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1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress und chronische AbstoBung nach LTx

Die erste Lungentransplantation (LTx) wurde 1963 von James D. Hardy in Jackson,
Mississippi durchgefuhrt. Der Patient verstarb nach 18 Tagen an Nierenversagen (1). In den
folgenden zwei Jahrzehnten wurden weitere etwa 38 Lungen-, Lungenlappen- oder
kombinierte Herz-Lungentransplantationen (HLTx) durchgefuhrt, ohne dass ein langfristiger
Erfolg erzielt werden konnte (2). Diese Ara war geprigt von AbstoRungsreaktionen und
einem inadaquaten Immunsuppressionsschema auf Basis einer hochdosierten Steroidtherapie
(3,4). Erst die Einfuhrung des Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA) und eine
verbesserte Operationstechnik fuhrte 1981 zur ersten erfolgreichen HLTx mit einem
Langzeituberlebenden, gefolgt von der ersten erfolgreichen Einzellungen-Tx 1982 und
Doppellungen-Tx 1986 (4). Seitdem hat sich die LTx von einem seltenen Verfahren in den
1980er Jahren zum therapeutischen Goldstandard in der heutigen Zeit fur ausgewahlte
Patienten mit nichtmalignen Lungenerkrankungen im Endstadium (wie z.B. idiopathische
pulmonale Fibrose, chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (COPD) oder idiopathische
pulmonale Hypertonie) entwickelt (3,5). Die Zahl transplantierter Lungen ist von den 1990er
Jahren bis zum vergangenen Jahrzehnt ungefahr um das Dreifache gestiegen (5). Die mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten nach LTx hat sich jedoch in diesem Zeitraum
nur unmerklich von 4,3 auf 6,3 Jahre verbessert und liegt damit immer noch weit hinter derer
anderer transplantierter Organe (wie z.B. Herz, Leber und Niere) (6-8). Hauptverantwortlich
fir diese niedrige Uberlebenswahrscheinlichkeit ist seit Gber 35 Jahren die chronische
Abstollungsreaktion (CLAD). Grinde dafur sind noch mangelndes Wissen uber die
zugrundeliegenden pathologischen Zusammenhénge (9) sowie fehlende wirksame
pharmakologische Behandlungsméglichkeiten (10).
CLAD wird hauptséachlich in zwei klinische Ph&notypen eingeteilt: Bronchiolitis-obliterans-
Syndrom (BOS) und Restriktives-Allotransplant-Syndrom (RAS). Zusatzlich wird ein
gemischter und ein (bis jetzt) undefinierter Typ unterschieden (10). Bis vor kurzem wurde der
Begriff BOS noch synonym fur CLAD verwendet (11). Erst seit 2010, nach der tber die Jahre
wachsenden Zahl an Beweisen fiir die Existenz einer erheblichen histologischen Heterogenitat
des BOS, wird in einen obstruktiven (BOS) und einen restriktiven Phanotyp (RAS) unter dem
10



Oberbegriff CLAD unterschieden (12). Histologisch unterscheiden sich beide Entitaten darin,
dass die stattfindende irreversible Fibrose bei BOS vor allem in den kleinen Atemwegen
lokalisiert ist und zu deren Lumenverschluss fuhrt (Bronchiolitis obliterans/konstriktive
Bronchiolitis, BO), wahrend RAS eine periphere Lungenfibrose mit mehreren betroffenen
anatomischen Kompartimenten (Atemwege, Rippenfell, interlobulére Scheidewand, Alveolen
und GeféaRsystem) beschreibt (13,14).

Die der CLAD bzw. der irreversiblen Fibrose zugrundeliegenden Entstehungsmechanismen
sind noch nicht vollstandig verstanden. Es wird davon ausgegangen, dass komplexe
immunvermittelte Mechanismen der Autoimmunitat und der angeborenen sowie erworbenen
Immunitat beteiligt sind und dass vermutlich ein unterschiedliches Ausmaf der Qualitat der
Immunmechanismen zur unterschiedlichen Verteilung der Fibrose flhrt (9). Inzwischen
anerkannt ist, dass entweder immun oder nicht immun bedingte wiederkehrende Verletzungen
von Epithel- und Endothelzellen des Lungentransplantats, zu dieser Uberméafiigen
Fibrosebildung und einem abweichenden Heilungsprozess fuhren. Nicht immun bedingte
Schéadigungen  werden durch  Infektionen, Ischamie-Reperfusionsschaden  (IRI),
gastrodsophageale Refluxkrankheit (GERD) oder inhalative Wirkstoffe verursacht und fuhren
zur  Aktivierung des  Immunsystems. Es kommt zur  Ausschuttung  von
Entzundungsmediatoren unter anderem aus den geschadigten Zellen und zur Rekrutierung
bzw. Aktivierung einer Vielzahl an Entziindungszellen (9,15,16). Darunter produzieren
Makrophagen, neutrophile und eosinophile Granulozyten vermehrt reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) (15,17-20), welche zur Gewebeschadigung fuhren.

ROS sind hochreaktive Sauerstoffmetabolite die im Rahmen des normalen Zell-
Energiestoffwechsels als Nebenprodukte anfallen und aus molekularem Sauerstoff (O>)
produziert werden. Die drei wichtigsten sind Superoxidanion (O2*), Hydroxylradikal (OH®)
und Wasserstoffperoxid (H202). In niedrigen bis maRigen Konzentrationen wirken sie in
physiologischen Zellprozessen, in hohen Konzentrationen jedoch verandern bzw. schadigen
sie Zellkomponenten wie Lipide, Proteine und DNA (21-23), was schliellich zur
Zellschadigung und Beeintrdchtigung der normalen Gewebereparatur flhrt (16,24). Zudem
kénnen ROS mehrere stressinduzierte Transkriptionsfaktoren aktivieren, wodurch es zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen kommt. Diese sorgen fiir die Migration von
z.B. Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten, was die Oxidationsschadigung weiter
verstarkt (21,25). Der menschliche Korper ist mit einer Vielzahl von Antioxidantien

ausgestattet, die dazu dienen, die negativen Wirkungen von Oxidantien wie ROS
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auszugleichen. Zu den wichtigsten enzymatischen Antioxidantien der Lunge zahlen unter
anderem Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion-Peroxidase sowie nichtenzymatische
Antioxidantien wie Glutathion, VitaminC und E (26,27). Die Regulierung des
Gleichgewichts zwischen Oxidantien (ROS) und Antioxidantien ist entscheidend flr die
Lebensfahigkeit, Aktivierung und Proliferation von Zellen und somit der Organfunktion. Eine
Verschiebung dieses Gleichgewichts zugunsten von Oxidantien, aufgrund eines Mangels an
Antioxidantien und/oder einer UberméRigen Ansammlung von ROS, wird als ,,oxidativer
Stress* bezeichnet (21).

Zusammenfassend kommt es mdoglichweise im Transplantat durch die stattfindende
Immunreaktion zu einer erhohten Produktion von ROS (durch aktivierte Entziindungszellen)
und zu einer zusatzlichen Erschépfung von Antioxidantien (28,29), was in oxidativem Stress
resultiert. Dies sorgt fir eine zusatzliche Aktivierung des Immunsystems und fiihrt zusammen
mit der unvermindert anhaltenden Zellschadigung zu einer chronischen AbstoRung, einem

Umbau der Atemwege und schlieBlich zum Organversagen (15,28-30) (Abbildung 1).

Initiale bzw. wiederkehrende Verletzungen von Epithel- und Endothelzellen
durch
IRI/Infektionen/GERD/akute Abstoung/inhalative Wirkstoffe

l Entziindungsmediatoren

Makrophagen,
neutrophile und eosinophile Granulozyten

Erschopfung der
antioxidativen Abwehr

Transkription
—_— - . .
proinflammatorischer Zytokine

Zellschadigung  «<—  Entziindungsreaktion . .
\ immunologische Prozesse

/

Chronische Abstofung

Abbildung 1. Oxidativer Stress und chronische Abstoflung nach LTx. Vereinfachte Darstellung der Rolle von
oxidativem Stress innerhalb des Entstehungsmechanismus der chronischen AbstoRungsreaktion in Anlehnung an
die in der Literatur (16) verwendete Abbildung (mit Genehmigung der Urheberrechteinhaber [© 2009 Elsevier]).
IRl = Ischdmie-Reperfusionsschaden, ROS = reaktive Sauerstoffspezies, GERD = gastrodsophageale
Refluxkrankheit
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Oxidativer Stress ist demnach aktiv am Krankheitsprozess beteiligt (16), was Studien im
Tiermodell und am Menschen belegen. So zeigte eine Studie am Tiermodell, dass ein
antioxidativer Mechanismus signifikant die chronische AbstoRungsreaktion nach LTx
verringerte (31). Zudem konnten Studien am Menschen erhdhte oxidative Stress Parameter
sowie einen erniedrigten antioxidativen Status in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit im
Rahmen einer chronischen AbstoRung nach LTx nachweisen (29,30,32-35).

Zahlreiche Risikofaktoren (RF), die zu CLAD bzw. den Phénotypen BOS/RAS fihren, sind
beschrieben. RF des deutlich haufiger vorkommenden (13,20) Phénotyps BOS sind unter
anderem das Auftreten von akuter Transplantatabstoung, Luftverschmutzung und
Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa oder Aspergillus sowie Infektion durch CMV-
Reaktivierung (36-39). Alle aufgefuhrten RF sind ebenfalls mit oxidativem Stress assoziiert.
So wiesen Studien im LTx-Tiermodell einen Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
akuter TransplantatabstoBung nach (40-42). Luftverschmutzung gilt als exogene Quelle flr
ROS und ist assoziiert mit chronischen Atemwegserkrankungen (43). Weiterhin induziert
Aspergillus-Toxin oxidativen Stress in einer Maus-Makrophagen-Zelllinie (44) und in
Mausen (45) sowie ROS und Apoptose in Alveolarzellen in vitro (46). Pseudomonas
aeruginosa ist assoziiert mit oxidativem Stress in den Atemwegen von Patienten mit
zystischer Fibrose (47) und mit Lungenschadigung in Nagetieren (47,48) sowie Schadigung
von menschlichen Atemwegsepithel- und Endothelzellen in vitro (47,49) durch induzierten
oxidativen Stress. Zudem ist oxidativer Stress involviert in die CMV-Virusvermehrung (50)
und -Reaktivierung (51,52).

1.2 Endothel assoziierte Lungenschadigung nach LTx

Als weiterer RF tragt ein Ischdmie-Reperfusionsschaden (IRI), im Rahmen einer akuten
Lungenschéadigung (wahrend der unmittelbaren postoperativen Phase), welche als primare
Transplantatdysfunktion (PGD) bezeichnet wird (53), erheblich zur Entstehung einer CLAD
bei (54). Der primére Angriffspunkt des IR1 ist das Lungenendothel (55,56).

Endothelzellen kleiden als Monolayer die BlutgefaRe des gesamten Gefalbaums aus (57-59).
Sie erfullen mehrere homoostatische Schlisselfunktionen wie die Kontrolle des
vasomotorischen Tonus, den Transport von Leukozyten aus dem Blut in das Gewebe, die

Bildung neuer Blutgefale, regulieren den Makromolekil- und Flissigkeitsaustausch mit den
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Geweben, dienen der Antigenprasentation und haben eine Barrierefunktion inne (58,59).
Verletzung oder Zelltod beeintrdachtigt oder verhindert die Durchfuhrung dieser Aktivitaten,
was als endotheliale Dysfunktion bezeichnet wird (58).

Endotheliale Dysfunktion, eine Stérung der endothelialen Barriere, die Produktion von ROS
und das Entstehen einer Entzlindungsreaktion sind Kennzeichen des Lungen-IRI. Beim IRI
kommt es zu einer Gewebeschédigung aufgrund der Unterbrechung (Ischdmie) und
Wiederherstellung (Reperfusion) der Durchblutung des Organs im Rahmen der Entnahme der
Spenderlunge und Ubertragung auf den Empfanger wahrend der LTx (55,56).

Die Ischdmie kann rasch zu einer Kaskade pathologischer Verénderungen in den Zellen
fihren. Durch die mangelnde arterielle Versorgung entsteht ein schwerwiegendes
Ungleichgewicht zwischen Versorgung und Stoffwechselbedarf, was zu einer Hypoxie des
Gewebes fuhrt und eine Umstellung von aeroben auf anaeroben Stoffwechsel bewirkt. Die
anaerobe Glykolyse beginnt daraufhin Energie zu liefern, ist aber nicht dazu in der Lage, die
Energiespeicher in Form von Adenosintriphosphat (ATP) wieder aufzufillen (60), wodurch
es zum Verbrauch der ATP-Speicher kommt (61). ATP-abhangige zellulére lonenpumpen
versagen, was zu einer erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration und somit zu einer
Veranderung der Morphologie des endothelialen Zytoskeletts mit Entstehung von
endothelialen Licken fuhrt (62,63). Durch den anaeroben Stoffwechsel entsteht ein
azidotisches Milieu mit Wasserstoff- und Natriumionenverschiebungen innerhalb der Zelle,
die zu Zellschwellung und zellularer Dysfunktion fuhren (64). Ein lonenungleichgewicht
wirkt sich auch negativ auf die Mitochondrien aus, wodurch es ebenfalls zu Schwellungen
und zelluldrer Apoptose kommt (60). Diese und weitere zelluldre Veranderungen bzw.
Ischdmieschaden sind fur die Entwicklung einer erhéhten endothelialen Permeabilitét
verantwortlich (55), und kénnen letzten Endes auch zum Zelltod fiihren, begleitet von der
Freisetzung von schadensassoziierten Molekilen (65).

Weiterhin fuhrt Hypoxie im Endothel neben weiteren Mechanismen auch zu einer
verringerten Synthese von vasodilatorischen und einer hochregulierten Synthese von
vasokonstriktorischen Faktoren. Im weiteren Verlauf fuhrt dies in manchen Bereichen der
Lunge zu einem ,,no-Reflow*-Phanomen und somit einer langanhaltenden Funktionsstérung
der Lunge. In anderen Bereichen ist das Gegenteil der Fall, ndmlich eine Umverteilung des
Herzzeitvolumens mit kompensatorischer Uberzirkulation. Der Hydrostatische Druck steigt
im Kapillarbett, was in einem interstitiellen Lungenddem (klinisches Kennzeichen der PGD
(54)) mindet und durch die erhéhte Permeabilitat des Endothels noch verstéarkt wird (55).
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Ein weiterer Schliisselfaktor der pulmonalen IRI ist die bei der Unterbrechung des Blutflusses
vom Endothel ausgel6ste Signalkaskade, die als "Mechanotransduktion™ bezeichnet wird. Der
normale Blutfluss wird vom Endothel aufgrund seiner Lage an der Grenzflache zwischen Blut
und Gefalwand "wahrgenommen™ und generiert ein Signal, welches das Membranpotential
der Endothelzellen aufrechthédlt (66). Die Unterbrechung des Blutflusses fuhrt zur
Depolarisation der Endothelzellmembran, zur Aktivierung der NADPH-Oxidase und somit
zur Erzeugung von ROS (66,67).

Wahrend der Reperfusion kommt es, erneut durch den Mechanismus der endothelialen
Mechanotransduktion, zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran und somit erneut zu einer
ROS-Produktion (66), wobei diese um ein Vielfaches groRer ist als jene bei Unterbrechung
des Blutflusses (66,68). Nach der Reperfusion werden Abfallprodukte, wie Hypoxanthin, die
durch den ATP-Mangel wahrend der Ischamie angefallen sind, verstoffwechselt, wodurch
zusétzlich ROS erzeugt werden (69). Diese erhohte ROS-Produktion und der dadurch
entstenende Zellschaden I6st zusammen mit den frei gewordenen schadensassoziierten
Molekdilen, welche Alveolarmakrophagen aktivieren, eine nachgeschaltete Produktion von
Zytokinen und somit eine sterile Entziindung aus (55,65). Die nachfolgende Rekrutierung und
Anheftung von v.a. neutrophilen Granulozyten an der Gefdllwand, gefordert durch
exprimierte Zelladh&sionsmolekiile auf den Endothelzellen (70), scheint dabei hauptsachlich
von der entziindeten Endothelschicht der Spenderlungengefale auszugehen (55). Die
Transmigration aktivierter neutrophiler Granulozyten in die extravaskuldren und alveoléaren
Raume verursacht weitere mikrovaskuldre Permeabilitdt und Lungenschadigung durch die
toxische Freisetzung von ROS, Proteasen, Elastasen und die Bildung endothelialer Liicken
(55,63,71).

Es wird deshalb angenommen, dass eine starke Produktion von ROS nach der Reperfusion,
initial hauptsachlich ausgehend vom Lungenendothel (72), die anfangliche Immunreaktion
verursacht, die zu einer weiteren ROS-Bildung flhrt (55) (siehe 1.1, Abbildung 1). In diesem
Sinne ist die ROS-Bildung bei Lungen-IRI ein sich selbst erhaltender Prozess mit einer
konstanten Aufrechterhaltung eines entziindlichen Milieus. Dies wiederum erklart, warum
initiale Ereignisse wie ein IRl zu Beginn einer LTx letztendlich zu einer chronischen
Abstollung beitragen konnen (15). Das Endothel spielt dabei unter anderem als ROS-
Produzent und Barriere fur eine Neutrophilenmigration eine zentrale Rolle (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Endothel assoziierte Lungenschddigung nach LTx. Bearbeitete Darstellung der in der
Literatur (73) verwendeten Abbildung [Bearbeitet mit Genehmigung der American Thoracic Society. Copyright
© 2024 American Thoracic Society. Alle Rechte vorbehalten. Das American Journal of Respiratory and Critical
Care Medicine ist eine offizielle Zeitschrift der American Thoracic Society. Den Lesern wird empfohlen, fir den
richtigen Kontext den gesamten Artikel unter https://doi.org/10.1165/rcmb.F278 zu lesen. Die Autoren,

Herausgeber und die American Thoracic Society haften nicht fiir Fehler oder Auslassungen in Ubersetzungen.].
ROS = reaktive Sauerstoffspezies.

Auch bei der Gabe von Immunsuppressiva hat das Endothelium durch seine anatomische
Lage zwischen Blut und darunter liegendem Gewebe eine Schlusselrolle inne, da systemisch

verabreichte Wirkstoffe schnell und bevorzugt mit dieser Zellschicht in Kontakt
kommen (59).

1.3 CsA-induzierter oxidativer Stress und endotheliale Schadigung

CsA ist eine lipophile Verbindung und gehort als Immunsuppressivum zur Klasse der
Calcineurin-Inhibitoren (CNI) (74). Aktiviertes Calcineurin, dephosphoryliert regulatorische
Stellen an mehreren Transkriptionsfaktoren, insbesondere des nukledren Faktors von
aktivierten T-Lymphozyten (NFAT) (75). Die Hemmung von Calcineurin durch CsA erfolgt

durch Komplexbildung von CsA und intrazellularem Cyclophilin in T-Lymphozyten. Dieser
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Komplex bindet an Calcineurin, verhindert somit die Dephosphorylierung von NFAT und
seine anschliefende Translokation aus dem Zytoplasma in den Zellkern, wodurch die
Transkription von Interleukin-2 und dadurch die Aktivierung, Proliferation und
Differenzierung von T-Lymphozyten (und anderer Immunzellen) verhindert wird (74-78)
(Abbildung 3).

Antigen- T-Lymphozyt
prasentierende
Zelle

CsA | Calcineurin

| NFAT po

Ag

=) o
NFAT

!

Abbildung 3. Wirkmechanismus von CsA. Bearbeitete Darstellung der in der Literatur (77) verwendeten
Abbildung (mit Genehmigung der Urheberrechteinhaber [© 2021 Elsevier]). Ag = Antigen, CsA = Cyclosporin
A, IL-2 = Interleukin-2, NFAT = nukleérer Transkriptionsfaktor von aktivierten T-Lymphozyten, Tul = Typ-1-
T-Helferzelle, Tul7 = Typ-17-T-Helferzelle, Tu2 = Typ-2-T-Helferzelle, Ty = regulatorische T-Zelle.

Wie zu Beginn beschrieben (siehe 1.1), revolutionierte CsA Anfang der 1980er Jahre das
Outcome von Patienten nach LTx drastisch (4). Seitdem sind CNI wie CsA oder Tacrolimus
zum Rickgrat der konventionellen Erhaltungsimmunsuppression geworden. Die
Erhaltungsimmunsuppression ist eine lebenslange immunsuppressive Therapie zur
Verhinderung einer akuten und chronischen Abstoliungsreaktion nach LTx. Sie besteht aus
einer Dreifachtherapie und umfasst in der Regel einen CNI (Tacrolimus oder CsA), ein
antiproliferatives Mittel (Mycophenolat oder Azathioprin) und Kortikosteroide (74,79). Der
Einsatz von CsA ist in den letzten Jahren stetig zuriick gegangen (80). Dennoch ist CsA
weiterhin fester Bestandteil der Therapie-Empfehlung und wird hauptsachlich dann

eingesetzt, wenn Patienten Tacrolimus nicht vertragen (79,81).
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Ziel der Erhaltungsimmunsuppression ist, eine Balance zu finden zwischen der
Verhinderung/Minimierung von immunvermittelter Schadigung des Transplantats und
gleichzeitiger Vermeidung von durch Immunsuppressiva-Gabe entstehenden unerwinschten
Nebenwirkungen (NW), infektiosen Komplikationen und Risikoerhéhung einer malignen
Erkrankung (74,79). Zu den wichtigsten NW von CsA gehdren Nephrotoxizitat, Hypertonie,
Hypercholesterindmie, Elektrolytanomalien (Hyperkaliamie, Hypomagnesiamie),
Neurotoxizitdt (posteriore reversible Enzephalopathie, Krampfanfédlle, Kopfschmerzen,
Tremor), thrombotische Mikroangiopathie und Gingivahyperplasie (74,75,82).

Einige dieser systemischen NW, wie Hypertonie, Lipoproteinerh6hungen und Hyperglykamie
kdnnen indirekt eine endotheliale Dysfunktion induzieren oder verstarken (83-86) oder sind
gekennzeichnet durch Endothelschéden (posteriore reversible Enzephalopathie) (87). Zudem
kann CsA auch direkt das Endothel schéadigen (88), was ebenfalls zu endothelialer
Dysfunktion flhrt, welche wiederum CsA-bedingte NW ausldsen kann (86). Direkte CsA-
induzierte Auswirkungen auf Endothelzellen sind Zytotoxizitét, die Beeintrachtigung von in-
vitro-Kapillarbildung und die  Beeintrdchtigung  vasoaktiver = Mediatoren  wie
Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 (86,89). Letzteres fuhrt zu Vasokonstriktion,
welche  bekanntermallen die  Adhésion von Immunzellen an endothelialen
Adhasionsmolekiilen fordert (90). Die Expression der Adhdsionsmolekiile zusammen mit der
Freisetzung von Zytokinen ist zudem ebenfalls direkt CsA-induziert und fordert zusammen
mit CsA-bedingter VVasokonstriktion die Vermittlung von GefaRentziindung (91). Viele dieser
direkten Auswirkungen von CsA sind mit oxidativem Stress bzw. mit ROS assoziiert, was
zahlreiche Studien belegen:

So konnte gezeigt werden, dass CsA, TLR4-vermittelt, die Expression von Zytokinen und
Adhasionsmolekiilen in kultivierten Endothelzellen und murinen Aorten erhéht, wobei ROS
bei der TLR4-abhangigen Signallbertragung eine Rolle spielt (91).

Weiterhin wird berichtet von CsA-induzierten ROS, die in der endothelialen Regulierung von
NO eine Rolle spielen. So konnte im Tiermodell indirekt gezeigt werden, dass CsA-induzierte
ROS (02*) die NO vermittelte Relaxation in Arterien beeintréchtigt und Antioxidantien
diesen Effekt aufheben konnten (92). In einer weiteren Studie wurde jedoch in vitro an
Endothelzellen gezeigt, dass ROS als Vermittler der CsA-induzierten eNOS-mRNA-
Hochregulierung fungieren und somit CsA-induziert vermehrt NO produziert wird (93). Wie
eine NO-Hochregulierung dennoch zu den bekannten vasokonstriktorischen Eigenschaften

von CsA flhren kann, erklaren Calo et. al. (2000), die ebenfalls eine erhéhte Konzentration
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von NO-Metaboliten im Plasma von Nieren- und Herztransplantationspatienten mit CsA-
induzierter Hypertonie feststellen konnten. Sie beschreiben einen Mechanismus, in dem CsA-
induzierte O2™* mit NO reagieren (wodurch die NO-Konzentration sinkt), was zur Bildung
von Peroxinitrit fihrt (90), einem noch reaktionsfreudigeren freien Radikal. Somit wird der
NO-Verbrauch erhoht, die vorhandene NO-Menge sinkt, die GefalRerweiterung kann nicht
mehr aufrechterhalten werden und es kommt zu Vasokonstriktion und Hypertonie (94).

Eine CsA-induzierte konzentrationsabhangige Peroxinitrit-Bildung bestatigen Navarro-
Antolin et. al. (2007) in vitro in Endothelzellen und im Aortenendothel von Mausen. Dies
flhrte zu zytotoxischen Wirkungen, was wiederum durch Antioxidantien verhindert werden
konnte (95). CsA kann auch durch eine direkte ROS-Induktion im Endothel zur Zytotoxizitat
fihren. Dies konnte im Tiermodell indirekt bestatigt werden, in dem CsA-induzierte
Apoptose in Aortenendothelzellen durch ein Antioxidans reduziert werden konnte (96). In
vitro fihrte eine CsA-Exposition von Endothelzellen ebenfalls zur ROS-Induktion und
anschlieRender Apoptose (97-99), wobei Trapp et. al. (2005) zeigen konnten dass CsA-
induzierter oxidativer Stress und Apoptose korrelieren (99).

Demnach sind CsA-induzierte ROS an endothelialer Aktivierung, Regulierung der NO-
Freisetzung und Apoptose beteiligt und spielen somit eine wichtige Rolle in CsA-induzierter
endothelialer Dysfunktion.

Ein intaktes Endothel ist Voraussetzung fiir die normale Regulierung der GefaBwandfunktion,
zu der unter anderem die Hemmung der Leukozytenadh&sion, Thrombusbildung, und die
Regulierung der vasomotorischen Funktion gehdren. Endothelschaddigung bzw. eine
endotheliale Dysfunktion fihrt zur Beeintrachtigung dieser Funktionen und somit zur
Lymphozyten- und Makrophagenadhésion an der Gefdlwand, die in das Transplantat
eindringen. Es kommt zur Induktion einer Immunreaktion (100), die das Lungengewebe
schédigt, was schliellich zu einer chronischen Abstof3ung beitrégt.

Zudem ist oxidativer Stress, generiert von aktivierten Immunzellen oder vom geschadigten
Endothel, entscheidend an den lungenschadigenden Mechanismen beteiligt, die zur
chronischen AbstoBung beitragen (siehe 1.1 und 1.2). Verschlimmernd kommt hinzu, dass
immunsuppressive Medikamente wie CsA, die zur Verhinderung/Minimierung von
immunvermittelter Schadigung eingesetzt werden, ebenfalls durch die Induktion von

oxidativem Stress im Endothel zur endothelialen Schadigung beitragen kénnen.
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Eine Kontrolle bzw. Reduktion von oxidativem Stress konnte somit zur Verbesserung der
Transplantatfunktion bzw. zur Verhinderung oder Verzogerung der CLAD beitragen.

1.4 Molekularer Wasserstoff (Hz)

Molekularer Wasserstoff (Hz) galt lange Zeit als nicht funktionales und biologisch inertes
(reaktionstrages) Gas in Saugetierzellen (101). Ein historischer Artikel, der 2007 in Nature
Medicine veroffentlicht wurde, hat dieses Konzept umgestoRen, indem er die antioxidative
und schiitzende Wirkung von Hx beschrieb und das Konzept des selektiven Fangers von
Hydroxylradikalen (OH®) als Wirkmechanismus von Hz demonstrierte (102).

OH?* entsteht im Zuge der Bildung von anderen ROS wie H202 und O2™® aus O». Die meisten
O2* werden in den Mitochondrien durch Elektronenverluste aus der Elektronentransportkette
(103), aber auch durch metabolische Oxidasen wie z.B. die NADPH-Oxidase erzeugt (104).
Superoxiddismutase wandelt O>* in H2O. um, das durch Glutathionperoxidase oder Katalase
zu Wasser (H20) neutralisiert wird. In Gegenwart von katalytisch aktiven Eisen- und
Kupferionen wird aus H20. und O2* durch die Fenton- oder Haber-Weiss-Reaktion OH*®
erzeugt (105,106). OH® kann wahllos oxidative Schaden an Nukleinséduren (wie DNA und
RNA), Lipiden und Proteinen verursachen und zahlt zusammen mit Peroxinitrit (ONOO")
aufgrund seiner hohen Oxidationsaktivitat zu den stérksten oxidierenden freien Radikalen
(102,107,108) (Abbildung 4).
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ONOO-

ROO*
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Abbildung 4. Relative Oxidationsaktivitit einzelner reaktiver Sauerstoff-/Stickstoffspezies. Bearbeitete
Darstellung der in der Literatur (23) verwendeten Abbildung (mit Genehmigung der Urheberrechteinhaber
[© 2014 Elsevier]) basierend auf den Daten von Setsukinai et. al. (2003) (108). H,O, = Wasserstoffperoxid,
NO* = Stickstoffmonoxidradikal, ONOQO" = Peroxinitrit, O2"® = Superoxidanion, OH®* = Hydroxylradikal, ROO*
= Alkylperoxylradikal.

20



Da H2 sehr reaktionstrage ist, reagiert es nur mit starken Oxidantien wie OH®, wohingegen
02*, H202 und NO® nicht stark genug dafur sind (109). Diese Selektivitdt von H> ist von
grolRer Bedeutung, da O2* und H.Op, trotz ihrer zytotoxischen Wirkungen, bei niedrigen
Konzentrationen wichtige physiologische Funktionen erfiillen, indem sie als regulierende
Signalmolekdle fungieren, die an zahlreichen Signaltransduktionskaskaden beteiligt sind und
biologische Prozesse wie Apoptose, Zellproliferation und -differenzierung regulieren (104).
Zudem ist NO® unter anderem wesentlich fir die Erweiterung der Blutgefdle (110). Ein
Groliteil der NO*- und O2*-abhéngigen zytotoxischen Wirkungen beruhen auf der Bildung
von Peroxinitrit, das die Funktion der Mitochondrien beeintrachtigt und Zelltod durch
Oxidations- und Nitrierungsreaktionen triggert. Gefordert wird die Peroxinitrit-Bildung durch
die leichte Diffusion von NO® aus dem Zytosol in die Mitochondrien, wo es mit dort
gebildetem O reagiert, wodurch Peroxinitrit entsteht (111). Es konnte gezeigt werden, dass
H> auch in der Lage ist, Peroxinitrit zu eliminieren (auch wenn nicht so effizient wie OH®).
Somit neutralisiert Hz zytotoxische Radikale wie OH® und Peroxinitrit (Abbildung 5), ohne
die wesentlichen biologischen Aktivitaten von anderen, physiologisch nitzlichen ROS zu
beeintrachtigen (102).
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Abbildung 5. ROS-Bildung im Mitochondrium und deren Neutralisation durch H,. Bearbeitete Darstellung der
in der Literatur (112) verwendeten Abbildung (mit Genehmigung der Urheberrechteinhaber [© 2011 Elsevier]).
GPx = Glutathionperoxidase, H, = molekularer Wasserstoff, H,O = Wasser, H,O, = Wasserstoffperoxid, KAT =
Katalase, NO°®= Stickstoffmonoxidradikal, ONOO- = Peroxinitrit, OH®* = Hydroxylradikal, O,*
= Superoxidanion, SOD = Superoxiddismutase, * = Fenton-/Haber-Weiss-Reaktion.
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Im Gegensatz dazu eliminieren starke Antioxidantien, wie z. B. Vitamin C, wahllos
schadliche und nitzliche ROS (113), weshalb die Gabe von Antioxidantien (in hohen Dosen)
auch NW verursachen kann (114-116). So z.B. die Erhéhung des Krebsrisikos und der
kardiovaskuldren Sterblichkeit (117). Fir Hz hingegen ist bisher keine klinische Toxizitat
bekannt (118), was durchaus erklarbar ist, wenn man bericksichtigt, dass H. ein
reaktionstrdges Gas ist und in unserem Korper keine Funktion hat (23). Weiterhin ist H»
elektrisch neutral geladen und sogar kleiner als O> (118), weshalb es ein ausgezeichnetes
Diffusionsvermdgen besitzt. So kann es die Zellmembranen ungehindert durchdringen und
schnell die Mitochondrien (eine Hauptquelle fir ROS und Peroxinitrit (111)) und den
Zellkern erreichen, um diese Organellen vor oxidativen Schaden zu schiitzen (113). Aufgrund
dieser Eigenschaften und der Fahigkeit UbermaRigen oxidativen Stress abzuschwéchen, ohne
die Redox-Homoostase zu stéren (wie oben beschrieben), konnte H: ein ideales
Antioxidationsmittel darstellen (23).

Zudem wirkt Hz nicht nur durch direkte Neutralisation von starken oxidierenden Spezies
gegen oxidativen Stress, sondern auch indirekt durch die Hochregulierung der Genexpression
von antioxdiativen Enzymen unter anderem Superoxiddismutase und Catalase. Auch
antiinflammatorische Eigenschaften, wie die Herunterregulierung proinflammatorischer
Zytokine, wurden beschrieben. Ebenfalls tiber die Regulierung der Genexpression wirkt H»
antiapoptotisch durch die Stimulation antiapoptotischer Faktoren wie Bcl-2 oder durch
Suppression proapoptotischer Faktoren wie Caspase 8 und 12. Weiterhin beeinflusst H, die
Signaltransduktion in Zellen positiv z.B. durch Aktivierung des Nrf2-Signalweges, welcher
die Expression von tber 200 Genen, die an der Antioxidation und Entgiftung beteiligt sind,
reguliert. Jene kleine Auswahl an Wirkmechanismen von Hz und noch viele weitere wurden
eindrucksvoll und ausfithrlich in verschiedenen Ubersichtsarbeiten anhand zahlreicher
Studien beschrieben (23,109,118).

Die meisten pharmakologischen Medikamente wirken spezifisch auf ihre Ziele. H, scheint
sich aufgrund seiner umfassenden und vielfaltigen Wirkungen wvon herkémmlichen
Medikamenten zu unterscheiden und stellt somit ein neuartiges Konzept dar (23). Die gréiten
Vorteile von Hz sind unter anderem die leichte Penetration durch alle biologischen
Membranen, die selektive ROS-Reduktion und bisher nicht beschriebene unerwiinschte NW.
Somit kdnnte H> eine neue therapeutische Strategie zur Abschwéchung von oxidativem Stress

und dessen pathologischen Folgen darstellen (118).
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1.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe und Zielsetzung fir diese Arbeit

Dieser Arbeit ging eine Studie unserer Arbeitsgruppe voraus, in der unter anderem in vitro an
Lungenfibroblasten (isoliert aus méannlichen Ratten) der Einfluss von CsA auf die Zell-
Vitalitdt sowie auf die Erzeugung von oxidativem Stress untersucht wurden. Die
Untersuchungen zur Zell-Vitalitat haben gezeigt, dass eine Behandlung mit 1 pug/ml CsA nach
8 h zu signifikanten zytotoxischen Effekten in Fibroblasten flhrte. Dartiber hinaus wurde in
den Zellen durch eine 8-stiindige Behandlung mit nicht-zytotoxischen CsA-Dosen (0,25-
0,5 png/ml) oxidativer Stress, hervorgerufen durch die Produktion von ROS, erzeugt (119). In
Ubereinstimmung mit der Studie von Lee et. al. (120), in der in Fibroblasten des
menschlichen Zahnfleisches ebenfalls eine ROS-Induktion durch CsA nachgewiesen wurde,
konnte dadurch ein Medikamenten-induzierter (CsA) oxidativer Stress in Fibroblasten
aufgezeigt werden.

Zudem ist in weiterflihrender Arbeit innerhalb unserer Arbeitsgruppe an dem erwéhnten in-
vitro-Modell die Fahigkeit von H> zur Reduktion von oxidativem Stress untersucht worden

(mit bisher unverodffentlichten Ergebnissen).

Da das Endothel, im Gegensatz zu Fibroblasten, anatomisch bedingt in Erstkontakt mit der
Blutstrombahn und somit zu systemisch verabreichten Medikamenten wie CsA steht (59),
sind fur die vorliegende Arbeit Endothelzellen, konkret menschliche Endothelzellen aus der
Nabelschnurvene (HUVEC), als Zellmodell gewéhlt worden. HUVEC sind eine weit
verbreitete Quelle primérer Endothelzellen fiir in-vitro-Untersuchungen des Gefalisystems
und der Angiogenese (121) und gelten als ein hervorragendes Modell fiir die Untersuchung
der allgemeinen Eigenschaften des Gefalendothels und der an der Endothelfunktion
beteiligten biologischen Signalwege (122).

In Anlehnung an die Studie unserer Arbeitsgruppe, bestand nun das Ziel dieser Arbeit zum
einen in der Untersuchung des Einflusses von CsA auf die Zell-Vitalitat von Endothelzellen.
Zum anderen sollte eine mdgliche Induktion von oxidativem Stress bzw. ROS in
Endothelzellen durch CsA und durch weitere Reagenzien (TNF-a, LPS, H202) sowie dessen

Reduktion durch Vorbehandlung mit Hz untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Chemikalien

Bezeichnung  Hersteller
Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 pl) \ Eppendorf
Mehrfachdispenser-Pipette \ Eppendorf

Pipetboy

' Integra Biosciences

Einmal-Mel3pipetten (5, 10, 25, 50 ml)

' Greiner Bio-One

Pipetten-Spitzen (10, 20, 200, 1000 pul)
Pasteurpipetten (230 mm, 2 ml)
ReagenzgefaRe (0,5, 1,5, 2 ml)

Tube (15 ml)

| Greiner Bio-One
| VWR

| Eppendorf

| Greiner Bio-One

Tube (50 ml)

' Corning CentriStar

Glasflasche (100 ml)
Zellkultur-Multischalen (24-, 96-well)
Objekttrager 1-Kammer
Zellkulturflaschen (T25, T75)

| Schott Duran

| Thermo Scientific Nunc
| Thermo Scientific Nunc
| Thermo Scientific Nunc

Sterilfilter (Flaschenaufsatz) — Rapid-Flow \ Thermo Scientific Nalgene

Aluminiumfolie

' Carl Roth

Zellzahler CASY

' Roche Innovatis

Zellzéhlrohrchen CASY

' Roche Innovatis

Mikroskop — BZ-8100E  Keyence
Mikroskop — Fluovert FU | Leitz

Waage — Precisa 310 M \ Pesa Waagen
Waage — BP 221 S | Sartorius
Magnetriihrer — MR 2002, MR 3002  Heidolph

Brutschrank — HERAcell

 Heraeus Holding

Sicherheitswerkbank — LaminAir HB 2472

 Heraeus Holding

Sicherheitswerkbank — HERAsafe

' Heraeus Holding

Zentrifuge — Megafuge 1.0 R

 Heraeus Holding

ELISA-Reader — Varioskan Flash

Tabelle 1. Verwendete Gerate und Materialien.

| Thermo Scientific
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Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
M199/M199 ohne Phenolrot Sigma-Aldrich/Gibco M2154/21157
Gentamicin-Losung Sigma-Aldrich G1397
Amphotericin B Sigma-Aldrich A2942
EC-SupplementMix PromoCell C-39215
L-Glutamin Sigma-Aldrich G8415

Fetales Kéalberserum (FKS) Sigma-Aldrich 12138C

Tabelle 2. Auflistung der Zusammensetzung des verwendeten HUVEC-Nahrmediums.

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
DMSO Carl Roth A994.1

Gelatine aus Rinderhaut Sigma-Aldrich (G9391 - 100G
PBS Laborinterne eigene Herstellung (siehe 2.2.1)
Trypsin-EDTA-LGsung Sigma-Aldrich T-4174
CASYton-Pufferlgsung OmniLifeSciences 5651808
CellTiter 96®Aqueous One Promega G3581

Solution Cell Proliferation

Assay (MTS)

Cyclosporin A Selleck Chemicals S2286
Wasserstoffperoxid-Ldsung Sigma-Aldrich 18304
(34,5-36,5 %)

LPS Sigma-Aldrich L4516

TNF-a PeproTech 300-01A
Wasserstoff 5.0 Linde GmbH 501 [200 bar]
DCFDA Alexis Biochemicals ALX-610-022-M050
TBHP Sigma-Aldrich 458139-25ML

H2Blue Hydrogen Test
Reagent

Tabelle 3. Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung

H2Sciencesinc

Version

h2-blue-kit
(Aquacentrum Munich)

Microsoft Office 365 Apps

2008 Build 13127.21348

ImageJ 1.53h Java 1.8.0_172
GraphPad Prism 6 —10.0.0 (153)
Citavi 6.8.0.0-6.17

Scanlt RE for Varioskan Flash 245
BZ-Observation 3.61.0000.0202.0202

(Software Keyence Mikroskop)

Tabelle 4. Verwendete Software.
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2.2 Herstellung von Verbrauchsmaterialien

2.2.1 Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Zur Herstellung von 10x PBS wird in 1 | destilliertem Wasser 2 g Kaliumchlorid (KCl), 2 g
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4), 80 g Natriumchlorid (NaCl) sowie 15,35 g
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) geldst. Der pH wird hierbei exakt auf 6,78
eingestellt. Um 1x PBS als Gebrauchsldsung zu erhalten, wird 10x PBS 1:10 mit destilliertem
Wasser verdinnt (pH = 7,4) und anschlieRend autoklaviert.

Wird nachfolgend in der Arbeit von PBS gesprochen ist damit 1x PBS gemeint.

2.2.2 Gelatine-L6sung 0,25 %

Zur Herstellung von 1 | Gelatine-Losung 0,25 % wird 2,5 g Gelatine in 1000 ml PBS auf dem
Ruhrer bei 50 °C quellen gelassen. AnschlieBend wird in 250 ml Flaschen portioniert und
autoklaviert. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. Vor Verwendung werden 250 pl

Gentamycin pro 250 ml Gelatinelésung zugegeben und bei 4 °C gelagert.

2.2.3 HUVEC-N&ahrmedien

Das verwendete Basalmedium (M199, 500 ml) wird mit 0,1 % Gentamycin (500 pl), 0,2 %
Amphotericin B (1 ml), 2 % EC-Supplementmix (10 ml), 200 mM L-Glutamin (5 ml) und
10 % fetalem Kalberserum (FKS, 50 ml) versetzt (siehe 2.1, Tabelle 2) und anschlieRend
steril filtriert.

Das ausschlieRlich zur Zellfarbung (siehe 2.5.2.3) verwendete Basalmedium ohne Phenolrot
(M199 ohne Phenolrot, 500 ml) enthélt bereits L-Glutamin und wird ebenfalls mit 0,1 %
Gentamycin (500 pl), 0,2 % Amphotericin B (1 ml) und 2 % EC-Supplementmix (10 ml)
versetzt und anschlieRend steril filtriert.

HUVEC-N&hrmedien werden ausschliel3lich vorgewarmt auf 37 °C verwendet.

2.3 Zellkultur

Fur die Arbeit mit lebenden Zellen wird ausschlieBlich unter sterilen Bedingungen in der
Sicherheitswerkbank mit vorhandenem Abzug gearbeitet. Im zur Inkubation verwendeten

Brutschrank herrschen stets 37 °C mit einem CO.-Gehalt von 5 %. Die in diesem Kapitel
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sowie der gesamten Arbeit minimal und maximal verwendeten Zellzahlen sowie Volumina

der Verbrauchsmedien je Kulturgefal? sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Kulturgefald | Min. ZZ | Max. ZZ | Gelatine | PBS- Medium | Trypsin
Waschen

T25 1x10° 1x108 3ml 5ml 5ml 3ml

T75 5x10° 3x10° 6 ml 15 ml 15 ml 6 ml

24-Well 1x10* 0,2 ml 0,5 ml 0,7 ml 0,2 mi

96-Well 1,5x10® | 7,5x10° 50 pl 100 pl 150 pl 50 pl

oT 5x10* 4x10° 1ml 3ml 3ml 1,5 ml

Tabelle 5. Auflistung der verwendeten Zellzahlen sowie Volumina je KulturgefdB. Min./Max. ZZ =
Minimale/Maximale Zellzahl, OT = Objekttrager.

2.3.1 Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC)

Die verwendeten Endothelzellen sind nach laborinternem Protokoll aus menschlichen
Nabelschniren isoliert und bei -170 °C in Dimethylsulfoxid (DMSO) kryokonserviert
worden. In dieser Arbeit werden 2 Kulturen HUVEC (Tabelle 6), wobei jede Kultur aus einer

gesonderten Nabelschnur stammt, verwendet.

Bezeichnung Hersteller Interne Nummer

HUVEC Kultur 1 Laborinterne eigene R150710a
Herstellung (Juli 2015)

HUVEC Kultur 2 Laborinterne eigene R150630a
Herstellung (Juli 2015)

Tabelle 6. Verwendete HUVEC-Kulturen.

2.3.2 Gelatinieren von Kulturoberflachen

Zur besseren Haftung der Endothelzellen auf der Kulturoberflache wird Gelatine verwendet.
Zunéchst wird die Gelatine-Losung 0,25 % (Herstellung siehe 2.2.2) fir 45 min im
Brutschrank auf 37 °C erwédrmt und anschlieBend steril filtriert. Im Anschluss wird eine
bodenbedeckende Menge der Gelatine-Losung auf das jeweilig verwendete Kulturgefal
(Zellkulturflaschen (T25/T75), Zellkultur-Multischalen (24-/96-Well), Objekttrédger) gegeben
und durch Schwenken des Gefalles gleichmaRig verteilt. Nach 30-mindtiger Inkubation im
Brutschrank hat sich ein dinner Film Gelatine auf dem Boden des Kulturgefaies gebildet.

Der Gelatine-Uberstand wird mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Im Anschluss wird HUVEC-
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N&hrmedium in das Kulturgefd® gegeben, um ein Austrocknen des Gelatine-Films zu
verhindern.
Das Gelatinieren der Kulturoberflachen wird stets vor Ausplattieren der HUVEC in die

jeweiligen KulturgeféRe durchgefiihrt und im Folgenden nicht gesondert erwéhnt.

2.3.3 Auftauen kryokenservierter Zellen

Kryokonservierte HUVEC werden nach dem Auftauen, fir eine mdglichst schnelle
Neutralisierung des bei Raumtemperatur zelltoxischen DMSO (123), in N&hrmedium
suspendiert. Eventuell verbliebene Zellen werden durch Waschen des zur Kryokonservierung
verwendeten Reagenzgefalles mit Nahrmedium ebenfalls suspendiert. AnschlieRend werden
die Zellen in eine Zellkulturflasche Gberfihrt. Nach 4 h im Brutschrank sind die Zellen
adharent und das Nahrmedium kann getauscht werden, um DMSO-Reste und abgestorbene
Zellen aus dem Medium zu entfernen. Die Zellen wachsen anschliefend im Brutschrank bis
zum Erreichen einer Konfluenz von 70-90 % wobei spatestens nach 48-stiindigem Wachstum

das Nahrmedium erneuert wird.

2.3.4 Zellzdhlung, Passagieren und Aussaat von Zellen

Zu Beginn wird die Zellkulturflasche mit den 70-90 % konfluenten Zellen aus dem
Brutschrank genommen und unter dem Abzug vorsichtig Nahrmedium mit einer
Pasteurpipette abgesaugt. AnschlieRend wird mit PBS gewaschen und durch Absaugen wieder
entfernt. Nun wird Trypsin zum L&sen der adhdrenten Zellen in das Kulturgefal gegeben und
auf eine gleichmaRige Verteilung am Boden des Gefélles geachtet. Nach 2-mindtiger
Inkubation wird das vollstandige Abldsen der Zellen unter dem Mikroskop Uberprift.
Daraufhin wird Trypsin durch Zugabe von Nahrmedium in doppelt tblicher Menge (siehe 2.3,
Tabelle 5) neutralisiert. Die Zellen werden zusammen mit dem N&hrmedium resuspendiert, in
50 ml Tubes Gberfuhrt und diese bei 1200 rpm fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Das durch Zentrifugation in den Tubes erhaltene Zellpellet wird von seinem Uberstand durch
vorsichtiges Absaugen mit einer Pasteurpipette getrennt und in 1 ml Nahrmedium
aufgenommen. Aus dieser Zellsuspension werden 20 ul in 5 ml CASYton-Pufferlésung
gegeben und sorgfaltig durch handisches Schwenken vermischt. Im Anschluss kann die
Zellzahl pro ml im Zellzahler bestimmt werden.

Je nach Weiterverarbeitung der Zellen (Passagieren in T25/T75-Zellkulturflaschen, Aussaat
auf 24-/96-Well-Multischalen bzw. auf Objekttrager fur Versuch) kann nun die gewiinschte
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Zellmenge aus den Tubes entnommen, in das jeweilige Kulturgefd® gegeben und mit

Nahrmedium aufgefillt werden.

2.4 Methodik zur Messung der Endothelzell-Vitalitat

2.4.1 Versuchsablauf
Zur Untersuchung einer moglichen Zytotoxizitat von CsA auf Endothelzellen ist der MTS —
Zell-Vitalitats-Test verwendet worden. In nachfolgender Abbildung 6 ist eine Ubersicht tiber

den gesamten Versuchsablauf gegeben.

Aussaat CsA-Behandlungsschemata MTS — Zell-Vitalitiits-Test
- 96-Well Versuche ohne MW: 17 % MTS, 83 % Nahrmedium
1.500-7.500 Zellen/Well - Néhrmedium + CsA (1-100 ug/ml) t=1h

- KI1,K2 - Kontrollen:
- Passage 4-7 - Niahrmedium + 0,1 % DMSO ELISA-Reader

- Néhrmedium + 0,5 % DMSO - 490/650 nm
t=48h - 300 ms Belichtungszeit
n=29 t=8h - Triplet Messungen

a=17 - Kontrolle: MTS/Medium-

Mischung ohne Zellen

Versuche mit MW Auswertung
1 h Ndhrmedium Messwerte 650 nm — 490 nm £
8 h Nahrmedium + CsA (5-25 pg/ml) optischer Dichte

- Kontrolle: Ndhrmedium + 0,1 % DMSO

t=1h+8h
n=12

0 48 56 Zeit (h)

Abbildung 6. Versuchsablauf des MTS — Zell-Vitalitats-Tests.

Fir die insgesamt 29 MTS-Versuche sind beide HUVEC-Kulturen (siehe 2.3.1),
ausschlieBlich in Passage 4-7, heterogen (n = 16 fur K1, n = 13 fur K2) verwendet worden.
Deren Aussaat (siehe 2.3.4) erfolgte auf 96-Well-Zellkultur-Multischalen in je nach Versuch
unterschiedlicher Zelldichte (1500-7500 Zellen/Well). Anschlielend wuchsen die Zellen 48 h

im Brutschrank bis zum Erreichen einer Konfluenz von 70-80 %.
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Nach der Wachstumsphase wurde in 17 Versuchen das Nadhrmedium erneuert, mit CsA in
verschiedenen Konzentrationen (0-100 pg/ml) gemischt und die Zellen damit fir 8 h im
Brutschrank behandelt. Dabei wurde die CsA-Dosis kontinuierlich gesteigert, wodurch sich
unterschiedlich viele Replikate pro Konzentration ergeben: 1 pg/ml CsA (n = 16), 5 pg/ml
CsA (n = 17), 10 pg/ml CsA (n = 17), 25 pg/ml CsA (n = 12), 50 pg/ml CsA (n = 15),
75 pg/ml CsA (n = 4), 100 pg/ml CsA (n = 4). Als Negativkontrolle dienten unbehandelte
Zellen in Nahrmedium mit 0,1 % DMSO-Zusatz. In den Versuchen in denen 50 pg/ml CsA
oder mehr eingesetzt wurde, ist zusétzlich eine zweite Negativkontrolle mit 0,5 % DMSO
verwendet worden. Hintergrund fur den Einsatz einer zusétzlichen Negativkontrolle ist
folgender: CsA steht in Pulverform zur Verfiigung und wird geldst in Dimethylsulfoxid
(DMSO) bei -80 °C gelagert. DMSO fungiert hierbei zum einen als Lésungsmittel und zum
anderen als Gefrierschutzmittel, um der Bildung von Eiskristallen vorzubeugen. Wird CsA
nun mit Hilfe einer Verdinnungsreihe auf die jeweilig bendtigte Konzentration verdunnt,
wird auch das enthaltene DMSO entsprechend verdiinnt. CsA-Konzentrationen bis 25 pg/ml
enthalten 0,1 % DMSO, die Konzentrationen 50, 75 und 100 pg/ml enthalten 0,5 % DMSO.
Dementsprechend wurde fur die drei zuletzt erwdhnten Konzentrationen, mit einer zweiten
Negativkontrolle gearbeitet.

In 12 weiteren Versuchen erfolgte eine zusétzliche einstindige Inkubation in N&hrmedium
mit anschlieBendem Mediumwechsel vor der 8-stiindigen Behandlung mit CsA (CsA-Dosen
von 5-25 pg/ml). Als Negativkontrollen dienten die eben beschriebenen Versuche ohne

zusatzlichen Mediumwechsel.

Im Anschluss an die CsA-Behandlung wurde die Zell-Vitalitat der Endothelzellen mittels des
MTS — Zell-Vitalitats-Tests (siehe 2.4.2) bestimmt.

2.4.2 MTS — Zell-Vitalitats-Test

2.4.2.1 Prinzip

Der MTS — Zell-Vitalitats-Test dient der Quantifizierung der metabolischen Zell-Aktivitét. Es
kdénnen Ruckschlisse auf die Zell-Vitalitat bzw. -Proliferation gezogen werden und damit
auch auf die Zytotoxizitat definierter Bedingungen bzw. Substanzen, welche auf die Zellen
einwirken.

Im MTS-Test werden mitochondriale Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen zur
Quantifizierung der Zell-Aktivitdt genutzt. Diese reduzieren durch die Umsetzung von
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NADPH zu NADP" oder NADH zu NAD" das dem Nahrmedium zugefiihrte MTS-Reagenz
(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-5-(3-carbosymethoxyphenyl)-2-(4-sulfopheny)-2H-tetrazolium)
zu einem farbigen Tetrazoliumprodukt (Formazan) (Abbildung 7) (124,125).

QCHCOOH OCH,COOH
SO3 SO3
~ N Dehydrogenasen "N
=t H
N‘N + N s
s N
! =S
N\ﬁ\ N7/\\
MTS Formazan

Abbildung 7. Enzymatische Reduktion von MTS zu Formazan. Es handelt sich hierbei um eine bearbeitete
Darstellung der in der Literatur (126) verwendeten Abbildung (mit Genehmigung der Urheberrechteinhaber
[© 2017 Elsevier]).

Formazan ist im Nahrmedium unl6slich, féallt aus und kann vom ELISA-Reader quantitativ
mittels photometrischer Absorption bestimmt werden. Die gemessene Absorption verhalt sich

proportional zur Anzahl metabolisch aktiver Zellen.

2.4.2.2 Vorgehen

Zu Beginn wird das MTS-Reagenz vorbereitet, welches dunkel bei -20 °C gelagert wird.
Nach dem Auftauen wird das MTS-Reagenz in ein Tube uUberfuhrt und in Nahrmedium gel6st
(17 % MTS, 83 % Nahrmedium). Die MTS/Medium-Mischung wird bis zu seiner
Verwendung mit Alufolie verdunkelt. Nun werden die 96-Well-Multischalen aus dem
Brutschrank genommen und deren CsA-haltiges Nahrmedium sowie das N&hrmedium der
Negativkontrolle mit einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt. Im Anschluss werden die
Wells mit PBS gewaschen und die MTS/Medium-Mischung auf die Zellen pipettiert
(120 pl/Well). Die 96-Well-Multischalen werden fiir 60 min im Brutschrank inkubiert, bevor
sie in einer abgedunkelten Transportbox zum ELISA-Reader gebracht werden.

Im ELISA-Reader wird bei Wellenlangen von 490 und 650 nm mit einer Belichtungszeit von
300 ms die metabolische Zell-Aktivitat quantifiziert. Jeder Ansatz wird als Triplet gemessen.
Als Negativkontrolle (Blank) dienen 3 Wells, welche keine Zellen, jedoch MTS/Medium-
Mischung enthalten. Die erhaltenen Messwerte werden in eine Excel-Tabelle exportiert. Zur
Berechnung der optischen Dichte werden die 490 nm-Messwerte von den 650 nm-

Messwerten subtrahiert.
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2.5 Methodik zur ROS-Induktion mittels TNF-a, LPS, H.O2 und CsA

2.5.1 Versuchsablauf

Der Versuchsablauf zur Erzeugung von oxidativem Stress (ROS) in HUVEC ist als

Ubersichtsgrafik in Abbildung 8 dargestellt und wird nachfolgend beschrieben.

Aussaat

24-Well

10.000 Zellen/Well
- K2
- Passage 4-7

t=48h
n=14

Behandlungsschemata
TNF-0/LPS:

Nahrmedium + TNF-a (10, 20, 100 ng/ml)

- Néhrmedium + LPS (0.1, 1, 10 pg/ml)
Kontrolle: Ndhrmedium
t=6h/24h

n=2/2

H0,

- Nahrmedium + H,0, (10, 50, 100 uM)
Kontrolle: Ndhrmedium

t=6hW24h

n=2/2

CsA

- Nahrmedium + CsA (10, 50, 100 pg/ml)
Kontrolle: Ndhrmedium + 0,1 % DMSO

t=6h/24h

n=3/3

Zellfirbung
10 uM DCFDA

t= 20 min

Positivkontrolle: TBHP
t= 30 min

Mikroskop

Phasenkontrast- u. Fluoreszenz-

Aufnahmen
8x/40x VergréBerung

Auswertung mittels ImageJ

Umwandlung
Fluoreszenzintensitit in
Pixelgrauwerte

52/54/56/72

Abbildung 8. Versuchsablauf zur ROS-Induktion mittels TNF-a, LPS, H2O, und CsA.

Zeit (h)

Die Aussaat (siehe 2.3.4) der HUVEC (Kultur 2) in Passage 4-7 erfolgte fiir die Versuche zur
ROS-Induktion (n = 14) auf 24-Well-Zellkultur-Multischalen mit einer Zelldichte von 10.000
Zellen pro Well. Daraufhin sind die Zellen fiir 48 h im Brutschrank bis zum Erreichen einer

Konfluenz von 70-80 % kultiviert worden.

Nach 48 h wurde das Nahrmedium erneuert und mit den verwendeten Reagenzien in

verschiedenen Konzentrationen gemischt. Zellen, welche bei der spateren Zellfarbung als

Positivkontrolle dienen, erhielten ausschlieRlich frisches Néhrmedium. Die verwendeten

Behandlungsschemata sind nach Literaturrecherche gewahlt worden und gesondert in 2.5.1.1

aufgefiihrt.
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Nach Behandlung der Zellen ist mittels Zellfarbung (siehe 2.5.2) und anschlieRender
Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mikroskop (siehe 2.5.3) die ROS-Induktion detektiert
worden. Die entstandenen Aufnahmen wurden mit der Software Image] ausgewertet
(siehe 2.5.4).

2.5.1.1 Behandlungsschemata

Fur Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) ist bereits bekannt, dass dieses in vitro in Endothelzellen
verschiedenster Herkunft (aus Aorta (127), Koronararterien (128), Mikrogeféalien des Herzens
(129)) ROS induzieren kann. Dies wurde ebenfalls flr die in dieser Arbeit verwendeten
HUVEC bereits bei 6-stindiger Behandlung mit 10 ng/ml TNF-a gezeigt (128). Auch fir
Lipopolysaccharide (LPS) ist eine ROS-Induktion in HUVEC bekannt (130,131). Teilweise
ist bereits bei einer Behandlung mit 1 pg/ml LPS fir 6 bzw. 24 h ein Anstieg oxidativen
Stresses beobachtet worden (132).

Auf Grundlage dessen sind drei verschiedene Konzentrationen TNF-a (10, 20, 100 ng/ml)
sowie drei verschiedenen Konzentrationen LPS (0,1, 1, 10 pg/ml) fur jeweils eine
Behandlungsdauer von 6 (n = 2) bzw. 24 h (n = 2) im Brutschrank zur ROS-Induktion in
HUVEC verwendet worden. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (0 ng/ml TNF-
a; 0 pg/ml LPS) in Ndhrmedium.

Auch fur Wasserstoffperoxid (H202) ist die Erzeugung von oxidativem Stress in HUVEC
schon vermehrt nachgewiesen worden (133,134). So konnte unter anderem nach 2-stiindiger
Behandlung mit 200 uM H20> (135) bzw. auch mit 600 uM nach 24 h (136) eine ROS-
Induktion beobachtet werden.

Auf Basis dessen wurden drei verschiedene Konzentrationen H202 (10, 50, 100 puM) und als
Negativkontrolle unbehandelte Zellen in dieser Arbeit verwendet. Zur allgemeinen
Vergleichbarkeit der Versuche ist die Behandlungsdauer von 6 (n = 2) bzw. 24 h (n = 2) aus

den Vorversuchen mit TNF-o und LPS beibehalten worden.

Die Eigenschaft von CsA zur ROS-Induktion wurde bereits fur verschiedene Zellformen
gezeigt. So zum Beispiel im Endothel der Rinderaorta (98), in proximalen Tubuluszellen
(98,137) und Mesangiumzellen (138) der Niere sowie in Fibroblasten des Zahnfleisches (120)
als auch in HUVEC (97). Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte eine ROS-Induktion in
Ratten-Lungenfibroblasten bereits gezeigt werden (119).
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Orientierend an der CsA-Dosis (0,25-0,5 pg/ml), welche bei Ratten-Lungenfibroblasten in
unserer Arbeitsgruppe zur Verwendung kam, ist zundchst eine Hochstdosis von 10 pg/ml CsA
fir HUVEC gewaéhlt worden. Bei jedoch ausbleibender ROS-Induktion (Ergebnisse in 3.2.4
nicht dargestellt) sind schlielich hohere Konzentrationen (10, 50, 100 pg/ml CsA) zur
Verwendung gekommen. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen in Nahrmedium
mit einem Anteil von 0,1 % DMSO. Wie schon fir H2O> wurde auch bei CsA eine

Behandlungsdauer von 6 bzw. 24 h zur allgemeinen Vergleichbarkeit der Versuche gewdhlt.

2.5.2 Zellfarbung
2.5.2.1 Prinzip

Zur Quantifizierung des durch die verwendeten Reagenzien hervorgerufenen oxidativen
Stresses  werden intrazellulare  ROS-Spiegel mit  dem Farbstoff  2,7-
Dichlorodihydrofluorescein Diazetat (DCFDA) sichtbar gemacht. DCFDA ist in seiner
reduzierten Form als Diazetat farblos, stabil und Zellmembran-Permeabel. Innerhalb der Zelle
wird es von Esterasen deacetyliert und durch ROS oxidiert. In seiner nun oxidierten,
instabilen und fluoreszierenden Form 2,7-Dichlorofluorescein (DCF) ist es Zellmembran-
Impermeabel innerhalb der Zelle eingeschlossen (139-141) (Abbildung 9). Im Mikroskop
mit Fluoreszenzfilter kénnen nun intrazellulare ROS-Spiegel als fluoreszierend detektiert

werden.
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Aufnahme in die Zelle

—_—

Deacetylierung durch
Esterasen

2',7"-Dichlorodihydrofluorescein Diazetat 2", 7"-Dichlorodihydrofluorescein
(DCFDA)

ROS

2',7"-Dichlorofluorescein (DCF-)

Abbildung 9. Umwandlung von DCFDA in sein fluoreszierendes Produkt DCF-. Das farblose DCFDA (2,7-
Dichlorodihydrofluorescein Diazetat) ist Zellmembran-Permeabel und wird innerhalb der Zelle deacetyliert.
Durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wird es Uber ein Zwischenprodukt zu dem Endprodukt DCF (2,7-
Dichlorofluorescein) oxidiert. DCF- ist Zellmembran-Impermeabel sowie fluoreszierend. Es handelt sich hierbei
um eine bearbeitete Darstellung der in der Literatur (139) verwendeten Abbildung (mit Genehmigung der
Urheberrechteinhaber [© 2004 Nature Publishing Group. Alle Rechte vorbehalten]).

2.5.2.2 TBHP als Positivkontrolle

Tert-Butylhydroperoxid (TBHP) ist bekannt als Modellsubstanz zur Induktion oxidativen
Stresses in Zellen und Geweben. TBHP fiihrt zu mitochondrialer Dysfunktion, was wiederum
zur Apoptose der Zellen und einem damit einhergehenden massiven ROS-Anstieg innerhalb
der Zelle fuhrt (142,143). Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte TBHP erfolgreich zur ROS-
Induktion in Fibroblasten verwendet werden (119). Auf Grundlage dessen ist in dieser Arbeit

mit 5 uM TBHP als Positivkontrolle gearbeitet worden.

2.5.2.3 Vorgehen

Die Zellfarbung wird in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt um eine falsch positive
Fluoreszenz von DCFDA, hervorgerufen durch UV-Licht-bedingte Oxidation, zu verhindern
(144). DCFDA wird in DMSO gel6st verwendet und in serumfreien Nahrmedium zu den
Zellen gegeben. Grund hierfur sind im Serum enthaltene Esterasen, die zu einer
Deacetylierung von DCFDA fuhren, wodurch dieses seine Zellmembran-Permeabilitét

verliert und eine intrazelluldare ROS-Detektion dadurch erschwert (139) (siehe 2.5.2.1).
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Zudem enthalt das fur DCFDA verwendete Ndhrmedium kein Phenolrot und kein FKS (siehe
2.2.3), um beim Mikroskopieren einen ,Rotstich“ in den Fluoreszenzaufnahmen zu

vermeiden.

Aus unserer Arbeitsgruppe ist bereits eine Methodik zur Zellfarbung mit DCFDA zur
Detektion intrazellularer ROS-Spiegel in Fibroblasten bekannt (119). Die Methodik ist fir
diese Arbeit auf HUVEC angepasst worden und wird nachfolgend beschrieben:

Eine halbe Stunde vor Ende der jeweiligen Behandlungszeit (siehe 2.5.1.1) wird das
N&hrmedium in den Wells der Positivkontrolle erneuert und 5 uM TBHP zugegeben. Nach
weiteren 30 min im Brutschrank wird in jedem Well (Negativkontrolle, Positivkontrolle,
behandelte Zellen) das Nahrmedium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Wells mit
PBS gewaschen. Nun werden alle Zellen mit 10 uM DCFDA in Nahrmedium (ohne
Phenolrot, ohne FKS) fir 20 min im Brutschrank geféarbt. Im Anschluss wird das
Nahrmedium vorsichtig mit der Pipette entfernt und die Wells mit PBS gewaschen. Zum
Mikroskopieren wird 700 pl/Well PBS zugegeben.

2.5.3 Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mikroskop

Direkt nach der Zellfarbung werden mit dem Mikroskop Aufnahmen im Phasenkontrast-Bild
sowie mit Fluoreszenzfilter angefertigt. Mithilfe des Fluoreszenzfilters kann die Zellfarbung
im Mikroskop sichtbar gemacht werden. Die Arbeit am Mikroskop wird wie auch bei der
Zellfarbung in einem abgedunkelten Raum durchgefuhrt, um eine falsch positive Fluoreszenz
von DCFDA zu verhindern (siehe 2.5.2.3).

In jedem Versuch wird zundchst die Belichtungszeit anhand der Negativkontrolle manuell am
Mikroskop eingestellt. Die Belichtungszeit wird nun innerhalb eines Versuches nicht mehr
verandert. Von jedem Well werden jeweils im Phasenkontrast und mit Fluoreszenzfilter eine
Ubersichtsaufnahme  (8-fache VergroBerung) und drei Detailaufnahmen  (40-fache
Vergrolierung) angefertigt. Die Position im Well, in der Aufnahmen angefertigt werden, wird

nach jeder Aufnahme veréndert und per Zufall gewahlt.

2.5.4 Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen mittels ImageJ

2.5.4.1 Prinzip
Zur Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen wird die Software ImageJ verwendet (145). Ziel

ist die Umwandlung der Fluoreszenzintensitat der Zellen in messbare Pixelgrauwerte. Hierflr
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wird die Fluoreszenzaufnahme (Abbildung 10 A) zun&chst in ihre Farbkomponenten/RGB-
Farben (grun, blau, rot) zerlegt. Entsprechend der drei RGB-Farben erhédlt man nun drei
Fotos, die ihre jeweiligen Farbintensitaten als Grauwerte darstellen. Da es sich bei DCFDA
um einen grun fluoreszierenden Farbstoff handelt wird zur Auswertung ausschlielRlich das
grine RGB-Foto verwendet (Abbildung 10 B). Im ndchsten Arbeitsschritt wird zundchst
durch Anpassung des Kontrastes, der Helligkeit und durch Gléatten der Pixel daflr gesorgt,
dass sich die Zellen moglichst gut vom Hintergrund, welcher nicht ausgewertet werden soll,
abheben. Diese Anpassungen werden fir jedes auszuwertende Foto identisch ausgefihrt. Im
Anschluss wird mit der Funktion ,,Threshold* das Foto in zwei Klassen von Pixeln unterteilt.
Die Software unterteilt dabei in Pixel welche im Vordergrund (Zellen) und Pixel welche im
Hintergrund (Well-Boden) des Fotos stehen. Somit ist es moglich die Zellgrenzen im Foto
festzulegen bzw. jene Pixel zu markieren, welche von der Software ausgewertet werden sollen
(Abbildung 10 C). Die nun festgelegten Zellgrenzen sind innerhalb des Programms im ROI-
Manager gespeichert, weshalb das bearbeitete RGB-Foto verworfen werden kann. Anhand der
unbearbeiteten Fluoreszenzaufnahme wird die Markierung der Zellen Uberpruft (Abbildung
10 D). In einem letzten Arbeitsschritt wird die unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme erneut in
ihre Farbkomponenten zerlegt. Im unbearbeiteten griinen RGB-Foto konnen nun die
Pixelgrauwerte innerhalb der gespeicherten Markierungen gemessen werden (Abbildung
10 E).
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File Edit Font Results
[Mean  [StdDev [Mode [Min [Max |+

130 75714 20809 106 31 115
131 69.981 35 9
132 49673 38 64
133 45657 31 61
134 80806 22206 38 113
135 43937 5¢ 34 6
136 68.145 14106 65 40

37 49053 6907

Abbildung 10. Schrittweise Darstellung der Auswertung einer Fluoreszenzaufnahme mittels ImageJ.
A Fluoreszenzaufnahme nach ROS-Induktion und Detektion mittels DCFDA. B RGB-Foto (grin) nach
Zerlegung der Fluoreszenzaufnahme in seine Farbkomponenten/RGB-Farben (griin, blau, rot). C Zellmarkierung
durch Festlegung der Zellgrenzen nach Bearbeitung des RGB-Fotos. D Uberpriifung der im Programm
gespeicherten Zellmarkierung anhand der unbearbeiteten Fluoreszenzaufnahme. E Messung der Pixelgrauwerte
innerhalb der gespeicherten Markierungen im unbearbeiteten RGB-Foto (griin).
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2.5.4.2 Verwendete Macro s und Threshold-Methoden

Um den Arbeitsablauf zu erleichtern, werden diejenigen Arbeitsschritte, die sich bei jedem
auszuwertenden Foto identisch wiederholen mithilfe eines Macro‘s ausgefiihrt. Hierfir
werden einmalig mit dem Plugin ,,Record* die auszufiihrenden Arbeitsschritte anhand eines
Beispielfotos aufgezeichnet und in Form eines Macros‘s gespeichert. Wird nun das Macro
ausgefuhrt, fihrt ImageJ die aufgezeichneten Arbeitsschritte automatisch aus. Dadurch
miussen die, sich bei jedem neu auszuwertenden Foto immer wieder identisch wiederholenden
Arbeitsschritte, nicht manuell eingegeben werden. Die in dieser Arbeit erstellten und

verwendeten Macro’s sind in den Abbildungen 11 bis 15 dargestellt.

Wie in 2.5.4.1 beschrieben, erfolgt die Festlegung der Zellgrenzen mit Hilfe der Funktion
Threshold. Image-J bietet hierflr verschiedene voreingestellte Threshold-Methoden an. Nach
ausfiihrlichem Test verschiedener Methoden anhand mehrerer Fluoreszenzaufnahmen sind fir
diese Arbeit die Methoden ,,Triangle sowie ,,Moments* zur Festlegung der Zellgrenzen
gewahlt worden. Mit diesen war es moglich die Zellgrenzen im Groliteil der auszuwertenden
Aufnahmen am genauesten festzulegen. Die Ausfiihrung der erwéhnten Methoden ist mit den
notwendigen vorherigen und darauffolgenden Arbeitsschritten jeweils in ein Macro
ubernommen worden (Abbildung 11 und Abbildung 12).

Ist es weder nach der Threshold-Methodik ,,Triangle“ noch ,Moments“ zu einer
zufriedenstellenden Markierung der Zellgrenzen gekommen, wurden diese manuell festgelegt.
Um auch hierflr den Arbeitsablauf zu erleichtern sind Macro’s fiir die Arbeitsschritte vor
(Abbildung 13) und nach (Abbildung 14) der manuellen Festlegung der Zellgrenzen erstellt

worden.
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¢ Macro Threshold Triangle = m] X

File Edit Font Examples Macros Debug

roiManager("Deselect");
roiManager("Delete");

run("Split Channels");
selectWindow("002.TIF (green)")
selectWindow("002.TIF (blue)");
close();

selectWindow("002.TIF (red)");
close();

selectWindow("002.TIF (green)");
lirun("Brightness/Contrast...");
setMinAndMax(0, 100);
run("Apply LUT");

run("Unsharp Mask_..", "radius=10 mask=0.60");

/Irun("Threshold...");

setAutoThreshold("Triangle dark");
setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask");

run("Analyze Particles...", "size=100-Infinity pixel display add"),
Table. deleteRows(0, 500);

Abbildung 11. Macro Threshold Triangle.

i Macro Threshold Moments = O X

File Edit Font Examples Macros Debug

FoiManager("Deselect");
roiManager("Delete");

run("Split Channels"),
selectWindow("002.TIF (green)"),
selectWindow("002.TIF (blue)");
close();

selectWindow("002.TIF (red)");
close();

selectWindow("002.TIF (green)");
/Irun("Brightness/Contrast...");
setMinAndMax(0, 100);
run(“Apply LUT");

run("Unsharp Mask...", "radius=10 mask=0.60"),

/Irun("Threshold..."),

setAutoThreshold("Moments dark");
setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask"),

run("Analyze Particles...", "size=150-Infinity pixel display add"),
Table deleteRows(0, 500);

Abbildung 12. Macro Threshold Moments.

¢ Macro bis Threshold o= (m] X

File Edit Font Examples Macros Debug

roiManager("Deselect"); .
roiManager("Delete"); 1
run("Split Channels"); ,
selectWindow("002.TIF (green)");

selectWindow("002.TIF (blue)");

close();

selectWindow("002.TIF (red)");

close(),

selectWindow("002.TIF (green)"); |
//run("Brightness/Contrast..");

setMinAndMax(0, 100);

run("Apply LUT");
run("Unsharp Mask...", "radius=10 mask=0.60")]

Abbildung 13. Macro zur Ausfiihrung der Arbeitsschritte bis zur Zellgrenzenfestlegung.



¢ Macro nach Threshold = (=] X

File Edit Font Examples Macros Debug

run("Analyze Particles...", "size=100-Infinity pixel display add");
Table.deleteRows(0, 500);

Abbildung 14. Macro zur Ausfiihrung der Arbeitsschritte nach Zellgrenzenfestlegung.

¢ Macro Measure = (m} X

File Edit Font Examples Macros Debug

run("Split Channels");
selectWindow("002.TIF (green)");
selectWindow("002.TIF (blue)");
close();

selectWindow("002.TIF (red)");
close();

selectWindow("002.TIF (green)");
roiManager("Deselect");
roiManager("Measure"),

Abbildung 15. Macro zur Ausfiihrung der Arbeitsschritte zur Messung der Pixelgrauwerte.

2.5.4.3 Vorgehen
Zu Beginn wird im Programm ImageJ die auszuwertende Fluoreszenzaufnahme sowie die
bendtigten Macro’s (siehe 2.5.4.2) getffnet (File/Open).

Im ersten Arbeitsschritt werden die vom Programm zu messenden Werte festgelegt
(Analyze/Set Measurements/mean gray value, standard deviation, modal gray value, min max
gray value/OK). Diese Einstellung wird vom Programm gespeichert und bleibt fir alle im
Verlauf auszuwertenden Aufnahmen bestehen. Dieser Arbeitsschritt muss erst wiederholt
werden, wenn das Programm zwischenzeitlich geschlossen wurde.

Gleiches gilt fir den folgend beschriebenen Arbeitsschritt: Fir die erste auszuwertende
Aufnahme werden im jeweilig verwendeten Macro (,,Triangle®, ,,Moments®, ,,bis Threshold*;
siehe 2.5.4.1, Abbildung 11, 12 und 13) die ersten zwei Befehle (roiManager(*'Deselect");
roiManager("Delete");) ausgeschnitten und bei Bearbeitung der zweiten Aufnahme wieder
eingefiigt. Werden die Befehle zu Beginn nicht ausgeschnitten, kommt es zu einer
Fehlermeldung (,,The ROI Manager is empty.”), da der ROI-Manager zu diesem Zeitpunkt
noch keine Daten enthalt. Werden die beiden Befehle zur Bearbeitung der zweiten Aufnahme
nicht wieder eingefugt, werden die im ROI-Manager gespeicherten Daten der ersten

Aufnahme nicht geldscht, was wiederum zu einer fehlerhaften Fotoanalyse fuhrt.
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Vor jeder Ausfithrung eines Macro’s wird die Bezeichnung der auszuwertenden Aufnahme
mit der Bezeichnung im Macro abgeglichen und falls nicht bereinstimmend geandert (z.B.:
,»002.TIF...“ &ndern in ,,004.TIF...*).

Nun wird zur Zerlegung des Fotos in seine Farbkomponenten mit anschlieender Bearbeitung
und Markierung der Zellgrenzen (siehe 2.5.4.1) entweder das Macro ,,Threshold Triangle®
oder ,,Threshold Moments* ausgefiihrt (Macros/Run Macro). Das daraus erhaltene RGB-Foto
mit bereits markierten Zellgrenzen wird geschlossen und verworfen (File/close/Don’t Save).
Die unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme wird erneut getffnet (File/open) und auf Korrektheit
der im ROI-Manager gespeicherten Zellmarkierungen uberprift. Falls zu wenige, falsche oder
ungenaue Zellmarkierungen entstanden sind, wird das Foto geschlossen, erneut eine
unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme gedffnet und mit dem eben nicht verwendeten Macro
ausgewertet.

Sollte es weder nach Verwendung der Threshold-Methodik ,,Triangle® noch ,,Moments* zu
einer zufriedenstellenden Zellmarkierung gekommen sein, wird die Festlegung der
Zellgrenzen manuell vorgenommen. Hierfiir wird zundchst das bearbeitete Foto verworfen
und die unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme zusammen mit dem auszufiihrendem Macro ,,bis
Threshold” ge6ffnet. Das Threshold-Ment wird gedffnet (File/Adjust/Threshold), die
Zellgrenzen manuell festgelegt und bestatigt (Apply). Zur Ubernahme der eingestellten
Zellgrenzen in den ROI-Manager wird das Macro ,nach Threshold“ (siehe 2.5.4.1,
Abbildung 14) getffnet und ausgefuhrt. Wie bereits beschrieben wird das RGB-Foto im
Anschluss verworfen und die unbearbeitete Fluoreszenzaufnahme auf Korrektheit der
gespeicherten Zellmarkierungen uberprift.

Im letzten Arbeitsschritt erfolgt die Messung der Pixelgrauwerte der markierten Zellen.
Zusétzlich zur bereits gedffneten unbearbeiteten Fluoreszenzaufnahme wird das Macro
,Measure“ (siehe 2.5.4.1, Abbildung 15) gedffnet und ausgefiihrt. In der Tabelle ,,Results*
werden nun die Ergebnisse der Messungen wiedergegeben. Diese kdnnen in ein beliebiges
Programm zur Auswertung tberfiihrt werden.

Das eben ausgewertete Foto kann geschlossen und das Ndachste zur Auswertung gedffnet

werden.
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2.6 Methodik zur Arbeit mit Hy

2.6.1 Versuchsablauf zur ROS-Reduktion mittels H2
In Abbildung 16 ist der Versuchsablauf zur ROS-Reduktion mittels Hz als Ubersichtsgrafik

dargestellt.
Aussaat Behandlungsschemata Zellfiirbung
- 24-Well (OT) Versuch 1 —24-Well 10 yM DCFDA
10.000 Zellen/Well - Nahrmedium + CsA (10, 50, 100 pg/ml) t= 20 min
(60.000 Zellen/OT) - Nahrmedium + H,0, (10, 50, 100 uM)
K2 - Kontrolle: Ndhrmedium Positivkontrolle: TBHP
Passage 4-7 t=6h/24h t= 30 min
n=1/1
t=48h Mikroskop
n=4(1) Anreicherung des Nihrmediums —VEFS“fh 248 = 24-Well Phasenkontrast- u. Fluoreszenz-
—g—. - Nahrmedium + CsA (50 pg/ml) Aufnahmen
mit H, - Nahrmedium + H,0, (50 uM) 8x/40x VererdBerung
5 min (7 min Versuch 4) sepnsi et = & <
Kontrolle: Ndhrmedium
H,-Primin t:=67 h Auswertung mittels ImageJ
H,-angereichertes Ndhrmedium n== Umwandlung L
Kontrolle: H,-freies Nahrmedium . F%uoreszenzmtensnﬁt n
t=1h - Versuch 4 — OT Pixelgrauwerte
n=5 - Nélu‘medgun +H, + CsA (50 pg/ml)
) - Nahrmedium + H, + H,0, (50 uM)
Kontrollen: Nahrmedium
t=6h
n=1
-1 ~T-T-T----===- | -~~~ - ====- - T1r
0 48 49 55/73 Zeit (h)

Abbildung 16. Versuchsablauf zur ROS-Reduktion mittels Ha.

Die Aussaat (siehe 2.3.4) der HUVEC (Kultur 2) in Passage 4-7 erfolgte fiir die Versuche zur
ROS-Reduktion mittels Hz (n = 5) auf 24-Well-Zellkultur-Multischalen (Versuche 1-3, n = 4)
bzw. auf Objekttrdger (OT) (Versuch 4, n = 1) mit einer Zelldichte von 10.000 Zellen pro
Well bzw. 60.000 Zellen pro OT. Daraufhin sind die Zellen fiir 48 h im Brutschrank bis zum

Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert worden.

Nach der 48-stindigen Wachstumsphase ist das N&hrmedium zum einstindigen Hz-Priming
der Zellen (siehe 2.6.4) durch Hz-angereichertes Nahrmedium (siehe 2.6.3) bzw. fir die Hz-

Kontrollen durch Nahrmedium ohne H; ersetzt worden.

Zur CsA/H20.-Behandlung im 24-Well ist in den Versuchen 1 bis 3 das N&hrmedium fur die
Zellen mit und ohne H>-Priming gleichermal3en erneuert und mit CsA bzw. H20. gemischt
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worden. In Versuch 1 wurden die Zellen jeweils mit drei CsA-Konzentrationen (10, 50,
100 pg/ml) oder drei H2O2-Konzentrationen (10, 50, 100 puM) fir 6 bzw. 24 h im Brutschrank
behandelt. Fir die Versuche 2 und 3 ist ein reduzierter Versuchsansatz mit 6-stindiger
Behandlung CsA (50 pg/ml) bzw. H20. (50 uM) verwendet worden.

Zur CsA/H202-Behandlung im Objekttréger ist in Versuch 4 das N&hrmedium fir die Zellen,
welche ein Hz-Priming erhielten, mit Hz-angereichertem N&hrmedium erneuert und mit
50 pg/ml CsA bzw. 50 uM H202 gemischt worden (siehe 2.6.4). Fir die Zellen, welche kein
H2-Priming erhielten, erfolgte der Mediumwechsel mit CsA bzw. H20. in H-freiem
N&hrmedium.

Sowohl bei Zellen mit Hz-Priming als auch bei jenen ohne H>-Priming, dienten in allen
Versuchen unbehandelte Zellen in Hx-freiem Nahrmedium als Negativkontrolle zur ROS-
Induktion. Gleiches gilt fur die Zellen der Positivkontrolle zur ROS-Induktion, welchen
jedoch zusétzlich 5 puM TBHP (siehe 2.5.2.2) eine halbe Stunde vor Ende der
Behandlungszeit (siehe 2.5.2.3) zugegeben wurde.

Nach Behandlung der Zellen ist mittels Zellfarbung (siehe 2.5.2) und anschlieBender
Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mikroskop (siehe 2.5.3) die ROS-Induktion sowie die ROS-
Reduktion mittels H> detektiert worden. Die entstandenen Aufnahmen wurden mit der

Software ImageJ ausgewertet (siehe 2.5.4).

2.6.2 Prinzipien der Arbeit mit H2

Zur Anreicherung des N&hrmediums mit Hz wird dieses aus einer Ha-Gasflasche mittels eines
Silikonschlauches in das HUVEC-N&hrmedium geleitet (siehe 2.6.3). H, wird im
Né&hrmedium geldst und folgt dabei physikalischen GesetzméaRigkeiten. Nach dem Henry-
Gesetz ist die Konzentration eines Gases im Wasser direkt proportional zum Partialdruck des
Gases Uber dem Wasser (146). In diesem Fall befindet sich Uber dem Hz-N&hrmedium
Raumluft. Hier herrschen normale atmosphérische Gase und Driicke mit einem sehr geringen
Ho-Partialdruck, welcher einer Hp-Konzentration von 8,67 x 107 mg/L entspricht.
Dementsprechend diffundiert H, aus dem Nahrmedium in die angrenzende Raumluft bis ein
Gleichgewicht der Partialdricke hergestellt ist (147). Zudem kann Hz durch
Kunststoffbehélter und viele andere Behdlter diffundieren (148). Die Diffusion durch dichtere
Stoffe wie Glas oder Metall ist jedoch erschwert, so kénnen zum Beispiel Aluminiumbehalter

H>-Gas (ber einen langeren Zeitraum speichern (149).
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Wie eben beschrieben diffundiert Hz aus dem Nahrmedium kontinuierlich in die Luftsaule
uber dem Medium und aus dieser durch das KulturgefaR in die umgebende Raumluft. Um die
Diffusion aus dem KulturgefaR zu erschweren, wurde das Nahrmedium in einer Glasflasche
mit Hy angereichert und diese mit mehreren Lagen Aluminiumfolie mdglichst luftdicht
verschlossen (siehe 2.6.3). Auch die verwendeten 24-Well-Multischalen, Objekttrager (OT)
und T25-Zellkulturflaschen, welche aus Kunststoff bestehen, sind mit Aluminiumfolie
umwickelt bzw. abgedeckt (siehe 2.6.4, 2.6.5.2) und im Falle des Objekttragers ist zusatzlich
eine Metallbox verwendet worden. Zusatzlich ist die Flllmenge des verwendeten
Kulturgefaies (2 mi/Well, 18 ml/OT) bei der Arbeit mit H> erhéht worden (siehe 2.6.4).
Dadurch verkleinert sich das Volumen der Luftsdule tber dem Medium. Der Partialdruck von
H> in der Luftsdule steigt somit schneller an, wodurch wiederum die Diffusion von H2 aus

dem Nahrmedium verlangsamt wird.

Zudem kommt es bei der Anreicherung des Nahrmediums mit Hy, durch die im Nahrmedium
enthaltenen Proteine, zu einer starken Schaumbildung. Die Proteine im Nahrmedium lagern
sich an die bei der Anreicherung entstehenden Gasblaschen an (150), steigen gemeinsam mit
diesen zur Oberflache auf und stabilisieren den dort entstehenden Schaum (151,152). Im
Gegensatz dazu bilden proteinarme Flussigkeiten und Gase wesentlich instabilere Schaume
mit deutlich verkirzter Lebensdauer (153).

Die starke Schaumbildung fiihrt bei der Anreicherung zu Volumenverlusten sowie zu einem
Proteinverlust innerhalb des Nahrmediums. Aus diesem Grund wird zur Hz-Anreicherung
N&hrmedium ohne proteinhaltige Komponenten (EC-Supplementmix, FKS) verwendet. Erst
nach Anreicherung wird 10 % FKS zugegeben (siehe 2.6.3). Demzufolge ist in dieser Arbeit

stets mit Hz-angereichertem Nahrmedium ohne EC-Supplementmix gearbeitet worden.

2.6.3 Anreicherung des Nahrmediums mit Hz

Die Anreicherung des Nahrmediums mit H. wird unter sterilen Bedingungen in der
Sicherheitswerkbank mit vorhandenem Abzug durchgefihrt.

Zu Beginn wird eine 100 ml Glasflasche mit 100 ml Nahrmedium (ohne EC-SupplementMix,
ohne FKS) befullt. Die Glasflasche wird mit mehreren Schichten dicker Aluminiumfolie
luftdicht verschlossen. AnschlieBend wird ein kleines Loch in die Aluminiumfolie gestochen
und durch dieses ein Silikonschlauch mit Verbindung zum H>-Gasbehalter bis zum Boden der

Glasflasche eingefiihrt. Nun wird das Loch inkl. Silikonschlauch erneut mit mehreren
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Schichten Aluminiumfolie abgedichtet. Das Ventil des H.-Gasbehélters kann nun gedffnet
und der Strdmungsdruck des Gases manuell mit einem stufenlosen Regler eingestellt werden.
Hierbei wird der Stromungsdruck des Gases so hoch wie mdglich eingestellt. Ist dieser jedoch
zu hoch eingestellt, nimmt die Schaumbildung im N&hrmedium tberhand, was unweigerlich
zu Nahrmediumsverlusten fuhrt. Die Gaszufuhr wird fir 5 min (7 min in Versuch 4) aufrecht
gehalten und anschlieBend gestoppt. Der Silikonschlauch wird entfernt und das noch
vorhandene Loch mit Aluminiumfolie verschlossen.

Vor Verwendung des nun mit Hz angereichertem Nahrmediums wird 10 % FKS zugegeben.

2.6.4 H2-Priming/H2-Behandlung der Zellen

Die H>-Behandlung der Zellen zur ROS-Reduktion erfolgte in jedem Versuch in Form einer
einstiindigen Inkubation in Hz-angereichertem Nahrmedium (H2-Priming).

Zum Ho-Priming wird zunédchst Ndhrmedium mit Hz angereichert (siehe 2.6.3). AnschlieRend
wird nach 48 h im Brutschrank (siehe 2.6.1) das Nahrmedium vorsichtig abgenommen und
durch frisch angereichertes Ho-Ndhrmedium (2 ml/Well bzw. 18 ml/OT) und fiir die
Negativkontrolle durch N&hrmedium ohne Hz und ohne EC-SupplementMix (2 ml/Well bzw.
18 ml/OT) ersetzt. Die Well6ffnungen der 24-Well-Zellkultur-Multischalen werden nun mit
sterilisierter Alufolie und die Multischale mit ihrem Deckel verschlossen. Zusatzlich werden
die Multischalen mit sterilisierter Alufolie vollstdndig umhillt. Wird ein Objekttrager
verwendet so wird dieser mit einem Deckel verschlossen, ebenfalls mit sterilisierter Alufolie
vollstandig umhullt und in einer Metallbox platziert. Das H»-Priming erfolgt fur eine Stunde
im Brutschrank bevor die Zellen mit CsA bzw. H>O> behandelt werden (siehe 2.6.1).

Bei Verwendung eines Objekttragers (Versuch 4) erfolgt fur die zuvor Hz-geprimten Zellen
die CsA/H20.-Behandlung in 7-minutig Hz-angereichertem Nahrmedium. Die Objekttrager
werden hierfir wie schon zum Hx-Priming fast vollstandig (18 ml/OT) gefullt, mit einem
Deckel verschlossen, mit sterilisierter Alufolie umhdillt und fiir die darauffolgende 6-stlindige
Inkubation in einer Metallbox platziert. Fur die zugehorige Negativkontrolle wird auch hier

mit Nahrmedium ohne Hz und ohne EC-SupplementMix gearbeitet.

2.6.5 Detektion von gelostem Wasserstoffgas in Nahrmedium

2.6.5.1 Prinzip
Zur Detektion von gelostem Wasserstoffgas (H2) im Nahrmedium wird eine H2Blue Test
Reagenz (siehe 2.1, Tabelle 3) verwendet. Das H2Blue Test Reagenz enthadlt Methylenblau.
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Dieses fungiert in Gegenwart eine Platinkatalysators als Oxidationsmittel und stellt sich in
seiner oxidierten Form in einem blauen Farbton dar. Durch die Reaktion mit Hx wird es in

seine reduzierte und farblose Form (Leukomethylenblau) umgewandelt (Abbildung 17)

(154).
N
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Methylenblau (blau)

wdahrend der Titration
H G bindet ein Wasserstoffatom
an Methylenblau
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CH, CH;
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Abbildung 17. Reduktion von Methylenblau durch H; zu Leukomethylenblau. Es handelt sich hierbei um eine
bearbeitete Darstellung der in der Literatur (154) verwendeten Abbildung (mit Genehmigung des
Urheberrechteinhabers).

Die Hz-Konzentration im N&ahrmedium wird gemessen, indem das H:Blue Reagenz in
Tropfenform auf eine festgelegte Menge N&hrmedium (6 ml) titriert wird. Mit jedem neu
hinzugefligten Tropfen des H.Blue Reagenz wird das N&hrmedium durch Methylenblau
kurzzeitig blau gefarbt. Unter Verbrauch des im Nahrmedium gelésten Hz wird Methylenblau
wie oben beschrieben zu dem farblosen Leukomethylenblau reduziert, wodurch das
Nahrmedium wieder ,aufklart“. Diese Reaktion wird wahrend der Titration aufrechterhalten,
solange sich mindestens eine Konzentration von 0,1 mg/l gelésten Hz im N&hrmedium
befindet. Ist kein gelostes H> mehr bzw. weniger als 0,1 mg/l im N&hrmedium vorhanden,
bleibt der beschriebene Farbumschlag aus und Methylenblau farbt das Ndhrmedium blau.

Wahrend der Titration wird die Anzahl der bis zum bleibenden Farbumschlag benétigten

Tropfen des H:Blue Reagenz gezahlt. Mit Hilfe der Tropfenanzahl sowie der bekannten
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Konzentration an Methylenblau je Tropfen kann bei bekannter Nahrmediumsmenge (6 ml)
die Konzentration an geldstem H> berechnet werden (155).

2.6.5.2 Versuchsablauf

Zur Detektion von gelostem Wasserstoffgas (H2) im N&hrmedium, wird zu Beginn das
N&hrmedium mit H, angereichert (siehe 2.6.3). Mit einer 50 ml Pipette werden 36 ml des
frisch zubereiteten Ho-N&hrmediums aufgenommen und davon 30 ml vorsichtig in eine T25-
Zellkulturflasche tberfiihrt (siehe 3.3.2, Abbildung 35 B, ,,T25 halb gefiillt). Die in der
Pipette verbliebenen 6 ml des frisch zubereiteten Ho-Nahrmediums werden direkt auf ihre Ho-
Konzentration Uberprift (n = 6) und stellen den Ausgangswert der Messreihe (siehe 3.3.2,
Abbildung 35 A, a (0 min)) dar. Die Durchfiihrung dieser Messwerterhebung und der noch
folgenden ist in 2.6.5.3 gesondert beschrieben. Das von der Ha-Anreicherung in der
Glasflasche verbliebene Hx-Nahrmedium wird durch vorsichtiges Eingiellen in eine zweite
T25-Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die zweite T25-Zellkulturflasche wird dabei maximal gefiillt
(ca. 62 ml) und entspricht somit der ,,T25 vollst. gefiillt“ in Abbildung 35 B im Kapitel
3.3.2. Das nach der Uberfilhrung in der Glasflasche verbliebene Hz-Nahrmedium wird nun
ebenfalls auf seinen H>-Gehalt tberprift (n = 7). Diese Messwerterhebung stellt den zweiten
Wert der Messreihe (siehe 3.3.2, Abbildung 35 A, b (2 min)) dar.

Aus den beiden T25-Zellkulturflaschen (,,T25 halb gefiillt, ,,T25 vollst. gefullt“) werden
jeweils 6 ml zur Messwerterhebung entnommen (n = 6). Dies entspricht dem Ausgangswert
des zeitlichen Verlaufs der Ho-Stabilitat in der jeweiligen T25 (siehe 3.3.2, Abbildung 35 B,
t = 3 min). Fir die Erhebung der restlichen Messwerte (siehe 3.3.2, Abbildung 35 B, t = 30,
60, 120 min) werden die T25-Zellkulturflaschen, ohne Durchfiihrung der eben beschriebenen
Ausgangswerterhebung, mit einem Deckel fest verschlossen, in sterilisierte Alufolie
gewickelt und fir 30, 60 oder 120 min im Brutschrank inkubiert. Anschlie(end wird die Ha-
Konzentration gemessen (n = 3/Messzeitpunkt/T25 halb/vollst. gefiillt).

Fir die Messungen der Ausgangswerte (t = 3min) in der jeweiligen T25 sowie fiir die Werte

nach 30, 60 oder 120 min ist jeweils eine separate Ho-Anreicherung erfolgt.

Der Versuch wird moglichst zusammen mit einer weiteren Person durchgefiihrt, um einen

maoglichst schnellen und effizienten Versuchsablauf sicher zu stellen.
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2.6.5.3 Messwerterhebung mittels H2Blue Test Reagenz

Die Erhebung der Messwerte ist mittels HoBlue Test Reagenz nach Herstellerangaben (155)
erfolgt und das Prinzip dahinter wurde in 2.6.5.1 bereits beschrieben.

Zur Messwerterhebung werden 6 ml des zu testenden Nahrmediums in ein vom Hersteller
mitgeliefertes H:Blue-Testrohrchen (berfihrt. Zur permanenten Vermischung des
N&hrmediums mit dem tropfchenweise zugefligten H.Blue Test Reagenz wird ein Rihrfisch
sowie ein Magnetriihrer verwendet. VVor jeder erneuten Messwerterhebung wird das H2Blue-

Testrohrchen grundlich gereinigt.

2.7 Statistik

Die statistische Auswertung und Darstellung der Graphen erfolgte mit der Software GraphPad
Prism. Signifikanzen wurden wie folgt dargestellt: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von CsA auf die Endothelzell-Vitalitat

Vor Betrachtung der ROS-Induktion mittels CsA in Endothelzellen (siehe 3.2.4) wurde die
zytotoxische Wirkung von CsA auf Endothelzellen untersucht. Hierbei wurde dosisabhangig
der Einfluss von CsA auf die Vitalitat/Stoffwechselleistung mittels des MTS — Zell-Vitalitats-
Tests getestet (siehe 2.4.2).

Alle Versuche wurden nach dem gleichen Versuchsschema durchgefiihrt (siehe 2.4.1). Die
einzelnen Versuche unterschieden sich jedoch in einigen Parametern. So wurde mit zwei
verschiedenen Negativkontrollen (0,1 % und 0,5 % DMSO im Nahrmedium) sowie mit zwei
HUVEC-Kulturen gearbeitet. Aul3erdem erfolgte bei einem Teil der Versuche eine zusatzliche
einstundige Inkubation in Nahrmedium mit anschliefendem Mediumwechsel bevor die Zellen
mit CsA behandelt wurden. Weiterhin unterschieden sich die Versuche in der verwendeten
Zelldichte bei Aussaat der Zellen.

Um eine abschlielende Analyse der erhobenen Messwerte (siehe 3.1.2) aus allen
durchgefuhrten Versuchen zu ermdglichen, wurde zuerst die Vergleichbarkeit dieser

Parameter Uberprift.

3.1.1 Uberprifung der Vergleichbarkeit unterschiedlicher Versuchsparameter

3.1.1.1 Negativkontrollen

Da CsA in DMSO geldst wurde, waren Restmengen von DMSO in den verschiedenen CsA-
Losungen enthalten (bei 50-100 pg/ml CsA waren noch 0,5 % DMSO, bei niedrigeren
Konzentrationen 0,1 % DMSO im N&hrmedium) (siehe 2.4.1). Dementsprechend dienten als
Negativkontrolle unbehandelte Zellen in Nahrmedium mit entweder 0,1 % oder 0,5 %
DMSO-Zusatz.

Stellt man die Stoffwechselleistung der so behandelten Zellen gegeniber (Abbildung 18),
und geht von einer linearen Abhangigkeit der Werte aus, konnte eine Steigung von 0,998
ermittelt werden. Damit konnte gezeigt werden, dass sich die Stoffwechselleistung der

Negativkontrollen unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht unterschied.
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Abbildung 18. Einfluss der DMSO-Konzentration im N&hrmedium auf die Stoffwechselleistung der
Endothelzellen. Werte je Versuchsreplikat als Triplet-Bestimmungen ermittelt und als berechnete optische
Dichte dargestellt. Werte entsprechen den jeweiligen Negativkontrollgruppen (8 h Behandlung in Nahrmedium
mit 0,1 % DMSO- bzw. 0,5 % DMSO-Zusatz) der Versuche. n = 7 Versuchsreplikate. Statistische Auswertung
mittels einfacher linearer Regression mit Darstellung der Regressionsgerade und Geradengleichung.

Im Folgenden wurde keine weitere Unterscheidung beztiglich der Restmengen an DMSO im
N&hrmedium gemacht. Entweder wurden die Werte der beiden Negativkontrollen gemittelt

oder die entsprechende Negativkontrolle als Referenz fur unbehandelte Zellen verwendet.

3.1.1.2 Zelldichte bei Aussaat

Die Zelldichte bei Aussaat auf eine 96-Well-Platte variierte innerhalb der Versuche von 1500
bis 7500 Zellen pro Well (siehe 2.4.1). Abbildung 19 A-D zeigt die Ergebnisse von vier
Versuchstagen, an denen voneinander unabhdngige Versuche mit variierenden ausgesaten
Zelldichten durchgefuhrt worden sind. Dargestellt sind ausschlielich die Werte der
Negativkontrollen.

Mit steigender Zelldichte (zwischen 1500 und 5000 Zellen pro Well) nahm die
Stoffwechselleistung der Zellen signifikant zu (Abbildung 19 A-C). Abbildung 19 D hingegen
zeigt eine signifikante Reduktion der Stoffwechselleistung bei hdchster Zelldichte (> 6000
Zellen pro Well).

Auffallend war, dass die absoluten Werte der Stoffwechselleistung nicht notwendigerweise
mit der ausgesdten Zelldichte einhergehen. So lagen die Absorptionswerte bei niedrig
ausgesaten Zelldichten (Abbildung 19 A und B) héher als bei hoher Zelldichte (Abbildung 19
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C und D). Bedingt durch diese Schwankungen ist eine Normalisierung der Messwerte

notwendig.
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Abbildung 19. Stoffwechselleistung der Endothelzellen bei verschieden ausgesaten Zelldichten. Darstellung von
4 Versuchstagen (A-D) mit n = 8 Versuchsreplikaten fur A, n = 12 Versuchsreplikaten fur B, n = 4
Versuchsreplikaten fir C und n = 2 Versuchsreplikaten fur D. Werte entsprechen der jeweiligen
Negativkontrolle der Versuche (8 h unbehandelte Zellen). Werte je Versuchsreplikat als Triplet-Bestimmungen
ermittelt und als berechnete optische Dichte dargestellt. Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate
erstellt. Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels ungepaarter T-
Test (A, C, D) und one-way-Anova (B). ZZ/Well = Zellzahl pro Well bei Aussaat.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fir alle folgenden statistischen Auswertungen in den
Kapiteln 3.1.1.3 bis einschlieBlich 3.1.2 die ermittelten Werte in Bezug zum Mittelwert der
Negativkontrolle des jeweiligen Versuches gesetzt. Dies ermoglicht eine Vergleichbarkeit der

Werte unabhéngig von den eben genannten Unterschieden zwischen den Versuchen.
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3.1.1.3 Auswirkungen eines zusatzlichen Mediumwechsels

Lt. Studienprotokoll war fur die H>-Behandlung ein Mediumwechsel (MW) vorgesehen (siehe
2.6.1 und 2.6.4). Um eine Einflussnahme auf die Stoffwechselleistung der Zellen
auszuschlief3en, wurden Versuche mit und ohne MW durchgefuhrt (siehe 2.4.1).

Abbildung 20 zeigt die Stoffwechselleistung/Zell-Vitalitat der Zellen in Bezug zum
Mittelwert der Negativkontrolle jedes einzelnen Versuches.

Die Stoffwechselleistung der Zellen in den Versuchen mit MW ist, verglichen mit den
Versuchen ohne MW, jeweils leicht reduziert. Statistisch signifikant ist diese Abweichung
lediglich innerhalb der Konzentration von 10 pg/ml CsA (P = 0,0012).

Die Zell-Vitalitat sank jedoch nie unter 97 %, was einen Einfluss des MW auf die Zell-
Vitalitat ausschlief3t.

El ohne MW
= mit MW

o
)]
=
' |
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Zell-Vitalitiit (% der Kontrolle)
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Kontrolle Spg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml

CsA-Konzentration

Abbildung 20. Auswirkung eines zusétzlichen Mediumwechsels auf die Endothelzell-Vitalitit. Behandlung der
Zellen mit 5 pg/ml bis 25 pg/ml CsA fur 8 h (unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 17 Versuchsreplikate ohne
MW, n = 12 Versuchsreplikate mit MW. Werte je Versuchsreplikat als Triplet-Bestimmungen ermittelt und
bezogen zum Mittelwert der Kontrolle in Prozent dargestellt. Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate
erstellt. Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels ungepaarter T-
Test. ohne MW = Versuche ohne Mediumwechsel, mit MW = Versuche mit Mediumwechsel.

Somit kdnnen alle Versuche mit oder ohne MW in die Analyse (siehe 3.1.2) eingeschlossen

werden.
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3.1.1.4 Mogliche Unterschiede der Kulturen

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen von zwei verschiedenen Spendern verwendet (siehe
2.3.1, Tabelle 6). Abbildung 21 stellt den Einfluss steigender CsA-Konzentrationen auf die
Stoffwechselleistung (relativ zur Negativkontrolle) der beiden HUVEC-Kulturen dar.
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Abbildung 21. Vergleich der Endothelzell-Vitalitat der verwendeten HUVEC-Kulturen. Behandlung der Zellen
mit 1 pg/ml bis 100 pg/ml CsA fir 8 h (unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 16 Versuchsreplikate mit K1,
n = 13 Versuchsreplikate mit K2. Werte je Versuchsreplikat als Triplet-Bestimmungen ermittelt und bezogen
zum Mittelwert der Kontrolle in Prozent dargestellt. Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate erstellt.
Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels ungepaarter T-Test.
K1 = Kultur 1, K2 = Kultur 2.

Bei keinerlei signifikanten Unterschieden zwischen den HUVEC-Kulturen sind sowohl die
Versuche, in denen Kultur 1 als auch jene in denen Kultur 2 verwendet wurde, in die Analyse

(siehe 3.1.2) eingeschlossen worden.

3.1.2 abschlieRende Analyse der erhobenen Messwerte

Wie oben gezeigt, konnten die Daten aller Versuche in die Analyse zur Wirkung von
steigenden CsA-Konzentrationen auf die Zell-Vitalitat einbezogen werden (Abbildung 22).

In Abbildung 22 féllt auf, dass CsA in Konzentrationen bis 50 pg/ml im Vergleich zur
Kontrolle keinen zytotoxischen Effekt auf Endothelzellen besitzt. Eine signifikante
Verringerung der Stoffwechselleistung um 9 % im Vergleich zur Kontrolle ist fir 75 pg/ml
CsA (P = 0,032) zu beobachten. Eine ebenfalls signifikante Verringerung um 17 % ist bei
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einer CsA-Konzentration von 100 pg/ml (P < 0,0001) zu erkennen. Signifikante Erhéhungen
der Stoffwechselleistung sind bei 1 pg/ml CsA (P = 0,0004) um 7 % und bei 10 pg/ml CsA
(P =0,0055) um 5 % im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten.
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Abbildung 22. Einfluss von CsA auf die Endothelzell-Vitalitdt. Behandlung der Zellen mit 1 pg/ml bis
100 pg/ml CsA fir 8 h (unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 29 Versuchsreplikate. Werte je Versuchsreplikat
als Triplet-Bestimmungen ermittelt und bezogen zum Mittelwert der Kontrolle in Prozent dargestellt.
Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate erstellt. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels One-Way-Anova (Dunnett-Test fur multiple Vergleiche
zur Kontrolle).

CsA besitzt demnach unter den gegebenen Kulturbedingungen erst ab einer Konzentration
von 75 pg/ml eine zytotoxische Wirkung auf die Endothelzell-Vitalitat. Diese féllt selbst bei
der hochsten Konzentration von 100 pg/ml mit einer noch erhaltenen Zell-Vitalitat von 83 %

im Vergleich zur Kontrolle jedoch eher gering aus.
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3.2 ROS-Induktion mittels TNF-a, LPS, H.O2 und CsA

Als Induktoren von ROS bei Endothelzellen wurden vier verschiedene Reagenzien (TNF-a,
LPS, H202 und CsA) getestet.

Die Darstellung der aus diesen Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse erfolgt unter
anderem anhand der mit dem Mikroskop erstellten Fluoreszenzaufnahmen. Hierzu werden im
Folgenden jeweils ausgewdhlte représentative Beispielaufnahmen der Versuche gezeigt und
qualitativ beurteilt. Die in den Beispielaufnahmen zu sehende Fluoreszenzintensitét korreliert
mit dem Ausmal an intrazellularem oxidativem Stress der Endothelzellen (siehe 2.5.2.1).
Stark fluoreszierende Zellen stellen sich dabei in einem kraftigen Grin dar. Weniger stark
fluoreszierende Zellen erscheinen in einem schwacheren Grin bzw. sind teilweise nicht vom
schwarzen Hintergrund zu unterscheiden. Zudem stellen sich Zellen im apoptotischen
Sterbeprozess mit einer sehr hohen Fluoreszenzintensitat dar und erscheinen eher rundlich
aufgrund ihrer fehlenden Adhédrenz zum Well-Boden. Vitale und adharente Zellen hingegen
weisen eher eine flachige Struktur auf.

Des Weiteren werden die Ergebnisse in Form quantitativer und statistischer Auswertungen
der Fluoreszenzaufnahmen dargestellt. Die aus den Fluoreszenzaufnahmen ermittelten
Pixelgrauwerte (siehe 2.5.4) stellen hierbei ein relatives Mal} fiir die Fluoreszenzintensitat
(ROS) dar.

3.2.1 TBHP als Positivkontrolle

Um den Erfolg der folgenden ROS-Induktion mittels der verschieden verwendeten
Reagenzien beurteilen zu kénnen, bedarf es zunéchst einer Positivkontrolle. Hierfir wurde
tert-Butylhydroperoxid (TBHP) gewéhlt (siehe 2.5.2.2).

Abbildung 23 zeigt die Fluoreszenzaufnahmen der Negativkontrolle (Kontrolle) und der
Positivkontrolle (TBHP) nach initialer 48-stiindiger Wachstumsphase und anschlieRender 6-
stundiger (Abbildung 23 A) sowie 24-stiindiger Inkubation (Abbildung 23 B) der Zellen in
N&hrmedium. In den letzten 30 min der nun insgesamt 54- bzw. 72-stindigen
Wachstumsphase sind die Zellen der Positivkontrolle mit TBHP behandelt worden (siehe
2.5.2.3).

In Abbildung 23 A.1 und B.1 sind ausgewdhlte reprasentative Beispiele der
Fluoreszenzaufnahmen dargestellt. Bei den mit TBHP behandelten Zellen zeigt sich eine hohe
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Fluoreszenzintensitdt in den apoptotischen und in den vitalen Zellen. In den
Fluoreszenzaufnahmen der Negativkontrolle sind bis auf einzelne Ausnahmen in Abbildung
23 A.1 keine apoptotischen Zellen erkennbar. Insgesamt ist sowohl nach 6- als auch nach 24-
stindiger Inkubation ein groRer Unterschied in der Fluoreszenzintensitat zwischen der
Positiv- und der Negativkontrolle ersichtlich. Der durch TBHP induzierte oxidative Stress der
Endothelzellen ist anhand der qualitativen Beurteilung deutlich sichtbar.

Sowohl nach 6-stiindiger (Abbildung 23 A.2, P <0,0024) als auch nach 24-stiindiger
Inkubation (Abbildung 23 B.2, P = 0,0016) zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
Fluoreszenzintensitat bei den mit TBHP behandelten Zellen verglichen zur Kontrolle.
Demnach konnte unter den gegebenen Kulturbedingungen der ROS-induzierende Effekt von

TBHP statistisch nachgewiesen werden.

In allen folgenden ROS- und Hz-Versuchen ist TBHP als Positivkontrolle fir die ROS-
Induktion verwendet worden, wird jedoch in diesem Kapitel (3.2) aus Grinden der besseren
Ubersichtlichkeit in den einzelnen Graphen und Darstellungen der Fluoreszenzaufnahmen

nicht dargestellt.
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Abbildung 23. TBHP als Positivkontrolle zur ROS-Induktion in Endothelzellen. A.1, B.1 Représentative
Beispiele der Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA. Fluoreszenz - Mikroskopie, x40,
HUVEC Kultur 2 in Passage 7. A Behandlung der zuvor 5,5 h unbehandelten Zellen mit 5 uM TBHP fiir 30 min
(6 h unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 6 Versuchsreplikate. B Behandlung der zuvor 23,5 h unbehandelten
Zellen mit 5 uM TBHP fiir 30 min (24 h unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 6 Versuchsreplikate. Jedes
Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit
n= 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. A.2, B.2 ROS-Produktion gemessen anhand von
Pixelgrauwerten als relatives MaR der Fluoreszenzintensitait (DCFDA). Mittelwerte erstellt je
Fluoreszenzaufnahme sowie innerhalb eines Versuchsreplikates je Reagenz-Konzentration/Kontrolle.
Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels Two-way-Anova.
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3.2.2 ROS-Induktion mittels TNF-a und LPS
Um oxidativen Stress in Endothelzellen zu erzeugen sind zundchst Tumornekrosefaktor-o
(TNF-a) und Lipopolysaccharid (LPS) verwendet worden (siehe 2.5.1.1).

Bei Behandlung der Endothelzellen mit TNF-o war weder nach 6 (Abbildung 24 A.1) noch
nach 24 h (Abbildung 24 B.1) eine ROS-Induktion verglichen zur Kontrolle zu beobachten.
Selbst bei der hochsten Konzentration (100 ng/ml) war keine ROS-Induktion erkennbar.

Fur die mit LPS behandelten Zellen zeigen die Graphen nahezu identische Ergebnisse wie die
Graphen der mit TNF-a behandelten Zellen. Auch hier war weder nach 6- (Abbildung 24
A.2) noch nach 24-stiindiger Behandlung (Abbildung 24 B.2) eine ROS-Induktion zu
erkennen.

Lediglich fallt nach 24-stindiger Behandlung sowohl fir TNF-o als auch fur LPS ein
genereller Anstieg der Kontrollwerte um das 1,75-fache im Vergleich zu den Werten nach 6-
stindiger Behandlung auf. Bei langerer Standzeit der Zellen innerhalb des KulturgefaRes,

wahrend der 24-stlindigen Behandlung, ist dies jedoch durchaus erklérbar.
Die Auswertung der hier nicht dargestellten zugehdrigen Fluoreszenzaufnahmen stitzt die

eben beschriebenen Beobachtungen. Eine statistische Auswertung der hier dargelegten

Ergebnisse ist aufgrund einer zu geringen Anzahl an Versuchsreplikaten nicht erfolgt.
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Abbildung 24. ROS-Induktion mittels TNF-a und LPS. ROS-Produktion gemessen anhand von Pixelgrauwerten
als relatives MaR der Fluoreszenzintensitdit (DCFDA). Mittelwerte erstellt je Fluoreszenzaufnahme sowie
innerhalb eines Versuchsreplikates je Reagenz-Konzentration/Kontrolle. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung. A.1, B.1 Behandlung der Zellen mit 10 bis 100 ng/ml TNF-a fir 6 h (A1, n = 2*
Versuchsreplikate [*n = 1 fur 10 ng/ml]) und 24 h (B.1, n = 2 Versuchsreplikate) (unbehandelte Zellen als
Kontrolle). A.2, B.2 Behandlung der Zellen mit 0,1 bis 10 pg/ml LPS fir 6 h (A.2, n = 2 Versuchsreplikate) und
24 h (B.2, n = 2 Versuchsreplikate) (unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes Versuchsreplikat umfasst n = 3,1
(Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit n= 74 (Mittelwert) Zellen je
Fluoreszenzaufnahme.

3.2.3 ROS-Induktion mittels H202
Neben TNF-a und LPS ist auch Wasserstoffperoxid (H202) zur Erzeugung von oxidativem
Stress in HUVEC verwendet worden (siehe 2.5.1.1).

Abbildung 25 zeigt Fluoreszenzaufnahmen eines Versuches mit 6-stiindiger H20»-

Behandlung als représentatives Beispiel.
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Es fallt eine deutlich hohere Fluoreszenzintensitdt der mit 50 uM und 100 uM H-0O>
behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf. Dagegen zeigten die mit 10 uM H.>O>
behandelten Zellen eine dhnlich niedrige Fluoreszenzintensitat wie die Zellen der Kontrolle.

Zusammenfassend ist anhand der qualitativen Beurteilung der Fluoreszenzaufnahmen

oxidativer Stress in HUVEC ab einer Behandlungsdosis von 50 uM H20O> zu erkennen.

Kontrolle

H202 100 MM

Abbildung 25. ROS-Induktion mittels H,O, — Fluoreszenzaufnahmen. Reprasentatives Beispiel (Behandlung
der Zellen mit 10 bis 100 uM H,O- fur 6 h) der Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA.
Fluoreszenz - Mikroskopie, x40, HUVEC Kultur 2 in Passage 4.

Abbildung 26 =zeigt die graphische Darstellung der aus den Fluoreszenzaufnahmen
ermittelten Pixelgrauwerte fir alle Einzelversuche mit einer Behandlungsdauer von 6
(Abbildung 26 A, n = 2 Versuchsreplikate) bzw. 24 h (Abbildung 26 B, n = 2
Versuchsreplikate).

In keinem der durchgeftihrten Versuche war ein nennenswerter ROS-Anstieg bei 10 uM H20>

im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten. Die Fluoreszenzintensitat der mit 10 pM
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behandelten Zellen war in 3 (Abbildung 26 A.1, B.1 und B.2) der 4 Versuche nahezu auf
gleichem Niveau wie jene der Kontrolle. Lediglich in Abbildung 26 A.2 war ein Abfall der
gemessenen Fluoreszenzintensitat zu beobachten.

Im Gegensatz dazu war bei hohen H20.-Konzentrationen (50 uM, 100 pM) ein ROS-Anstieg
im Vergleich zur Kontrolle in jedem der vier Versuche zu erkennen. Bei Betrachtung der
einzelnen Versuche zeigte sich in 2 (Abbildung 26 A.1 und B.1) der 4 Versuche fir 50 uM
H20- jeweils mindestens eine Verdopplung der Werte. Beim Einsatz von 100 pM H.O; war
ebenfalls eine Verdopplung (Abbildung 26 A.2) und in 3 der 4 Versuche sogar mindestens
eine Verdreifachung der Fluoreszenzintensitat verglichen zur Kontrolle erkennbar.

Zudem war in jedem Versuch der Anstieg der Fluoreszenzintensitit als dosisabhéngig zu

erkennen.
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Abbildung 26. ROS-Induktion mittels H.O, — Ubersicht der einzelnen Versuche. Behandlung der Zellen mit 10
bis 100 uM H.O; fur 6 h (A.1-A.2, n =2 Versuchsreplikate) und 24 h (B.1-B.2, n = 2 Versuchsreplikate)
(unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen
je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit n = 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. ROS-Produktion
gemessen anhand von Pixelgrauwerten als relatives Mal? der Fluoreszenzintensitdt (DCFDA). Mittelwerte
erstellt je Fluoreszenzaufnahme. Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung.
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Die Ergebnisse der 4 Versuche wurden zusammengefasst (Abbildung 27) und statistisch
ausgewertet.

Eine Behandlung der Zellen mit 10 pM H202 bewirkte einen leichten Abfall der
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Kontrolle, jedoch ohne statistische Signifikanz. Als
statistisch signifikant zeigte sich hingegen der vorherig beschriebene dosisabhdngige ROS-
Anstieg fir 50 uM (P = 0,0204) und 100 uM H20> (P < 0,0001).
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Abbildung 27. ROS-Induktion mittels H,O, — Statistische Auswertung. Graph bestehend aus den
zusammengefassten Daten aus der Behandlung der Zellen mit 10 bis 100 pM HyO, fur 6 h (n=2
Versuchsreplikate) und 24 h (n = 2 Versuchsreplikate) (unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes
Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit
n = 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. ROS-Produktion gemessen anhand von Pixelgrauwerten als
relatives Mal} der Fluoreszenzintensitat (DCFDA). Mittelwerte erstellt je Fluoreszenzaufnahme sowie innerhalb
eines Versuchsreplikates je Reagenz-Konzentration/Kontrolle. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels Two-way-Anova.

Zusammenfassend konnte unter den gegebenen Kulturbedingungen eine dosisabhéngige
ROS-Induktion in HUVEC durch H20. ab einer Konzentration von 50 uM nachgewiesen

werden.

3.2.4 ROS-Induktion mittels CsA
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuche zur Erzeugung von oxidativem Stress in

HUVEC mittels CsA beschrieben.

Abbildung 28 zeigt Fluoreszenzaufnahmen eines Versuches mit 6-stundiger CsA-

Behandlung als reprasentatives Beispiel.
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Die mit 10 pg/ml CsA behandelten Zellen zeigten eine &hnlich niedrige Fluoreszenzintensitat
wie die Zellen der Kontrolle. Fir 50 und 100 pg/ml CsA war jedoch eine deutlich erhthte

Fluoreszenzintensitat und damit eine ROS-Induktion feststellbar.

Nebenbefundlich wurde bei diesen Fluoreszenzaufnahmen eine Abschatzung der toten Zellen
(abgekugelte und hell leuchtende Zellen) durchgefuhrt. Bei hochster CsA-Konzentration
(100 pg/ml) wurde eine Apoptose-Haufigkeit von 16 % nach 6-stundiger (n=10
ausgewertete Fluoreszenzaufnahmen) und 12 % nach 24-stiindiger Behandlungszeit (n = 10
ausgewertete Fluoreszenzaufnahmen) ermittelt. Dies entspricht der Stoffwechselleistung bei
hochster CsA-Konzentration (siehe 3.1.2, Abbildung 22). Beide Ergebnisse bestétigen, dass
der beobachtete CsA-induzierte oxidative Stress der Zellen durch CsA hervorgerufen und

nicht Apoptose-bedingt ist.

Kontrolle CsA 10 pg/ml

CsA 50 pg/ml CsA 100 pg/ml

Abbildung 28. ROS-Induktion mittels CsA — Fluoreszenzaufnahmen. Représentatives Beispiel (Behandlung der
Zellen mit 10 bis 100 pg/ml CsA fir 6 h) der Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA.
Fluoreszenz - Mikroskopie, x40, HUVEC Kultur 2 in Passage 4.
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Abbildung 29 zeigt die graphische Darstellung der aus den Fluoreszenzaufnahmen
ermittelten Pixelgrauwerte fir alle Einzelversuche mit einer Behandlungsdauer von 6
(Abbildung 29 A, n = 3 Versuchsreplikate) bzw. 24 h (Abbildung 29 B, n = 3
Versuchsreplikate).

Die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitaten bestéatigte die Beobachtung, dass mit
10 pg/ml CsA keine ROS-Induktion ausgeldst werden konnte (Abbildung 28).

Im Gegensatz dazu war ein ROS-Anstieg bei hohen CsA-Konzentrationen (50 pg/ml,
100 pg/ml) im Vergleich zur Kontrolle in jedem der 6 Versuche zu erkennen, mit Ausnahme
von Abbildung 29 A.3, in der fur 50 pg/ml nur ein geringer ROS-Anstieg nachweisbar war.
Bei Betrachtung der einzelnen Versuche war fur 50 pg/ml CsA in 3 (Abbildung 29 A.2, B.1
und B.2) der 6 Versuche ein Anstieg um das 1,4- bis 1,9-fache und in 2 Versuchen
(Abbildung 29 A.1 und B.3) eine Verdopplung bis nahezu Verdreifachung der Werte
verglichen mit der jeweiligen Kontrolle zu beobachten. Beim Einsatz von 100 pg/ml CsA war
ebenfalls ein 1,5- bis 1,9-facher Anstieg in 5 Versuchen und in einem Versuch (Abbildung 29

A.1) sogar ein 2,6-facher Anstieg der Fluoreszenzintensitét erkennbar.
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Abbildung 29. ROS-Induktion mittels CsA — Ubersicht der einzelnen Versuche. Behandlung der Zellen mit 10
bis 100 pg/ml CsA fir 6 h (A.1-A.3, n =3 Versuchsreplikate) und 24 h (B.1-B.3, n = 3 Versuchsreplikate)
(unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen
je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit n = 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. ROS-Produktion
gemessen anhand von Pixelgrauwerten als relatives Mal3 der Fluoreszenzintensitait (DCFDA). Mittelwerte
erstellt je Fluoreszenzaufnahme. Fehlerbalken zeigen die berechnete Standardabweichung.

Abbildung 30 fasst die Versuche fir 6 (Abbildung 30 A) und 24 h (Abbildung 30 B)

Zzusammen.

Zu beiden Zeiten war ein Anstieg der Fluoreszenzintensitat bei 50 pg/ml und 100 pg/ml CsA

verglichen zur Kontrolle erkennbar.
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Abbildung 30. ROS-Induktion mittels CsA — Ubersicht fiir 6 und 24 h CsA-Behandlung. Graphen bestehend aus
den zusammengefassten Daten aus der Behandlung der Zellen mit 10 bis 100 pg/ml CsA fur 6 h (A, n =3
Versuchsreplikate) und 24 h (B, n = 3 Versuchsreplikate) (unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes
Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit
n = 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. ROS-Produktion gemessen anhand von Pixelgrauwerten als
relatives Mal} der Fluoreszenzintensitdt (DCFDA). Mittelwerte erstellt je Fluoreszenzaufnahme sowie innerhalb
eines Versuchsreplikates je Reagenz-Konzentration/Kontrolle. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung.

Abbildung 31 fasst die Ergebnisse beider Zeitpunkte zusammen. Diese wurden statistisch
analysiert.

In Abbildung 31 war kein signifikanter Unterschied zwischen den mit 10 pg/ml CsA
behandelten Zellen und der Kontrolle feststellbar. Als statistisch signifikant zeigte sich
hingegen der vorherig beschriebene dosisabhéngige ROS-Anstieg fur 50 (P = 0,0229) und
100 pg/ml CsA (P = 0,0045).
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Abbildung 31. ROS-Induktion mittels CsA - Statistische Auswertung. Graph bestehend aus den
zusammengefassten Daten aus der Behandlung der Zellen mit 10 bis 100 pg/ml CsA fir 6 h (n=3
Versuchsreplikate) und 24 h (n=3 Versuchsreplikate) (unbehandelte Zellen als Kontrolle). Jedes
Versuchsreplikat umfasst n = 3,1 (Mittelwert) Fluoreszenzaufnahmen je Reagenz-Konzentration/Kontrolle mit
n = 74 (Mittelwert) Zellen je Fluoreszenzaufnahme. ROS-Produktion gemessen anhand von Pixelgrauwerten als
relatives Mal} der Fluoreszenzintensitat (DCFDA). Mittelwerte erstellt je Fluoreszenzaufnahme sowie innerhalb
eines Versuchsreplikates je Reagenz-Konzentration/Kontrolle. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels Two-way-Anova.

Zusammenfassend konnte unter den gegebenen Kulturbedingungen eine dosisabhéngige
ROS-Induktion in HUVEC durch CsA ab einer Konzentration von 50 pg/ml nachgewiesen

werden.

3.3 Untersuchungen zur ROS-Reduktion mittels H> und H»-Stabilitat im

Nahrmedium

3.3.1 ROS-Reduktion mittels H2
Im folgenden Kapitel werden die ersten Versuche dargestellt, wo mittels H, die ROS-
Induktion durch CsA und H20: in Endothelzellen verhindert werden sollte (gesamter

Versuchsablauf, siehe 2.6.1).

3.3.1.1 Versuch 1
HUVEC wurden flr 6 bzw. 24 h mit jeweils drei Konzentrationen CsA (10, 50, 100 pg/ml)
oder H20> (10, 50, 100 puM) behandelt (unbehandelte Zellen als Referenz). Um die Zellen nun
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mit H> in Kontakt zu bringen, wurden diese vor der Behandlung mit CsA bzw. H2O> fiir 1 h in
H>-angereichertem Nahrmedium inkubiert (,,Priming“, siehe 2.6.4). Grundlage dieses
Vorgehens waren Vorversuche unserer Arbeitsgruppe, in der eine ROS-Reduktion durch Ho-
Priming bei Fibroblasten nachgewiesen werden konnte. Im Anschluss wurden die Zellen nach
bereits bekannter Methodik (siehe 2.5.2) gefarbt und mit Hilfe der ausgewerteten
Fluoreszenzaufnahmen (siehe 2.5.3 und 2.5.4) hinsichtlich eines Ho-Effektes beurteilt.

Abbildung 32 zeigt reprasentative Beispiele der Fluoreszenzaufnahmen aus Versuch 1, wobei
zur besseren Ubersichtlichkeit nur jeweils eine Konzentration CsA bzw. HO. dargestellt
wurde.

Beide Substanzen fuhrten (sowohl nach 6 als auch nach 24 h) zwar zu einer Zunahme der
ROS-Produktion, jedoch zeigte ein vorangehendes H>-Priming der Zellen keine reduzierende
Wirkung.
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H202 50 MM =l H2

CsA 50 ug/ml + H, CsA 50 pg/ml

Abbildung 32. ROS-Reduktion mittels H, im 24-Well — Versuch 1. Reprasentatives Beispiel der
Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA. Fluoreszenz - Mikroskopie, x40, 24-Well,
HUVEC Kultur 2 in Passage 7. Behandlung der zuvor 1 h Ha-geprimten Zellen mit 10 bis 100 pg/ml CsA bzw.
10 bis 100 pM H20; (jeweils nur eine Reagenz-Konzentration bei 24 h Behandlung dargestellt) fir 6 und 24 h
(H2- sowie CsA/H,0,-unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 1 Versuchsreplikat.

3.3.1.2 Versuche 2 und 3
Da H> sehr schnell aus dem N&hrmedium entweichen kann (147) (siehe 2.6.2), lag der
Verdacht nahe, dass in Versuch 1 eine zu geringe Hz-Konzentration im Nahrmedium vorlag.
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Das Nahrmedium wurde zwar mit Ho-Gas durch einen Luftstein fur l&ngere Zeit angereichert
(siehe 2.6.3), jedoch kann durch das anschlieRende Pipettieren und die grof3en Oberflachen im
KulturgefaR (mit Luftkontakt) H, wieder aus dem Nahrmedium entweichen (siehe 2.6.2). Dies
fuhrt zu einer geringeren Ho-Konzentration im Nahrmedium.

Zusétzlich ist die Diffusion des H>-Gases zeitabhangig. Je mehr Zeit beim Pipettieren benotigt
wird, desto mehr H;-Gas entweicht aus dem N&hrmedium, bevor die Zellen damit in

Berlihrung kommen.

Um diese moglichen Fehlerquellen zu minimieren, wurde Versuch 1 mit reduziertem
Versuchsaufbau als Versuch 2 wiederholt. Es wurde nur jeweils eine Konzentration CsA
(50 pg/ml) bzw. H20, (50 puM) mit einer Behandlungsdauer von 6 h beriicksichtigt. Dies
reduziert die Anzahl der zu pipettierenden Wells und ermdglicht einen schnelleren
Versuchsablauf. Bei weniger zu pipettierenden Wells kann zudem verstarkt auf sauberes und
langsames Pipettieren geachtet werden, wodurch weniger Verwirbelungen im Ho-
angereichertem Nahrmedium entstehen. Der Fokus dieses Versuchs lag dementsprechend nun

auf einem moglichst schnellen Ablauf, um mdéglichst wenig Hz durch Diffusion zu verlieren.

Abbildung 33 zeigt représentative Beispiele der Fluoreszenzaufnahmen aus Versuch 2. Die
Positivkontrolle (TBHP) fiir die ROS-Induktion zeigt eine deutlich erhohte
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Kontrolle. Gleiches gilt fir 50 pg/ml CsA und 50 uM
H20>. Die Fluoreszenzintensitét der Zellen, die mit TBHP, CsA und H20. behandelt wurden,
war vergleichbar hoch, was fur eine erfolgreiche ROS-Induktion spricht.

Vergleicht man nun die Zellen, welche mit 50 pM H>O2 und zusétzlichem H2-Priming
behandelt wurden mit jenen ohne Ho-Priming, féllt eine leichte Reduktion der
Fluoreszenzintensitat auf. Auch die mit 50 pg/ml CsA und zusatzlichem H-Priming
behandelten Zellen zeigen verglichen mit den Hz-unbehandelten Zellen (50 pg/ml CsA) eine
leichte Reduktion der Fluoreszenzintensitit, wobei diese jedoch geringer ausfallt im
Vergleich zu den mit H202 behandelten Zellen.

Es wurde keine quantitative Analyse durchgefiihrt, da pro Bedingung lediglich eine Probe

vorlag. Ziel war es, unter gleichen Bedingungen die Anzahl der Versuche zu erhthen.
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H202 50 MM g Hz

CsA 50 pg/ml + H, CsA 50 pg/ml

Abbildung 33. ROS-Reduktion mittels H, im 24-Well — Versuch 2. Représentatives Beispiel der
Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA. Fluoreszenz - Mikroskopie, x40, 24-Well,
HUVEC Kultur 2 in Passage 4. Behandlung der zuvor 1 h Hp-geprimten Zellen mit 50 pg/ml CsA bzw. 50 uM
H.0, fir 6 h (H2- sowie CsA/H,0,-unbehandelte Zellen als Kontrolle). n = 1 Versuchsreplikat.

Der Versuch 3 wurde mit identischem Versuchsansatz wiederholt. Weder bei den mit CsA
noch bei den mit H20, behandelten Zellen konnte eine ROS-reduzierende Wirkung durch H:
festgestellt werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
Demnach waren die Ergebnisse aus Versuch 2 (Abbildung 33) nicht reproduzierbar.
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3.3.1.3 Versuch 4

Die Stabilitat der Ho-Konzentration im N&hrmedium bzw. die ausreichende Kontaktzeit der
Zellen mit H> war nach wie vor fraglich. Es wurde ein neuer Versuchsansatz gewahlt.

Zum Erreichen der hdchstmoglichen Ho-Sattigung des Nahrmediums wurde die Dauer der
Anreicherung des Nahrmediums mit Hz (siehe 2.6.3) von bisher 5 auf 7 min erhéht. Um die
Kontaktzeit der Zellen mit H> zu verlangern, wurde zusétzlich zum H»>-Priming auch das
Nahrmedium, in dem CsA bzw. H>O> angesetzt wurden, mit Hz angereichert. Der komplette
Versuch war somit durchweg mit Ho-angereichertem N&hrmedium durchgefiihrt worden. Als
Negativkontrolle diente erneut ein zusatzlicher Versuchsansatz, indem anstatt Ho-
angereichertem Nahrmedium lediglich Nahrmedium (ohne H) verwendet wurde. Des
Weiteren wurde dieser Versuch mit Zellen im Zellkultur-Objekttrager (OT), anstatt im 24-
Well, durchgefiihrt. Die OT waren mit einem Deckel verschlieRbar. Durch das vollstdndige
Auffillen der OT-Kammer (18 ml/OT) mit Ho-N&hrmedium sollte gewéhrleistet werden, dass
eine kontinuierliche Diffusion des H>-Gases aus dem Nahrmedium in die Luftséule Giber dem
Né&hrmedium verlangsamt wird (siehe 2.6.2).

Wie auch in den Versuchen 1 bis 3, in denen die 24-Well-Multischalen fur die Dauer der
Inkubation im Brutschrank mit Alufolie umwickelt wurden (siehe 2.6.4), ist dies auch beim
Objekttréger erfolgt. Auflerdem ist der Objekttrédger in diesem Versuch zusétzlich in einer
Metallbox im Brutschrank platziert worden, mit dem Ziel Hz-Verluste durch Diffusion weiter

einzuschranken.

In Abbildung 34 sind reprasentative Beispiele der Fluoreszenzaufnahmen von Versuch 4
dargestellt. Wie schon in den Versuchen 1 bis 3 und den Versuchen in 3.2.3 bzw. 3.2.4 war
die ROS-Induktion mittels CsA bzw. H20> auch hier erfolgreich. Es zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Fluoreszenzintensitat bei Behandlung der Zellen mit TBHP, CsA und H20, im
Vergleich zur Kontrolle.

Ein deutlicher Ho-Effekt zeigte sich nur bei 50 uM H>02-Behandlung. Eine H2-Behandlung,
wie oben beschrieben (50 uM H20: + Hg), fihrte zu einem deutlichen Rickgang der
Fluoreszenzintensitét verglichen mit den Zellen ohne H>-Behandlung (50 uM H203). Auch fir
die Zellen, welche mit 50 pg/ml CsA behandelt worden waren, konnte wie schon in
Versuch 2 erneut eine leichte ROS-Reduktion mittels Hz gezeigt werden. Diese fallt jedoch
im Vergleich zu H202 eher gering aus.

Auch hier wurde keine quantitative Analyse durchgefunhrt.
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Kontrolle

H202 50 MM el Hz

CsA 50 ug/ml + H, CsA 50 pg/ml

Abbildung 34. ROS-Reduktion mittels H, im Objekttrager — Versuch 4. Reprasentatives Beispiel der
Immunfluoreszenz (ROS-Produktion) detektiert mit DCFDA. Fluoreszenz - Mikroskopie, x40, Objekttréager,
HUVEC Kultur 2 in Passage 5. Behandlung der zuvor 1 h Hp-geprimten Zellen mit 50 pg/ml CsA bzw. 50 uM
H20; in Hz-angereichertem Nahrmedium fir 6 h (Hz- sowie CsA/H,0,-unbehandelte Zellen als Kontrolle). n =1
Versuchsreplikat.

Zusammenfassend konnte unter den gegebenen Kulturbedingungen in 2 der 4 Versuche eine
ROS-Reduktion mittels H> bei Behandlung der Zellen mit H20. sowie mit CsA beobachtet
werden.
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3.3.2 Hz-Stabilitat im Nahrmedium

In den Versuchen zur ROS-Reduktion mittels Hz (siehe 3.3.1) stand oftmals die Vermutung
einer zu geringen Hz-Konzentration im N&hrmedium bzw. die Optimierung der Versuche zur
Verringerung von Ha-Verlusten durch Diffusion im Mittelpunkt. Die H»-Stabilitdt im
N&hrmedium und deren Erhalt spielt somit eine wichtige Rolle und stellt eine zentrale
Herausforderung bei der Arbeit mit H» dar.

Die Ergebnisse der Untersuchung zur Ho-Stabilitdt im Nahrmedium sind nachfolgend
beschrieben. Eine detaillierte Beschreibung des Versuchsablaufs sowie der verwendeten

Messmethodik ist in Kapitel 2.6.5 zu finden.

In Abbildung 35 A ist die Veradnderung der H>-Konzentration im frisch zubereiteten Ho-
Nahrmedium vor und nach Uberfiihrung in die T25 Zellkulturflaschen zu sehen. Frisch
zubereitetes Ho-Ndhrmedium enthielt 1,57 mg/L H> (Abbildung 35 A, a (0 min)). Durch
Uberfuhren des Nahrmediums in die T25 Zellkulturflaschen ist es bereits zu einem
signifikanten Abfall der H>-Konzentration im verbliebenen Restmedium (Abbildung 35 A,
b (2 min), P <0,0001) gekommen.

Abbildung 35 B stellt den zeitlichen Verlauf der Ho-Stabilitat im Nahrmedium innerhalb der
T25 Zellkulturflaschen dar. Die Konzentration sank nach 30 min bei vollstandig gefullter T25
auf 58 % des Ausgangssattigungsniveaus ab. Bei halb gefullter T25 sank die Konzentration
sogar auf 21 %. Nach 1 h konnten in der vollstandig geftllten T25 noch 56 %, in der halb
gefullten T25 hingegen lediglich noch 11 % gel6stes H2 im Nahrmedium nachgewiesen
werden. Nach 2 h verbleiben bei vollstandig geftllter T25 noch 39 % H, im N&hrmedium.
Zum gleichen Messzeitpunkt ist in der zur Halfte geflllten T25 bereits kein gelostes H2 mehr

nachweisbar.
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Abbildung 35. Zeitlicher Verlauf der Hp-Stabilitat im Nahrmedium. A Hx-Konzentration im frisch zubereiteten
Ho-Néhrmedium vor (a, n = 6 Versuchsreplikate) und nach (b, n = 7 Versuchsreplikate) Uberfiihrung in T25
Zellkulturflaschen. Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate erstellt. Fehlerbalken zeigen die
berechnete Standardabweichung. Statistische Auswertung mittels ungepaarter T-Test. B zeitlicher Verlauf der
Ho-Konzentration im Nahrmedium innerhalb der T25 Zellkulturflasche fir jeweils vollstandig (n = 3
Versuchsreplikate je Messzeitpunkt) und halb gefullte T25 (n = 3 Versuchsreplikate je Messzeitpunkt).
Mittelwerte aus den Daten aller Versuchsreplikate erstellt. Fehlerbalken zeigen die berechnete
Standardabweichung.

Zusammengefasst sind durch Uberfiihren des Hi-angereicherten Nahrmediums, von einem
Kulturgefald in ein anderes, bereits signifikante Ho-Verluste beobachtet worden. Ebenfalls hat
der Fullstand und das daraus resultierende VVolumen der Luftsule tber dem Nahrmedium
innerhalb eines KulturgefédBes einen entscheidenden Einfluss auf die Hy-Stabilitat im
Nahrmedium. Hz liegt demnach in einem vollstdndig gefullten Gefal (kleines VVolumen der
Luftsdule Gber dem Na&hrmedium) langer im Nahrmedium gel6st vor als in einem halb
gefullten Gefall mit entsprechend gréRerem Volumen der Luftsdule.

Demnach wirden sich flir weiterfiuhrende Experimente zur ROS-Reduktion mittels Ho
verschlielbare und somit vollstdndig mit Nahrmedium beflllbare Kulturgefalie anbieten. Ein
Beispiel fir ein solches Kulturgefd ist der Zellkultur-Objekttrager, welcher bereits in
Versuch 4 in den Untersuchungen zur ROS-Reduktion mittels H> verwendet wurde (siehe
3.3.1.3).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass H.O> und CsA bei HUVEC eine
dosisabhéngige ROS-Produktion auslésen kdnnen. Diese Reaktion kann durch ein Priming

der Zellen mit Hz-angereichertem N&hrmedium reduziert werden.

4.1 CsA zeigt nur einen minimalen zytotoxischen Effekt auf HUVEC

Um auszuschlieRen, dass es sich bei der Untersuchung zum oxidativen Stress der Zellen um
eine zytotoxische Wirkung der Medikamente handelt, wurde vorab die dosisabhéngige
Wirkung von CsA auf die Vitalitat der Zellen getestet. Dazu wurde der MTS-Test verwendet,
ein einfacher und homogener kalorimetrischer Assay, der die Stoffwechselleistung der
behandelten Zellen bestimmt und im 96-well-MaRstab einen hohen Probendurchsatz erlaubt
(124). Es wird ihm sogar eine hohere Sensitivitit als dem Ublichen MTT-Test nachgesagt
(156). Bekannt ist dieser Test bei der Prufung auf Zytotoxizitat gemal DIN EN 1SO 10993-5
und stellt damit eines der wichtigsten Prufverfahren im Rahmen der biologischen Beurteilung
von Medizinprodukten dar (157). Zudem wird es mit derartigen Testverfahren moglich, ein
zytotoxisches ~ Screening  verschiedener ~ Wirkstoffe  durchzufiihren und  deren
Dosisabhéngigkeit darzustellen (158,159).
Eine Standardisierung des MTS-Testes zur Untersuchung der Zytotoxizitat von CsA auf
HUVEC war nur bedingt mdglich. Die Stoffwechselleistung der Zellen hangt von der
ausgesaten Zellzahl und der Kultivierungszeit ab. Je héher die Zelldichte im 96-well und je
langer inkubiert wird, desto hoher sollte die MTS-Reaktion sein. Allerdings wird die Reaktion
von der Kulturfliche begrenzt, da HUVEC als Monolayer wachsen und damit das
Zellwachstum beschrankt wird (160). Zudem war auffallend, dass sich die absolute MTS-
Reaktion (optische Dichte) bei unabhdangigen Versuchen und bei Verwendung
unterschiedlicher HUVEC-Kulturen deutlich unterscheidet. Bei HUVEC handelt es sich um
Primdrzellen aus Humanmaterial, die erfahrungsgemal nach dem Auftauen ein
unterschiedliches Kultivierungsbild zeigen. Um die Zytotoxizitat von CsA auf HUVEC
darzustellen, wurde daher immer auf die unbehandelte Kontrolle, die die maximale
Stoffwechselleistung der Zellen widerspiegelt, bezogen.
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Von entscheidender Bedeutung fur diese Testungen war die Wirkung der Restmenge an
DMSO im Nahrmedium. DMSO ist ein bekanntes Ldsungsmittel fir schwerldsliche polare
und unpolare Molekule (161). Allerdings ist DMSO auch ein starkes Zellgift und ist nach
Herstellerangaben nur bei Konzentrationen von <10 % nicht zytotoxisch. CsA musste
aufgrund seiner geringen Loslichkeit in Wasser (20-40 pg/ml) in DMSO (Loslichkeit,
100.000 pg/ml) angesetzt werden (162—167). Durch die Verdinnung im N&hrmedium auf
maximal 100 pg/ml CsA verblieb maximal 0,5 % DMSO im Nahrmedium. In der Literatur
wird i. d. R. mit Restmengen zwischen 0,1-0,5 % DMSO gearbeitet. Jedoch muss
berlicksichtigt werden, dass die Wirkung von DMSO von Versuchsbedingungen und Zelltyp
abhéangig sein kann (168). In menschlichen Endothelzellen wurde bis zu einer DMSO-
Konzentration von 1 % keine toxische Wirkung festgestellt (169). Dies wurde in der
vorliegenden Studie mit HUVEC bestatigt. Somit handelt es sich bei der Untersuchung der
zytotoxischen Wirkung von CsA um einen Medikamenteneffekt.

Bei einer 8-stindigen Inkubationszeit von CsA mit HUVEC zeigte sich bis zu einer
Konzentration von 50 pg/ml keine zytotoxische Wirkung. Lediglich bei 75 bzw. 100 pg/ml
CsA wurde eine Reduzierung der Zell-Vitalitat auf 91 % bzw. 83 % ermittelt. Auch nach 24 h
war die Vitalitat der Endothelzellen bei hdchster CsA-Dosis nur leicht beeintréchtigt (88 %),
was aus der berechneten Apoptoserate der ausgewerteten DCFDA-Fluoreszenzaufnahmen
hervorgeht.

Die hohen CsA-Konzentrationen im Nahrmedium (50-100 pg/ml) erscheinen aufgrund der
schlechten Loslichkeit von CsA in wassrigen Medien (20-40 pg/ml, siehe oben) fraglich.
Allerdings war zusatzlich eine Restmenge von 0,5 % DMSO im Medium vorhanden. Ob diese
jedoch ausreicht, um CsA im Medium komplett zu l6sen, bleibt offen. Die fir diese Arbeit
hergestellten CsA-Losungen stellten sich stets selbst bei der hdchsten Konzentration als klar
und ohne jegliche Eintribung dar, weshalb zu keinem Zeitpunkt ein Hinweis auf eine
reduzierte Loslichkeit von CsA im N&hrmedium bestand. Andere Autoren verwendeten CsA
als gebrauchsfertiges Medikament (Sandimmune) zur Herstellung der CsA-Ldsungen
(170,171). Dabei handelt es sich um eine selbstemulgierende Formulierung (172), womit als
Infusionslésung eine CsA-Konzentration von 2,5 mg/ml in Wasser maoglich ist (173).

Analog zu den vorliegenden Daten, war auch in anderen Studien bei niedrigen CsA-
Konzentrationen und langen Inkubationszeiten keine zytotoxische Wirkung auf HUVEC

nachweisbar  (174-176). Bei hohen  Konzentrationen liegen  unterschiedliche
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Studienergebnisse fiir Endothelzellen vor. Voss et. al. konnten keine Zellschadigung nach 8 h
mit 0,1-100 pg/ml CsA feststellen, wéhrend die Prostacyclinfreisetzung signifikant und
konzentrationsabhéangig reduziert war (170). Diese Studie bestatigt unsere Ergebnisse und
zeigt damit insgesamt eine hohe Widerstandsfahigkeit von HUVEC gegeniuber CsA-
induzierter Zytotoxizitat. Im Gegensatz dazu stehen Studien, in denen nach 24-stiindiger
Behandlung von HUVEC Apoptoseraten von bis zu 55 % beim Einsatz von 22-100 pg/ml
CsA beobachtet wurden (177,178). Die diskrepante Studienlage kénnte auf unterschiedliche

Kulturbedingungen zuriickzufiihren sein.

Im Gegensatz zu Endothelzellen zeigten Fibroblasten bei CsA-Behandlung eine deutlich
héhere Zytotoxizitat. Bereits ab einer Konzentration von 1 pg/ml CsA und einer 8-stiindigen
Inkubationszeit, nahm  die  Zellzahl und  die  Stoffwechselleistung  von
Rattenlungenfibroblasten signifikant ab (119). Menschliche Fibroblasten sind offensichtlich
noch empfindlicher (zytotoxischer Effekt ab 0,5 pg/ml CsA nach 24 h) (120).

Sollten sich die in dieser Arbeit gesammelten in-vitro-Ergebnisse bestétigen, wirde in
Endothelzellen mindestens eine 20- bis 40-fach hohere CsA-Dosis als in Fibroblasten
vonndten sein, um eine signifikante Abnahme der Zell-Vitalitdt zu bewirken. Demnach
wirden sich Endothelzellen deutlich resistenter gegenuber CsA-induzierter Zytotoxizitat

verhalten als Fibroblasten.

4.2 Oxidativer Stress bei HUVEC konnte mit H.O; und CsA ausgel6st

werden

In der vorliegenden Arbeit konnte weder mit TNF-a noch LPS oxidativer Stress bei HUVEC
ausgeldst werden. Trotz vergleichbarer Konzentrationen und Behandlungszeiten standen
unsere Ergebnisse damit im Gegensatz zu anderen in-vitro-Studien. So konnten fir TNF-a-
Konzentrationen von 10-50 ng/ml mit Behandlungszeiten von 6-24 h signifikante ROS-
Anstiege beobachtet werden (179-185). Bezliglich LPS existiert eine ahnliche Studienlage.
Ab einer LPS-Konzentration von 0,1 pg/ml nach 24 h ist bereits eine ROS-Induktion in
HUVEC beschrieben (186). Gleiches gilt fir 1-10 pg/ml LPS nach 6-24 h (130,132,186-190).
Aus unserer Sicht gibt es flr diese gegensatzlichen Resultate keine schlissige Erklarung. U.

U. konnten unterschiedliche Kulturbedingungen vorliegen. Fir die Aktivitat von TNF-o und
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LPS standen keine Positivkontrollen zur Verfigung. Eine Option hierfir ware die
konzentrationsabhéngige Expression von membranstandigen Adhé&sionsmolekilen (z.B. E-
Selektin, VCAM-1, ICAM-1) (132,181,182,185,188,191-193).

Ein typischer ROS-Induktor zur Erzeugung von oxidativem Stress in HUVEC ist H.O> (194).
Bei H>O, handelt es sich um einen chemischen Katalysator mit einem breiten
Anwendungsspektrum (195). In biologischen Systemen ist H.O> mit DNA-Schadigung,
Mutationen sowie genetischer Instabilitat und dadurch mit Apoptose assoziiert (196).

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels 50 und 100 pM HO> sowohl nach 6- als auch nach
24-stiindiger Behandlung oxidativer Stress in HUVEC erzeugt werden. Dies stimmt mit den
Angaben aus der Literatur Gberein, wo ebenfalls bereits ab 50 uM H202 nach 6 h oxidativer
Stress in HUVEC erzeugt werden konnte (197). Auch fur 100 uM H20; ist dies fur
verschiedene Behandlungszeiten von 1-24 h mehrfach gezeigt worden (197-202).

Fur CsA ist die Induktion von oxidativem Stress in verschiedenen Geweben und HUVEC
bekannt (97,98,120,137,138). Dies konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden. In
unseren Untersuchungen konnte mittels CsA nach 6 sowie 24 h ab einer Konzentration von
50 pg/ml oxidativer Stress in HUVEC nachgewiesen werden. Mit 10 pg/ml CsA wurde
hingegen keine ROS-Induktion beobachtet.

Auch die Arbeitsgruppe von Longoni et. al. (1999) hat fur die Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen akutem bzw. chronischem oxidativem Stress und der Bcl-2-
Expression in HUVEC hohe CsA-Konzentrationen (bis zu 240 pg/ml) eingesetzt (171). Dabeli
konnte analog zu unseren Ergebnissen ab einer CsA-Konzentration von 48 pug/ml eine
sichtbare ROS-Induktion festgestellt werden. Jedoch wurden diese Ergebnisse bei einer CsA-
Behandlungszeit von lediglich 15-50 min beobachtet, was stark von unserem Studiendesign
abweicht. Daten der Studie zur zytotoxischen Wirkung von CsA auf HUVEC in niedrigen
Konzentrationen bestatigen unsere Ergebnisse (siehe 4.1), da bei CsA-Behandlung fiur 8 Tage
mit 3 pg/ml CsA keine zytotoxische Wirkung festgestellt wurde. Eine zytotoxische Wirkung
von CsA im Konzentrationsbereich zwischen 9,6-96 pg/ml wurde allerdings nicht untersucht.
Somit kann nicht differenziert werden, ob die gezeigte ROS-Induktion ab 48 pg/ml CsA,
Medikamenten- oder Apoptose-induziert war, weshalb die Ergebnisse der Studie kritisch zu
betrachten sind. Nach unserem aktuellen Kenntnisstand exisitieren keine weiteren

experimentellen Studien zur ROS-Induktion in HUVEC mit hohen CsA-Konzentrationen. Im
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Gegensatz zu unseren Ergebnissen stehen Untersuchungen von Kroétz et. al. (2007), in
welchen bereits ab 0,12 pg/ml CsA fir 6 und 24 h jeweils ein signifikanter ROS-Anstieg bei
HUVEC zu erkennen war (203). AuBerdem zeigten humane umbilikale arterielle
Endothelzellen (HUAEC), die fur 3 bzw. 6 h mit 1 und 10 pg/ml CsA behandelt wurden,
einen signifikanten Anstieg der Superoxidbildung (204). Weiterhin fiihrte eine einstiindige
Behandlung von bovinen Aortenendothelzellen mit 1,2 pg/ml CsA zu einer signifikanten
Verdopplung der ROS-Synthese (205). Uber die Griinde fir die widerspriichlichen
Studienergebnisse kann nur spekuliert werden. Eine Erklarung waren wiederum
unterschiedliche Kulturbedingungen. Weiterhin muss auch die eingeschrénkte Loslichkeit von
CsA im Medium (siehe 4.1) berlicksichtigt werden.

Im Gegensatz zu HUVEC reagieren Fibroblasten deutlich sensitiver auf CsA. So konnte
unsere  Arbeitsgruppe in  einer  vorangegangenen  Studie zeigen, dass in
Rattenlungenfibroblasten bereits ab 0,25-0,5 ug/ml CsA (8 h) oxidativer Stress erzeugt
werden kann (119). Von sogar leicht niedrigeren CsA-Dosen bei menschlichen Fibroblasten
(des Zahnfleisches) berichten Lee et. al. (2013) und Chin et. al. (2021), in deren Studien ab
0,2 pg/ml (120) bzw. ab 0,1 pg/ml CsA (206) eine ROS-Induktion beobachtet werden konnte.
Die CsA-Dosis-Schwankungen in diesen Fibroblasten-Studien sind mdglicherweise auf die
unterschiedlich untersuchten Organe (Zahnfleisch/Lunge) oder auf die unterschiedliche
Herkunft der Fibroblasten (Mensch/Ratte) zuriickzuftihren.

Zelltyp-spezifische Unterschiede werden vielfach in der Literatur beschrieben. So zeigen
Endothelzellen und Fibroblasten auch bei der Behandlung mit anderen &uf3eren Stimuli bzw.
Reagenzien als CsA ein unterschiedliches Reaktionsverhalten. So wurden in einer Studie
unterschiedliche Auswirkungen von ionisierender Strahlung auf Fibroblasten und
mikrovaskulére Endothelzellen aus der menschlichen Haut unter anderem im Hinblick auf
Zellzahl, Proliferation und Caspase 3/7 vermittelte Apoptose beobachtet (207). Slany et. al.
(2016) stimulierten primare menschliche Endothelzellen und Fibroblasten mit Interleukin 1-p
und untersuchten die sekretierten zytoplasmatischen und nukledren Proteinfraktionen. Dabei
stellten sie fest, dass sich die Verarbeitung von Interleukin 1-f und die Interferon-Antwort
zwischen den untersuchten Zellen erheblich unterschied. Zudem verwendeten die Zellen fiir
ahnliche entziindungsbezogene Aufgaben unterschiedliche Proteinsatze (208). Weiterhin
wurde beschrieben, dass bei der Behandlung von menschlichen Fibroblasten und

mikrovaskuldren Endothelzellen aus der Lunge mit TBHP, eine hohere Resistenz von
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Endothelzellen gegeniiber TBHP-induziertem oxidativem Stress vorlag. In Endothelzellen
wurde erst bei mehr als der doppelten TBHP-Konzentration eine signifikante ROS-Erhéhung
gemessen (209). Auch in der Studie von Barandalla et.al. (2016) stellten sich HUVEC
deutlich widerstandsféhiger als die verwendeten Fibroblasten (hs27 Zellen) dar. Konkret
wurde bei einer Behandlung mit H2O» fir HUVEC erst bei der 4-fachen H.O>-Konzentration,
eine signifikante Abnahme der Zell-Vitalitdt sowie eine Anh&ufung von ROS-induzierten
peroxidierten Lipiden beobachtet als es bei Fibroblasten der Fall war (210).

Wenn wir von einer genauen Konzentrationsangabe fir CsA in den vorliegenden
Endothelzell-Versuchen ausgehen, koénnte man rickschlieen, dass Endothelzellen im
Vergleich zu Fibroblasten moglicherweise nicht nur eine erhdhte Resistenz gegentiber CsA-
induzierter Zytotoxizitat (siehe 4.1), sondern auch gegenuber CsA-induziertem oxidativem
Stress haben. Dies wirde flr transplantierte Organe bedeuten, dass der CsA-induzierte
oxidative Stress und der daraus abgeleitete vaskuldre Schaden vor allen fiir GeféaRe relevant
ware, wo das Endothel durch immunologische Reaktionen geschédigt wird.

Wie bereits beschrieben, wird eine deutlich hohere CsA-Dosis in Endothelzellen als in
Fibroblasten bendtigt, um eine signifikante Abnahme der Zell-Vitalitat und eine Induktion
von oxidativem Stress zu beobachten.

Die CsA-Dosis, welche in der vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe in Fibroblasten
oxidativen Stress induzierte, entspricht den gangigen therapeutischen Dosierungen (0,1-
0,3 ug/ml CsA) die fir Patienten nach HTx und LTx in-vivo verwendet werden (81,211-217).
In Endothelzellen wurde in der vorliegenden Arbeit, selbst beim 30-fachen der in vivo
therapeutischen Dosierung kein CsA-induzierter oxidativer Stress nachgewiesen. Die fir
wenige Stunden direkt nach CsA-Gabe auftretenden maximalen Blutkonzentrationen bei
Patienten nach HTx und LTx entsprechen ungeféhr 1-1,6 pg/ml CsA (215-223). Damit ist die
CsA-Dosis, ab der in Endothelzellen oxidativer Stress induziert wird, mindestens um ein 12-
bis 25-faches hoher als die maximalen Blutkonzentrationen nach HTx bzw. LTx und somit
maoglicherweise eine fur Patienten toxische Dosis.

Unter der Annahme, dass sich unsere Ergebnisse in vivo bestatigen, wiirde das Endothel somit
durch seinen anatomisch bedingten Erstkontakt zur Blutstrombahn eine wichtige Barriere-
/Schutzfunktion gegentiber CsA-induzierter Zytotoxizitat und CsA-induziertem oxidativen

Stress fir das restliche Gewebe (unter anderem auch Fibroblasten) und damit fir das gesamte
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Organ darstellen. Erst bei Verletzung des Endothels wirden die CsA-induzierenden Effekte

zum Tragen kommen.

4.3 H> mit groRem Potential als nicht-invasive Therapiemdglichkeit

Es gibt Hinweise darauf, dass ein IRl wahrend der Transplantation die ROS-Konzentration
erhoht und damit die TransplantatabstoBung vorantreibt (60,224). Oxidativer Stress im
Rahmen des IRI fiihrt zur Zellschadigung (unter anderem auch Endothelsch&digung) und
Immunreaktion und beginstigt damit die AbstoRungsreaktion (225,226). Wenn sich unsere
Ergebnisse bestatigen, kdnnte CsA, bei geschadigtem Endothel, oxidativen Stress im nun
nicht mehr durch das Endothel geschitzten dahinterliegenden Gewebe hervorrufen (siehe
4.2). Dies und die im Tiermodell gefundenen Hinweise darauf, dass ein geschadigtes
Endothel zu einer zusatzlichen Uberproduktion von ROS filhrt (227), konnten die
Abstollungsreaktion noch verstarken.

Die Reduktion des bei der Transplantation entstehenden oxidativen Stresses wirde den
Entstehungsprozess der chronischen Abstollungsreaktion deutlich abschwachen. Dadurch
kdnnte die zu verabreichende Menge Immunsuppressiva reduziert werden, was wiederum die

mit CsA assoziierten Nebenwirkungen senken wirde.

Zur Reduktion des oxidativen Stresses hat sich molekularer Wasserstoff (Hz) als duf3erst
vielversprechend erwiesen. In zahlreichen Studien am Menschen und in Tiermodellen
konnten protektive Effekte unter anderem bei Neurodegeneration, Metabolischem Syndrom,
IRl (23,228,229) oder z.B. auch bei entziindungsbedingten Krankheiten wie Asthma und
COPD (230-232) nachgewiesen werden. Zudem konnte im Tiermodell bereits die Wirkung
von Hz bei LTx nachgewiesen werden. So wurde mehrfach gezeigt, dass eine H>-Gabe
positive Auswirkungen auf den im Rahmen der LTx entstehenden IRI und damit auf das
Outcome nach LTx hat (233-238).

Demnach war der Ansatz, der in dieser Arbeit gewahlt wurde, durchaus vielversprechend. Es
konnte in unserer Studie eine Reduktion des oxidativen Stresses durch H> bei mit H2O.- und
CsA-behandelten Endothelzellen beobachtet werden. Ein kritischer Faktor in unserem
experimentellen Design war der hohe Verlust von Hz aus dem Nahrmedium. An dieser Stelle
bedarf es weiterer Forschung zur Verbesserung der Methodik. Einen Ansatz zur Verbesserung
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liefern unsere Ergebnisse zur H,-Stabilitat im N&hrmedium. Aus denen geht hervor, dass nach
2 h in einem halb geflllten KulturgefaR (und damit einer hohen Luftséule tber dem Medium)
kein gelostes Hz im Nahrmedium mehr nachweisbar war, wohingegen durch vollstandige
Fallung des KulturgeféBes Ho-Verluste signifikant reduziert werden konnten (39 % geldstes

H> im Nahrmedium nach 2 h).

Neben der oben erwéhnten nachweislichen Wirkung von H; ist aullerdem bekannt, dass H:
selbst bei hohen Konzentrationen sicher in der Anwendung ist (239,240) und beim Menschen
keine Auswirkungen auf physiologische Parameter wie Temperatur, Blutdruck, pH-Wert oder
Sauerstoffsattigung des Blutes hat (241). Die Moglichkeiten der Verabreichung von Hz in
Tiermodellen und Klinischen Studien am Menschen ist vielfaltig: Inhalation von H>-Gas,
Trinken von Hz-angereichertem Wasser, Injektion von Hz-angereicherten Infusionslésungen
(242), Augentropfen (243) oder Baden in wasserstoffreichem Wasser (244). Es existieren
bereits Gerdte zur Inhalation von H. (245-248) sowie Methoden zur Herstellung von
trinkbarem H-angereichertem Wasser und Hz-angereicherten Infusionslosungen (245).
Zudem sind neue Materialien und Methoden zur Herstellung von Hz mit einer Vielzahl von
Anwendungen in der Entwicklung (249). Darunter z.B. H-beladene Mikroblaschen zur
Verhinderung von Ischdmie-Reperfusionsschaden am Myokard (250). Sano et al. (2021)
entwickeln Verabreichungssysteme fir praktische klinische Anwendungen (113), unter
anderem ein bei Organtransplantationen einsetzbares portables Gerdat zur schnellen
Herstellung von Ha-reichen Organkonservierungslésungen um die Organfunktion nach der
Transplantation zu verbessern (251).

Somit zeigt H. grofRes Potential fiir verschiedene medizinische Anwendungen in
unterschiedlichen Bereichen (101) und kdnnte auch als nicht-invasive Therapiemdglichkeit

bei Organtransplantationen fungieren (118).

4.4 Limitationen dieser Arbeit

Eine Limitation der Arbeit war die kleine Fallzahl bei den Behandlungen. Besondere
Bedeutung hat dabei die rechnerisch hohe CsA-Konzentration, die aufgrund der

eingeschrankten Léslichkeit von CsA in wéssrigen Medien nicht moglich erscheint.
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Als weitere Limitation ist die gewahlte Methodik zur Zellfarbung mit DCFDA zu nennen. Es
wurden stets die immer gleichen Abl&ufe und auch Well-Reihenfolge beim Anfertigen der
Fluoreszenzaufnahmen eingehalten. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass geringe
zeitliche Schwankungen bei der Herstellung der Farbstoffmischung und dem anschlie3enden
Anfertigen der Fluoreszenzaufnahmen, zu leichten Fluoreszenzintensitats-Schwankungen
zwischen den Versuchen gefiihrt haben. Der Farbstoff zeigt ein hohes Bleaching.

Weiterhin ist es nicht gelungen, die protektive Wirkung von Hz im Nahrmedium
reproduzierbar abzubilden. Problematisch war dabei die vorhandene Hardware, die es

verhinderte, dass Ho reproduzierbar im Medium gehalten werden konnte.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung: Das Langzeituberleben von Patienten nach Lungentransplantation (LTX) ist oft
durch die Entstehung einer chronischen AbstoRungsreaktion (CLAD) limitiert. Eine
Schadigung des GefaRendothels sowie oxidativer Stress, generiert durch eine Uberproduktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), sind maligeblich am Entstehungsprozess der CLAD
beteiligt. Das zur Verhinderung der CLAD eingesetzte Immunsuppressivum Cyclosporin A
(CsA) ist durch eine Induktion von ROS im Endothel mit endothelialer Dysfunktion und
somit weiterer Transplantatschadigung assoziiert. Das Ziel dieser Arbeit bestand in der
Untersuchung einer moéglichen CsA-induzierten Zytotoxizitdt und eines CsA-induziertem
oxidativem Stress in Endothelzellen sowie dessen Reduktion durch antioxidativ wirkenden

molekularen Wasserstoff (Hy).

Methoden: Endothelzellen aus humanen Nabelschnurvenen (HUVEC) dienten als Zellmodell
der durchgefiihrten in-vitro-Versuche. Zytotoxische Effekte von CsA wurden mittels MTS —
Zell-Vitalitats-Test  untersucht.  2,7-Dichlorodihydrofluorescein  Diazetat (DCFDA)
Immunfluoreszenzfarbung diente der Detektion wvon CsA- (und unter anderem

Wasserstoffperoxid (H202)) induziertem oxidativem Stress und dessen Reduktion durch Ha.

Ergebnisse: Zytotoxische Effekte einer CsA-Behandlung wurden ab 75 pg/ml beobachtet.
Diese waren selbst bei hochster Dosis (100 pg/ml) mit 83 % erhaltener Zell-Vitalitat eher
gering. H202 und 50-100 pg/ml CsA zeigten eine dosisabhangige Induktion von oxidativem
Stress, verursacht durch eine erhéhte Produktion von ROS. Eine Behandlung der Zellen mit
H: reduzierte die Bildung von H202- und CsA-induzierten ROS.

Fazit: Die Ergebnisse demonstrieren eine CsA-induzierte Zytotoxizitadt und CsA-induzierten
oxidativen Stress in Endothelzellen. Die dafiir notwendige Dosis lag allerdings weit tber der
ublicherweise verwendeten CsA-Dosis fir Patienten nach LTx. Somit kdnnte das Endothel
durch seinen anatomisch bedingten Erstkontakt zur Blutstrombahn eine wichtige
Schutzfunktion fir das Transplantat gegenuber CsA-induzierter Schadigung darstellen.
Dartiber hinaus besitzt H> durch seine gezeigte antioxidative Wirkung grof3es Potential als

nicht-invasive Therapiemoglichkeit der CLAD.
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