergeht.
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Abbildung20: Expression von phosphiskt

A | Sauerstoff | pos. | 21% | 21% | 80% | 80% B . [ p=0049 ‘
CMS Kontr. - + - + p=0.011
p=0.015
pAkt O e s Peam —
2
23
>
total Akt 8
&
ADs. V10|' 286.872 834.084 1.470.480 | 1.055.424 | 852.552 3,
oot . —
%2
N g
Norm. 0,1496 0,4349 0,7667 0,5503 0,4445 s
Faktor
Abs. Vol. 124.488 131.748 133.164 188.244 169.140
pAkt
1
Norr’?\.kt\/ol. 832.236 | 302920 | 173.674 | 342.059 | 380.480 oore s X SvsTHoxX
p. Behandlung
ADs. V;)L 304.536 707.328 1.443.576 | 1.172.928 | 1.477.392
bAct
Norm.- 0,1785 0,4145 0,8459 0,6873 0,8657
Faktor
Abs. Vol. 455.880 2.257.572 | 1.862.400 | 1.886.280 | 2.098.188
total Akt
Norm. Vol. 2.554.620 | 5.446.722 | 2.201.647 | 2.744.412 | 2.423.612
total Akt
Norm.- 0,4690 1,0000 0,4042 0,5039 0,4450
Faktor
Norm. Vol.
1.774.415 302.929 429.657 678.871 855.076
pAkt/Akt
Rel. Vol.
5,8575 1,0000 1,4183 2,2410 2,8227
pAkt/Akt
A: Repr2sentative Quantifizierung ei neAstnWedet er n

stets ein zusatzliches Gel erstélli®)( im gezeigten Beispiel abweichende Position der Ladekontroie;
vollstdndiger Western Blot iAnlage4

B: Erhdhte Expression von phosphA&t unter CMS, HOX und CMSHOX; statistische Auswertung von
Western Blots mit gepaarteiTests; n=3

C.3 Zugrundeliegende Signalwege der Phéanotypverénderung

C.3.1p21 unter p2XkInhibition

Erster Schritt in der Analyse der der Phéanotypveranderung zugrundeliegenden
Signalwegen war die Betracimg von p21. Da sich in Vorversuchen eine regelhafte
Hochregulation von p21 unter CMS und H@Xch 24 Stundegezeigt hatteAbbildung

19), wurde ein Knockout von p2fnittels siRNA etabliert. Fir die je vier Gruppen
Kontrolle, CMS, HOX und CMS+HOX wurden dann das Expressionsmuster von p21 im
Western Blot Abbildung 21) sowieder programmierte Zelltod im Durchflusszytometer
(Abbildung22) in Proben ohne siRNA, mit moeRNA und mit p21siRNA untersucht.

Bei nicht transfizierten Proben hattels&ine statistisch signifikante Hochregulation von
p21 unter HOX sowie unter CMS+HOX gezeigt. Bei mit mgdRNA transfizierten
Proberstellten sich diese Effekte analog ein (p=0,009; p=0,006). Fiur die mgiRANA
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behandelten Proben wurde zun&chst dieodkdowneffizienz geprift, in dem die
Proteinexpression mit der jeweils gleich gestressten, jedoch mit -siRBA
transfizierten Probe verglichen wurde. In allen vier Féllen war dieEp@tession unter
p21-Inhibition signifikant verringert, durchschnittiicum rund 75 % (p=0,001; p=0,010;
p=0,001; p<0,001). Dieses Vorgehen wurde gewahlt, um etwaige Anderungen in der
Proteinexpression, die mit dem generellen Verfahren und den verwendeten Reagenzien

assoziiert sind, bestmdglich auszuschliel3en.

Abbildung21: Expression von p21 unter p2ihibition

A
Sauerstoff 21% | 21% | 21% | 21% | 21% | 21% | 80% | 80% | 80% | 80% | 80% | 80%
pos. _ _ _ _ _ _
CMS Kontr. + + + + + +
siRNA - mock p21 - mock p21 - mock p21 - mock p21

021 — — - e

bact | W N S S S S SR G — —

AbbSA(\;/tOI' 957.984 | 933192 | 970.788 | 1.246.272 | 1.096.704 | 1.349.484 | 1.638.612 | 1.143.684 | 1.055.508 | 912.984 | 1.040.964 | 1.330.368 | 670.620
Norm.-
Faktor 0,5846 0,5695 0,5924 0,7606 0,6693 0,8236 1,0000 0,6980 0,6441 0,5672 0,6353 0,8119 0,4093
Abs. Vol.
p21 498.840 | 1.600.152 | 1.115.808 | 213.828 | 1.027.308 | 992.628 | 348.948 | 1.874.220 | 1.772.160 | 570.648 | 1.988.616 | 2.254.764 | 479.424
Norm. Vol.
D21 853.256 | 2.809.741 | 1.883.304 | 281.143 | 1.534.926 | 1.205.209 | 348.948 | 2.685.287 | 2.751.171 | 1.024.192 | 3.130.339 | 2.777.189 | 1.171.438
Rel. Vol.
021 0,307 1,0000 0,6703 0,1001 0,5463 0,4290 0,1242 0,9557 0,9792 0,3645 1,114 0,9884 0,4169
B p<0.001
' p=0.001 1
' p=0.010 !
4 ' b =0.001 !
T p = 0.006 ! p=0.112
T p = 0.009 ! T p=0.189 !
" p=o0673 ! " p=0352 !
GC) 1 1
E3
2
3
S
8
=2
K
£2
¥
.
, I
‘ ) @
0

mock-si: Kontrolle mock-si: CMS mock-si: HOX  mock-si: CMS+HOX  p21-si: Kontrolle p21-si: CMS p21-si: HOX p21-si: CMS+HOX
Behandlung

A: Repréasentative Quantifizierung eines Western Blots; n=7; vollstandiger Western Bioage 3

B: Aktivierungsmuster von p21 unter mesiRNA unverandert im Vergich zu vorherigen

UntersuchungenAbbildung 19); Inhibition von p21 unter p2&RNA um rund 75 %; ausbleibende
Erhdhung der Expression von p21 unter sRNA; statisische Auswertung von Western Blots mit

gepaarten-Tests; n=7
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Abbildung22: Zellzahl und programmierter Zelltod unter phibition

mosk-si: Kantralle

mock-si: GMS

PE-A : Annexin V
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o
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B Saverstoff | 21% | 21% | 80% | 80% | 21% | 21% | 80% | 80%
CMS - + . + . + N +
siRNA mock | mock | mock | mock p21 p21 p21 p21

Aussaat | 150.000150.000 [150.000 | 150.000 | 150.000 [ 150.000 | 150.000 | 150.000
Tofnf;'l'e” 0,0545 | 0,0735 | 0,1067 | 0,1914 | 0,0350 | 0,0481 | 0,1584 | 0,3409
Tote Zellen 1 4 5000 | 0,0189 | 0,0521 | 0,1370 | -0,0196 | -0,0064 | 0,1039 | 0,2866
Spez. Anteil

p=0.049
C f p=0.023 !
f p=0.254 !
f p=0.688 !
60 f p =0.001 ! p=0.003

9 ! p=0021 ! ! p =0.009 !

= " p=0374 ! M p=0021 1

g

; |

840

gj 20 °

¢ —— ‘ ‘

w
N = %
mock-si: Kontrolle mock-si: CMS mock-si: HOX mock-si: CMS+HOX p21-si: Kontrolle p21-si: CMS p21-si: HOX p21-si: CMS+HOX

Behandlung

A: Repréasentative durchflusszytometrische Messung; n=7; vollstandige Messhmigge 1

B: Reprasentative Quantifizierung einer durchflusszytometrischen Messung; n=7

C: Erhdhung des programmierten Zelltods bei Behandlung mit HOX oder CMS+HOX durithiizition

im Vergleich zur nicht inhibierten Probe; statistische Auswertung von durchflusszytometrischen

Messungen mit gepaarteiT ésts; n=7

Anschlielend wurde untersucht, inwiefern die 8$8BRNA auch eine erhdhte p21
Expression unter Zellstress verhindert. Im gepriften Versuchssetting waren keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich zwischen der mitsip24A

transfizierten Konblle und den analog transfizierten Proben, die CMS, HOX und
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CMS+HOX ausgesetzt waren, nachweisbar (p=0,352; p=0,189; p=0,112). Die

Hochregulation von p21 wurde somit zuverlassig unterbunden.

Im nachsten Schritt wurden die Auswirkungen der -pgibition af den
programmierten Zelltod durchflusszytometrisch untersucht. Analog zur Analyse der
Western Blots wurde zunachst sichergestellt, dass die Transfektion den Versuchsaufbau
nicht grundlegend beeinflusst. Hierzu wurde wieder mit weBINA transfiziert.
Dementsprechend behandelte Zellen zeigten unter zunehmendem Stress ahnliche
Tendenzen eines erhdhten programmierten Zelltods. Statistisch signifikant war hierbei
die Erhéhung des programmierten Zelltods unter HOX (p=0,021) und unter CMS+HOX
(p=0,001), jewes im Vergleich zur Kontrolle. Es ergab sich folglich kein Anhalt fir

signifikante Veranderungen durch das Verfahren der Transfektion als solches.

Die vorbekannte Erhéhung des programmierten Zelltods in den Interventionsgruppen
zeigte sich auch unter p&IRNA (p=0,021; p=0,009; p=0,003 fur CMS, HOX und
CMS+HOX). Zudem bewirkte die p2diRNA bei den gleich gestressten
Interventionsgruppen HOX und CMS+HOX im Vergleich zur msdRNA eine
signifikant verstarkte Erhohung des programmierten Zelltods (p=0,0Z8048). Die
Ausschaltung des Zellzyklusmodulators p21 fihrte folglich wie erwartet bei ohnehin
gestressten Zellen zu einer weiteren Erhéhung des programmierten Zelltods.

C.3.2phosphoAkt unter Akt -Inhibition

Zweiter Schritt in der Analyse der der Phanotypveedindg zugrundeliegenden
Signalwege war die Betrachtung von phosptkd als Teil des PI3K/AkiSignalwegs
oberhalb von p21Fir phospheAkt und phospheerk ist eine regulierende Wirkung auf
p21 b&annt(Nicholson und Anderson 2002)ie Hochregulation von phosphikt nach
12 Stundenvarin Vorversuchemer starkstdeobachtbargffekt (Abbildung20), so dass
ein biochemischer Inhibitor etabliavurde(Abbildung23). AnschlieRend wurden dessen
Effekte aufp21 untersucht.

Fur die mit AktInhibitor behandelten Proben wurde zunachst die Effizienz der Inhibition
gepiift, in dem dieExpressionvon phospheAkt mit der jeweils gleich gestressten,
jedoch nicht inhibierten Probe verglichen wurde. Fur die drei Probenpaare zu CMS, HOX
und CMS+HOX war diese signifikant verringert, durchschnittich um rund 70 %
(p=0,008; p=0,04; p=0,014).
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Abbildung23: Expression von phosphskt unter AktInhibition

Sauerstoff 21 % 21 % 80 % 80 % 21 % 21% | 80% | 80% [ 21% | 21% | 80 % 80 %
0S.
CMS p . + - + - + . + . + - +
Kontr.
Akt-Inh. - - - - 1uM 1uM 1uM 1uM 3uM 3uM 3uM 3uM
pAkt e e . E - PR ——
total Akt D —— G S—— D G - — —
Abs. Vol.
bAGH 286.872 | 834.084 | 1.470.480 | 1.055.424 | 852552 | 915.060 | 984.084 | 933.756 | 910.296 | 810.672 | 1.485.144 | 1.917.816 | 1.344.480
Norm.-
Faktor 0,1496 0,4349 0,7667 0,5503 0,445 0,4771 0,5131 0,4869 0,4747 0,4227 0,7744 1,0000 0,7010
Abs. Vol.
DAKt 124.488 | 131.748 | 133.164 | 188.244 | 169.140 | 128676 | 73.056 80.700 | 100.260 | 40.560 38.232 71.136 40.824
Norm. Vol.
pAKt 832236 | 302.929 | 173.674 | 342.059 | 380.480 | 269.684 | 142.374 | 165748 | 211.228 | 95.953 49.370 71.136 58.233
Abs. Vol.
bAGE 304536 | 707.328 | 1.443.576 | 1.172.928 | 1.477.392 | 829.392 | 1.706.532 | 1.280.328 | 873.492 | 813.144 | 1.296.072 | 1.084.908 | 650.160
Norm.-
Faktor 0,1785 0,4145 0,8459 0,6873 0,8657 0,4860 1,0000 0,7555 0,519 0,4765 0,7595 0,6357 0,3810
Abs. Vol.
total Akt 455.880 | 2.257.572 | 1.862.400 | 1.886.280 | 2.098.188 | 1.819.032 | 2.487.048 | 2.112.672 | 1.437.948 | 1.791.120 | 2.305.872 | 2.164.632 | 1.199.040
Norm. Vol.
total Akt 2.554.620 | 5.446.722 | 2.201.647 | 2.744.412 | 2.423.612 | 3.742.785 | 2.487.048 | 2.796.296 | 2.809.304 | 3.758.994 | 3.036.131 | 3.404.910 | 3.147.225
Norm.-
Faktor 0,4690 1,0000 0,4042 0,5039 0,450 0,6872 0,4566 0,5134 0,5158 0,6901 0,5574 0,6251 0,5778
Norm. Vol.
1.774.415 | 302.929 | 420.657 | 678.871 | 855.076 | 392.460 | 311.804 | 322.849 | 400.533 | 139.035 | 88.569 | 113.794 | 100.780
pAKt/Akt
Rel. Vol.
5,8575 1,0000 1,4183 2,2410 2,8227 1,2955 1,0293 1,0658 1,3519 0,4590 0,2924 0,3756 0,3327
pAKt/Akt
B p=0.014
5 ! b = 0.004 !
f p =0.008 !
' p=0083 !
f p = 0.049 ! p=0.281
- J p=0011 ! J p=0136 '
£ M p=0015 ! P =0.069 !
% 1 1
z |
2
Q3
2
©
o
z
e — ‘
S
g
3
5 ——
1
T
0
Kontrolle CMS HOX CMS+HOX Akt-Inh.: Kontrolle Akt-Inh.: CMS Akt-Inh.: HOX Akt-Inh.: CMS+HOX
Behandlung

A: Reprasentative Quantifizierung eines Western Blots; fur fotalt und das-Actnwgréeh® ri ge b
stets ein zusatzliches Gel erstellt @); die geringere Konzentration des Akhibitors von 1uM wurde

zur Dosisfindung zusatzlich betrachtet, jedoch bei besserer Effektivitdt von 3uM nicht weiter in die
Versuche eibhezogen; n=3; vollstdndiger Western Blotinlage4

B: Inhibition von phosphéikt unter Aktinhibitor 3uM um rund 70 %; ausbleibende Erhdhung der

Expression von phosphakt unter AktInhibitor; statistische Auswertung von Western Blots mit gepaarten

t-Tests; n=3
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AnschlieRend wurde untersucht, inwiefern der -Aittibitor auch eine erhohte
Expression von phosphikt unter Zellstress verhindert. Im gepri Versuchssetting
waren keine statistisch signifikanten Unterschiede im Verglaioh inhibierter
Kontrollprobe und den inhibierten Proben, die CMS, HOX und CMS+HOX ausgesetzt
waren, nachweisbar (p=0,069; p=0,136; p=0,281). Im Gegenteil, in den
Interventonsgruppen wurden im Vergleich zu den Kontrollproben sogar tendenziell
geringere Werte fur die Expression von phospkb gemessen. Die Akt
Phosphorylierung wurdauf Proteinebendurchschnittlich um rund 70 ¥eduziert,im
Vergleich hierzuwar die p2tExpression durch Inhibition um rund 75 Péduziert

worden

C.3.3p21 unter Akt-Inhibition

Im letzten Schritt der Proteinanalytik wurden p21 und phogtioin Relation
zueinander gesetzt. Proben, die mit dem zuvor validiertenlrhiitor behandelt
wurden, wurden hierzu nach 24 Stunden unter Zellstress auf dereBxpgission
untersucht(Abbildung 24). Wahrend bei den nicht inhibierten Proben die bekannten
Erh6hungen der p2Expression unter HOX und CMS+HOX in statistisch signifikantem
Male auftraten (p5026; p=0,021), war unter Aknhibitor keine signifikante Anderung
der p21Expression unter CMS, HOX und CMS+HOX nachweisbar (p=0,256; p=0,121;
p=0,104). Ferner konnte gezeigt werden, dass dieEgptession unter HOX und unter
CMS+HOX in den inhibiertedProben signifikant geringer als in den nicht inhibierten
Proben war (p=0,040; p=0,019).

Insgesamt kann daher davon ausgegangen werden, dass die Hochregulation des
PI3K/Akt-Signalwegs unter Stress einer g2thdhung vorgeschaltet ist. Weiterfiihrende
Betraditungen zu Zellzahl und Zellexpansionsindex unter-lAktbition konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht mit einem eindeutigen Ergebnis abgeschlossen werden,
deshalb wird auf die Darstellung an dieser Stelle verzichtet. Stattdessen erfolgte die
priorisierte Bearbeitung der dritten initial formulierten Forschungsfrage mit

Untersuchungen zur Reversibilitdt des Zellzyklusarrests.
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Abbildung24: Expression von p21 unter Akthibition

Sauerstoff 21 % 21 % 80 % 80 % 21 % 21 % 80 % 80 % 21 % 21 % 80 % 80 %
0S.
CMS p - + - + . + - + . + - +
Kontr.

Akt-Inh. - - - - 1uM 1uM 1uM 1uM 3uM 3uM 3uM 3uM
p21 — — —— . o o~ owm —
bAct | N W I e R S S e S — —

Abs. Vol.
bAGt 378.936 | 2.078.064 | 920.700 | 1.414.428 | 1.561.572 | 819.588 | 1.256.808 | 765516 | 917.376 | 696.984 | 1.122.336 | 811.056 | 640.572

Norm.-

0,1824 1,0000 0,4431 0,6806 0,7515 0,3944 0,6048 0,3684 0,4415 0,3354 0,5401 0,3903 0,3083

Faktor

Abs. Vol.
p21 146,796 | 1.269.660 | 924.984 | 2.284.212 | 2.035.956 | 676.656 | 873.828 | 744.000 | 649.224 | 374.856 | 598.788 | 564.972 | 407.952

Norm. Vol.
D21 805.021 | 1.269.660 | 2.087.733 | 3.355.942 | 2.709.351 | 1.715.660 | 1.444.827 | 2.019.657 | 1.470.639 | 1.117.637 | 1.108.687 | 1.447.555 | 1.323.427

Rel. Vol.
p21 0,6340 1,0000 1,6443 2,6432 2,1339 1,3513 1,1380 1,5907 1,1583 0,8803 0,8732 1,1401 1,0423

B p=0.019
f p = 0.040 !
' p=0882 !
' p=0.997 !
4 f p=0.021 ! p=0.104
f p =0.026 ! f p=0.121 !
T p=o0a78 ! T p=0.256 !

N

p21 unter Akt-Inhibition: Relatives Volumen

Kontrolle cMs HOX CMS+HOX Akt-Inh.: Kontrolle Akt-Inh.: CMS Akt-Inh.: HOX  Akt-Inh.: CMS+HOX
Behandlung

A: Reprasentative Quantifizierung eines Western Blots; die geringere Konzentration -diesiikbrs von

1 uM wurde zur Dosisfindung zuséatzlich betrachtet, jedoch in den weiterfiihrenden Experimenten wegen
der geringeren Wirkstarke nicht weiter berticksgthin=3; vollstandiger Western Blot iainlage5

B: Aktivierungsmuster von p21 ohne Inhibition unverandert im Vergleich zu vorherigen Untersuchungen
(Abbildung 19); ausbleibende Erhdéhung der Expression von p21 untednkidtitor 3uM; statistische
Auswertung von Western Blots mit gepaartéresten; n=3

C.4 Reversibilitat des Zellzyklusarrests

C.4.1Zellmorphologie

Untersuchungsgegenstand wamwiefern die Wachstumsinhibition durch die Stressoren
CMS, HOX und CMS+HOX reversibel ist, wenn die Kultivierung nach Beendigung der
Exposition unter Normalbedingungen fortgefuhrt wird. Hierzu wurddre
Expositionsdauern von 24 h, 48 h und 72 h fur n=3 verglichen. Die Zellmorphologie
wurde bei Versuchsbeginn, am Ende der Exposition und am Ende der Weiterkultivierung

3 bzw. 6 Tage nach Ende der Exposition dokumentiert. Fur die meisten Proben wurde 3
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Tage nach Ende der Exposition vollstindige Konfluenz erreicht, so dass zu diesem
Zeitpunkt die letztmalige Dokumentation erfolgte. Falls zu diesem Zeitpunkt keine
vollstandige Konfluenz vorlag, erfolgte die letztmalige Dokumentation 6 Tage nach Ende
der Expaition. Die lichtmikroskopischen Bilder sind fiir den Versuchsbeginn in
Abbildung 25 und fur die spateren Zeitpunkte Abbildung 26 zu finden; die Verweise

in den folgenden Abschnitten beziehen sichAslfildung 26.

Zunachst wurden Rarefizieng, Vergrof3erung, flacherer Phanotyp und verlangerte
Zellfortsatze der Zellen in den Interventionsgruppen analog Abbildung 14
reproduziert. Die urspringlich gewahlte Expositionsdauer von 72 h ging auch hier mit
den genannten Effekten nach Behandlung mit CMS, HOX und CMS+HOX einher (Q, S,
U, W). Bei einer auf 48 h vklrzten Expositionsdauer waren Effekte nur noch bei
Behandlung mit HOX und CMS+HOX deutlich abgrenzbar (I, K, M, O). Wurde die
Exposition auf 24 h verkirzt, zeigten sich nahezu keine Effekte (A, C, E, G).

Fur die Expositionsdauer von 24 h wurde vollstjadkonfluenz 3 Tage nach Ende der
Exposition in allen Interventionsgruppen erreicht, so dass keine Unterschiede mehr
erkennbar waren (B, D, F, H). In Anbetracht der kaum vorhandenen initialen Effekte war
dies erwartet worden. Bei den Uber 48 h exponieReoben war bei starkerer
Zellschadigung mehr Zeit zwischen Ende der Exposition und vollstandiger Konfluenz
erforderlich (6 Tage fur HOX und CMS+HOX statt 3 Tage bei Kontrolle und CMS; J, L,

N, P). Vollstandige Konfluenz konnte jedoch prinzipiell erreigbtden.

Abbildung25: Zellmorphologie bei Versuchsbeginn

ﬂ’ & i >‘ . 2 ; .\:R:-.’I“ A -i N & 28 7.,- —¥
BB A Ko A i

Reprasentatives lichtmikroskopisches Bild; fur n=3 wurde jeweils 1 Bildausschnitt fotografiert
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Abbildung26: Zellmorphologie nach Interventionsende und nach Weiterkultivierung

Nach Weiterkultivierung unter Normalbedingungen
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48



Nach 48 >h Weiterkultivierung unter Normalbedingungen
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Nach Weiterkultivierung unter Normalbedingungen
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