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»,Ach, dal} der Mensch doch durchsichtig ware wie eine Qualle

und dal} man den Sitz seiner Leiden schauen konnte.”

Wilhelm Conrad Rontgen (1845 — 1925)
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2 Zusammenfassung

Chronische Wunden treten im Rahmen verschiedener Erkrankungen auf und
stellen ein zunehmendes Problem in unserer alternden Gesellschaft dar. Trotz der
bestehenden unterschiedlichen Behandlungsmaoglichkeiten ist die Heilung in vielen
Fallen aufgrund verstarkter und verlangerter Inflammationsprozesse schwierig.
Unter den verschiedenen Therapiemdglichkeiten liegen auch vielversprechende
Behandlungsansatze mit Warme vor. Dennoch kommt der Anwendung von
Warme in der Behandlung von chronischen Wunden nur ein geringer Stellenwert
zu. Ein Grund dafur sind die noch weitgehend unklaren Auswirkungen einer
Warmebehandlung auf Zellen, die im Wundheilungsgeschehen eine wichtige Rolle
einnehmen. Hierbei kommt vor allem den flir die Angiogenese essenziellen
Endothelzellen, sowie den an Inflammationsprozessen beteiligten M1- und M2-

Makrophagen eine besondere Bedeutung zu.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den Einfluss einer 60-minttigen milden
Hyperthermiebehandlung bei 39 °C und 41 °C auf die Vitalitdt von sowohl
Endothelzellen (HMEC-1-Zelllinie), als auch Monozyten (THP-1-Zelllinie) und den
daraus differenzierten proinflammatorischen M1- und antiinflammatorischen M2-
Makrophagen zu erfassen. Weiterhin wurde untersucht, inwiefern sich M1-
Makrophagen durch Anwendung einer milden Hyperthermie (39 °C und 41 °C) in

M2-Makrophagen umwandeln lassen.

Zunachst wurde die Kurzzeitvitalitat von HMEC-1-Zellen und THP-1-Zellen,
welche sich in der logarithmischen Phase ihres Wachstums befanden, bis zu 72 h
nach der Behandlung mit einer milden Hyperthermie mittels MTS-Test bestimmt.
Im Falle der Endothelzellen wurde zusatzlich die Langzeitvitalitat zum Zeitpunkt
von 14 Tagen nach der Behandlung mit Hilfe eines Colony Forming Assays
ermittelt. Im Anschluss an eine Differenzierung der THP-1-Zellen in M1- und M2-
Makrophagen wurde bei diesen Zellen ebenfalls der Einfluss einer milden
Hyperthermie auf die Kurzzeitvitalitat mittels MTS-Test untersucht. Eine mogliche
Umwandlung von M1- in  M2-Makrophagen nach einer milden
Hyperthermiebehandlung wurde anhand der Expression der fur M2-Makrophagen
typischen Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 auf M1-Makrophagen mittels
Durchflusszytometrie erfasst.
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Es konnte gezeigt werden, dass eine milde Hyperthermie die Kurzzeitvitalitat der
HMEC-1-Zellen in Abhangigkeit der Zeit tendenziell erhoht. Demgegenuber war in
diesen Zellen die Langzeitvitalitat vermindert. THP-1-Zellen und die daraus
differenzierten M1-Makrophagen wiesen nach einer milden
Hyperthermiebehandlung eine erhohte Vitalitat uber einen
Nachbeobachtungszeitraum von 72 h auf. Im Falle der M2-Makrophagen steigerte
hingegen lediglich eine Temperatur von 41 °C zum Zeitpunkt von 48 h nach der
Behandlung die Vitalitat der Zellen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass M1-
Makrophagen, welche einer milden Hyperthermie ausgesetzt waren, uber einen
Zeitraum von 48 h nach einer Behandlung eine tendenziell erhdhte Expression der
Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 aufwiesen.

Zusammenfassend wurde veranschaulicht, dass eine milde Hyperthermie
Funktionen von am Wundheilungsgeschehen beteiligten Zellen beeinflusst.
Ubertragen auf das Wundheilungsgeschehen lasst eine erhohte Vitalitdt von
Endothelzellen eine gesteigerte Angiogenese vermuten. Eine gesteigerte Vitalitat
von M1-Makrophagen kdnnte sich positiv auf proinflammatorische Prozesse in der
frihen Phase der Wundheilung auswirken, wahrend eine Vitalitatserhdhung von
M2-Makrophagen von Bedeutung fur die Steuerung von antiinflammatorischen
Vorgangen in den spaten Phasen der Wundheilung sein konnte. Eine durch
Anwendung einer milden Hyperthermie bedingte Umwandlung von M1- in M2-
Makrophagen konnte zudem antiinflammatorische Prozesse fordern und damit die

Wundheilung beschleunigen.
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3 Einleitung

Entzindliche Prozesse sind im menschlichen Kérper von hoher Bedeutung. Sie
sind sowohl fur die Abwehr von Pathogenen, als auch fir die Heilung von inneren
und aulieren Verletzungen des Korpers notwendig und grundsatzlich von Vorteil
fur den Menschen. Inflammatorische Prozesse werden erst nachteilig, wenn sie
Ubermafig und chronisch verlaufen. Dies ist dann einerseits mit der Entstehung,
andererseits aber auch mit der Progression bzw. Aufrechterhaltung verschiedener

Erkrankungen assoziiert.

3.1 Erkrankungen mit chronischen Inflammationsprozessen

Inflammationsprozesse spielen sowohl bei Tumorerkrankungen, als auch bei
metabolischen, kardiovaskularen und rheumatischen Erkrankungen eine
wesentliche Rolle. Als Bestandteii des Tumorgeschehens  fordern
Inflammationsprozesse die Proliferation sowie das Uberleben der malignen Zellen,
Angiogenese, Metastasierung und eine reduzierte Antwort auf Chemotherapeutika
und Hormone (Colotta et al. 2009). Des Weiteren finden sich entzlindliche
Prozesse bei Adipositas, Diabetes Mellitus Typ 2, metabolischem Syndrom und
Atherosklerose (Kuroda und Sakaue 2017, Esser et al. 2014, Rosenfeld 2013).
Zudem sind sowohl Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, wie die
rheumatoide Arthritis und der systemische Lupus erythematodes, als auch
chronische Infektionen, wie Hepatitis B und C, mit chronischer Inflammation
vergesellschaftet (Straub und Schradin 2016, Karin et al. 2006). Ebenfalls sind
Inflammationsprozesse ein wichtiger Bestandteil im Heilungsgeschehen von
Wunden und konnen unter bestimmten Bedingungen zu einer pathologischen
Wundheilung im Sinne einer Chronifizierung der Wunde beitragen (Zhao et al.
2016). Es wird geschatzt, dass 1 — 2 % der Bevdlkerung in den Industrielandern
eine chronische Wunde wahrend ihres Lebens entwickeln (Sen et al. 2009). Allein
in Deutschland weisen ca. 2 — 3 Millionen Menschen chronische Wunden auf
(Korber et al. 2011). Die Ursachen fur die Entstehung sind vielfaltig. Oftmals
fuhren Erkrankungen wie Diabetes und vaskulare Insuffizienz, aber auch
fortgeschrittenes Alter der Patienten und lokale Faktoren wie Druck, Infektion und
Odem zu einer verzégerten Wundheilung (Fonder et al. 2008). Im Falle der

Diabetes mellitus Erkrankung entsteht als Komplikation oftmals eine chronische
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Wunde im FulRbereich, welche als diabetisches Fuliulkus bezeichnet wird (Zhao et
al. 2016). Das Risiko eines Patienten, welcher an Diabetes erkrankt ist, eine
solche Komplikation zu entwickeln kann bei bis zu 25 % liegen (Bowling et al.
2015). Hat ein Patient einmal einen diabetischen Fuly} entwickelt, ist die Heilung
schwierig und in einem von zehn Fallen folgt eine Amputation (Game und
Jeffcoate 2016). Abgesehen von einem diabetischen FulRulklus, manifestieren sich
chronische Wunden oftmals als Beinulkus (Korber et al. 2011). Die haufigste Form

stellt hierbei das vendse Ulkus dar (Fonder et al. 2008).

3.2 Inflammationsprozesse im Rahmen der normalen und
pathologischen Wundheilung
Die Wundheilung ist ein komplexer und dynamischer Prozess im menschlichen
Korper (Guo und Dipietro 2010). Im Rahmen der normalen Wundheilung werden
nacheinander die Phase der Hamostase, die Inflammationsphase, die
Proliferationsphase und die Resolutionsphase durchlaufen (Gosain und DiPietro
2004). In der Phase der Hamostase wird durch Koagulierungsprozesse eine
vorlaufige Wundmatrix, vorwiegend bestehend aus Fibrin und Thrombozyten,
gebildet, wahrend die darauf folgende Inflammationsphase durch eine Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen aus Leukozyten und eine Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Fibroblasten und glatten Muskelzellen
gekennzeichnet ist (Diegelmann und Evans 2004, Zhao et al. 2016). In der
Proliferationsphase findet eine Reepithelialisierung und eine Angiogenese, in der
Resolutionsphase eine Wundkontraktion und eine Remodellierung der
Extrazellularen Matrix statt (Zhao et al. 2016). Monozyten reifen in der
Inflammationsphase zu Makrophagen und nehmen somit eine Schlusselrolle fir
den weiteren Verlauf der Wundheilung ein (Li et al. 2007). Bei Makrophagen
werden zunachst 2 Aktivierungszustande unterschieden (Rodero und
Khosrotehrani 2010). M1-aktivierte Makrophagen weisen proinflammatorische
Funktionen, wie die Produktion von TNF-a, IL-1 und IL-6, M2-aktivierte
Makrophagen einen antiinflammatorischen Charakter mit Produktion von
Zytokinen, wie IL-10, und Wachstumsfaktoren, wie EGF und VEGF, auf (Ferrante
und Leibovich 2012, Rodero und Khosrotehrani 2010, Hesketh et al. 2017). Im
Laufe der normalen Wundheilung findet eine Umwandlung des
Aktivierungszustandes der Makrophagen statt, was sich daran zeigt, dass M1-

7
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Makrophagen zu Beginn der inflammatorischen Phase in der Wunde Uberwiegen
und in der spaten inflammatorischen Phase, der Proliferationsphase und der
Resolutionsphase hauptsachlich M2-Makrophagen in der Wunde vorhanden sind
(Sindrilaru und Scharffetter-Kochanek 2013). Ebenfalls kommt den Endothelzellen
eine wichtige Bedeutung in der Wundheilung zu. Endothelzellen sind in der
Proliferationsphase verantwortlich flr die Neovaskularisierung der Wunde
(Hesketh et al. 2017, Guo und Dipietro 2010). Eine durch die Endothelzellen
bedingte Angiogenese ist flr die Versorgung der Wunde mit Sauerstoff und
sonstigen Nahrstoffen und damit fur die Wundheilung essentiell (Rodero und
Khosrotehrani 2010, Okonkwo und DiPietro 2017).

Bei der pathologischen Wundheilung kommt es zu einem Verharren des
Wundheilungsprozesses in der Inflammationsphase, was eine Chronifizierung von
Wunden beglnstigt (Zhao et al. 2016). In dieser deutlich verlangerten und
verstarkten Inflammationsphase kommt es zu einer erhdhten Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a und IL-13, welche wiederum eine
Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und eine Inhibition von tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) bedingen (Zhao et al. 2016, Demidova-
Rice et al. 2012). Dadurch wird extrazellulare Matrix abgebaut, wobei die
entstehenden Abbauprodukte einen erneuten Inflammationsreiz darstellen, was
letztendlich zu einem chronisch selbsterhaltenden Prozess fuhrt (Zhao et al. 2016,
Menke et al. 2007). Eine wichtige Stellung im Inflammationsgeschehen von
chronischen Wunden kommt ebenfalls neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen zu, welche verstarkt MMPs, Kollagenase und Elastase, die einen
ubermaligen Abbau von Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF und TGF-f,
bedingen und dadurch die zur Wundheilung noétige Angiogenese und
Gewebebildung hemmen, freisetzen (Zhao et al. 2016). Im Rahmen von
chronischen Wunden bleibt zudem auch die Umwandlung von M1- zu M2-
Makrophagen aus, wodurch verstarkt M1-Makrophagen in der Wunde vorliegen,
die vor allem durch ihre proinflammatorische Zytokinproduktion das oben bereits
beschriebene Verharren chronischer Wunden in der Inflammationsphase
mitbedingen (Sindrilaru und Scharffetter-Kochanek 2013, Zhao et al. 2016). Durch
die verminderte Umwandlung zu M2-Makrophagen fehlen die notwendigen
antiinflammatorischen und angiogenen Signale, um eine Formation von

Granulationsgewebe, eine Reepithelialisierung und eine Myofribroblasten-
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assoziierte Wundkontraktion zu unterstitzen (Sindrilaru und Scharffetter-
Kochanek 2013). Weiterhin zeigen chronische Wunden eine unzureichende
Bildung neuer Blutgefalle, was durch eine verringerte Kapillardichte und
Vaskularisierung deutlich wird (Okonkwo und DiPietro 2017). Ein Grund hierfar ist
ein hoherer Anteil an antiangiogenen Proteinen, wie die Myeloperoxidase, in
chronischen Wunden (Eming et al. 2014). Demgegenuber sind angiogene
Stimulatoren, wie die extrazellulare Superoxid-Dismutase, erniedrigt (Eming et al.
2014).

3.3 Konventionelle Behandlungsmethoden im Rahmen von
chronischen Wunden

Grundsatzlich basiert die Therapie von chronischen Wunden auf dem
chirurgischen, mechanischen, enzymatischen und autolytischen
Wunddébridement zur Herstellung eines physiologischen Wundmilieus, dem
Einsatz von Verbanden zur Exsudatkontrolle, der antiobiotischen Therapie bzw.
Infektionsprophylaxe und der Deckung des Gewebedefektes durch Transplantate
(Zhao et al. 2016, Han und Ceilley 2017).

Unter den Transplantaten hat sich der Autograft, welcher einer Deckung des
Defektes mit einem an anderer Korperstelle des Patienten entnommenen
Hautlappen entspricht, als Goldstandard bewahrt (Dreifke et al. 2015). Jedoch gibt
es auch die Moglichkeit kultivierte epitheliale Autografts, basierend auf den
patienteneigenen Keratinozyten, zu verwenden, wobei aufgrund langer
Herstellungszeiten deren klinischer Einsatz limitiert ist (Dreifke et al. 2015, Clark et
al. 2007). Es besteht ebenfalls die Mdglichkeit, Keratinozyten von einem Spender
zu transplantieren, wobei auch hier das Proliferationsverhalten der Keratinozyten
stark von der Qualitdt des Spender-Transplantates abhangig ist (Dreifke et al.
2015, Clark et al. 2007).

Ein weiterer Baustein der Wundbehandlung ist, wie bereits oben erwahnt, der
Einsatz von Verbanden, welche zur Hydratation, zum Infektionsschutz, zur
Regenerationsunterstitzung und zum Schutz der Wundflache dienen (Dreifke et
al. 2015). Grundlage der hierbei verwendeten Materialien sind Kollagene,

Hydrogele, Hydrokolloide, Alginate, Hyaluronsaure, Biobrane, welches einem mit
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einer Nylon-Matrix aus Schweinekollagen verknlpften Silikonfilm entspricht, und
Chitosan (Dhivya et al. 2015).

Weitere Therapiemdglichkeiten sind die hyperbare Sauerstofftherapie zur
Erhohung des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe, die Vakuumtherapie, um durch
Aufbau eines negativen Drucks Flussigkeit aus der Wunde zu ziehen, eine
elektrische Stimulationstherapie zur Beeinflussung von Membranpotenzialen der
Wundzellen und eine Low-Level-Laser-Therapie, bei der versucht wird, mit
Photonen Energie zur ATP-Produktion zu Ubertragen (Boateng und Catanzano
2015, Huang et al. 2014, Kranke et al. 2004).

Experimentelle Ansatze sind die lokale Gabe von Wachstumsfaktoren, wie z. B.
EGF, die Gabe von siRNAs zur Stilllegung proinflammatorischer Gene,
Stammzelltherapie und die Behandlung in pulsierenden elektromagnetischen
Feldern (PEMF) (Boateng und Catanzano 2015, Wong und Gurtner 2012).

3.4 Biologische Effekte einer Hyperthermiebehandlung auf Zellen

Eine therapeutische Hyperthermie ist Gegenstand der aktuellen Forschung,
speziell im Rahmen der Tumorbehandlung. Eine Hyperthermie kann lokal durch
interne, wie z. B. magnetische Nanopartikel, oder externe Energiequellen, wie
z. B. elektromagnetische Strahlung und Ultraschalltherapie, regional durch
Veranderung der Perfusion des zu behandelten Gebietes und in Form einer
Ganzkorperhyperthermie angewendet werden (Ahmed und Zaidi 2013).
Besonders die Kombination der Hyperthermie mit Radio- und Chemotherapie im
Rahmen der Tumorbehandlung hat sich bisher in Studien als vielversprechende

Therapiemoglichkeit herausgestellt (Wust et al. 2002).

Zellulare Effekte der Hyperthermie sind zum einen die Erhdhung der
Zellmembranpermeabilitdt, was zu einer Elektrolytimbalance in der Zelle fihrt,
zum anderen Veranderungen am Zytoskelett, wie beispielsweise eine Alteration
der Mitosespindel (Ahmed und Zaidi 2013). Ebenfalls bewirkt eine Hyperthermie
eine Denaturation von Proteinen, wodurch es zu einer Hemmung von DNA-
Reperaturenzymen und einer Zellapoptose kommen kann (Ahmed und Zaidi 2013,
DeNardo und DeNardo 2008). Zudem kann eine Apoptose durch eine
Hyperthermie-bedingte verstarkte ROS-Produktion in den Mitochondrien ausgelost

werden (Bettaieb et al. 2013). Besonders hitzesensibel sind Zellen, die sich
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innerhalb ihres Zellzyklus in der M-Phase befinden, wahrenddessen Zellen in der
G1-Phase relativ hitzeresistent sind (Hildebrandt et al. 2002). Eine Hyperthermie
kann auch zu einer gesteigerten Expression von HSPs in der Zelle fihren, was im
Laufe einer Behandlung je nach Therapieziel eine erwinschte oder unerwtinschte
Thermotoleranz der Zellen auslésen kann (Hildebrandt et al. 2002). Zusatzlich
konnen immunologische Effekte im Rahmen der Hyperthermie auftreten. Hitze
fuhrt zu einer verstarkten Expression von Oberflachenmolekilen auf Immunzellen,
bewirkt somit eine verstarkte Migration dieser Zellen in das jeweilige Gewebe und

erhdht die Produktion und Freisetzung von Zytokinen (Bettaieb et al. 2013).

Allgemein werden bei der Behandlung mit Hitze Temperaturen von tber 37 °C bis
45 °C als Hyperthermie und Temperaturen uUber 45 °C als Thermoablation
beschrieben (Hilger 2013). Des Weiteren werden speziell Temperaturen, welche
kleiner als 42 °C sind, als moderate bzw. im weiteren Verlauf der vorliegenden
Arbeit als milde Hyperthermie bezeichnet (Hildebrandt et al. 2002).

3.5 Bisherige Ansatze einer Hyperthermie als Behandlungsform von
chronischen Wunden
Hyperthermie als Behandlung von chronischen Wunden kann zum einen zur
Infektionsbekampfung eingesetzt werden. Hierbei werden magnetische
Nanopartikel, die mit gegen Pathogene gerichtete Antikdrper gekoppelt werden,
eingesetzt, welche im Magnetfeld Hitze erzeugen und somit gezielt Bakterien im
Biofilm der Wunde abtéten (Kim 2016). Zum anderen werden hypertherme
Bedingungen direkt zur Verbesserung der Wundheilung genutzt. Zur Erzeugung
der Warme wird in der Klinik wIRA-Strahlung verwendet, welche einer
Hitzestrahlung von 780 nm bis 1400 nm entspricht und das Blut in den
oberflachlichen Kapillaren der Wunde erhitzt, wodurch es zum Transport von
Warme in die tieferen Wundschichten kommt, ein Temperaturanstieg zu einer
Vasodilatation der dort verlaufenden GefalRe fuhrt und der Blutfluss in der Wunde
gesteigert wird (Mercer et al. 2008). Dies fuhrt wiederum zu einem erhdhten
Sauerstoffpartialdruck im Gewebe, somit zu einer erhdhten Energieproduktion in
den Zellen und letztendlich zu einer verbesserten Wundheilung (Mercer et al.
2008). Ebenfalls normalisiert wlRA-Strahlung das thermische Verhaltnis in
Wunden, da chronische Wunden ohne Therapie ein hyperthermes randstandiges
Gewebe und einen hypothermen Wundgrund aufweisen (Mercer et al. 2008). Die
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Therapie mit wiRA erhdht sowohl den Infektionsschutz als auch die Regeneration
der Wunde und vermindert gleichzeitig Exsudation, Inflammation und Schmerzen
(Hoffmann et al. 2016).

Ein experimenteller Ansatz zur hyperthermen Wundbehandlung ist die
Verwendung von Chitosan-Verbanden in Kombination mit hexagonalen Silber-
Nanopartikeln, die unter Infrarotbestrahlung einer Wellenlange von 1064 nm Hitze
erzeugen (Levi-Polyachenko et al. 2016). In vitro konnten sich somit unter
hyperthermen Bedingungen von 38 °C bis 44 °C Fibroblasten und Keratinozyten
auf den Chitosanfilmen vermehren und eine gesteigerte Aufnahme von kleinen
Molekulen in die Zellen, gemessen anhand der intrazellularen Aufnahme von mit
fluoreszierenden Stoffen gekoppeltem Dextran, nachgewiesen werden (Levi-
Polyachenko et al. 2016).

Zudem wurden Studien durchgeflihrt, um genaue Temperaturbereiche zu
bestimmen, in denen die Angiogenese und dementsprechend auch die
Wundheilung voranschreitet. Bei Endothelzellen, die im Inkubator 60 min einer
Temperatur von 41 °C ausgesetzt waren, konnte eine gute Formierung von
Gefalken beobachtet werden, wahrend bei Endothelzellen, die 60 min mit 42,5 °C
therapiert wurden, die Gefalbildung geringer ausfiel (Rattan et al. 2007). Es
wurde dabei angenommen, dass bei mit 41 °C behandelten Endothelzellen
verstarkt HSP 90, welches die NO-Produktion durch die NO-Synthase steigert,
exprimiert wird und somit die Angiogenese gefordert wird (Rattan et al. 2007).
Allerdings wird die Wundheilung bei noch héheren Temperaturen beeintrachtigt.
Mause, die nach kinstlicher Zufuhr einer Wunde Uber 13 Tage taglich 30 min mit
einer Ganzkorperhyperthermie bei 43 °C behandelt wurden, wiesen im Laufe der
13 Tage eine Vergrolierung der Wunde, einer Vermehrung von Makrophagen in
der Wunde und einen verstarkten Abbau von Kollagen Typ 1 durch sezernierte
MMPs auf (Dos Santos-Silva et al. 2017).
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4 Ziele der Arbeit

Chronische Wunden treten als Begleiterscheinung bei vielen Erkrankungen auf.
Trotz der verschiedenen vorhandenen Therapieansatze und -techniken stellt die
Behandlung immer noch eine gro3e Herausforderung in der heutigen Medizin dar.
Einzelne vorangegangene Studien belegen die potentiell glinstige Wirkung von
Warme. Dennoch fehlt bisher ein umfassendes Verstandnis der Wirkmechanismen
dieses Ansatzes. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es den Einfluss einer milden
Hyperthermie (39 °C und 41 °C) auf zellulare Funktionen von Makrophagen und

Endothelzellen im Wundheilungsgeschehen in vitro zu untersuchen.

Im ersten Teil der Arbeit wird ermittelt, ob Temperaturen im Bereich von 39 °C bis
43 °C die Vitalitdt von Endothelzellen (HMEC-1-Zellinie), die sich in der
logarithmischen Wachstumsphase befinden, beeinflussen. Die Zellen werden
hierfir im Brutschrank Uber einen Zeitraum von 60 min mit den genannten
Temperaturen behandelt. Die Vitalitaten werden anschlielfend Uber einen
Zeitraum von 3 Tagen (Kurzzeiteffekt), sowie zum Zeitpunkt von 14 Tagen

(Langzeiteffekt) nach der Behandlung erfasst.

Im zweiten Teil der Arbeit wird die Wirkung der Hyperthermie auf die Funktion von
Makrophagen untersucht. Da sich diese Zellen aus Monozyten differenzieren, wird
zunachst der Einfluss von Temperaturen im Bereich von 39 °C bis 43 °C auf die
Vitalitdt von THP-1-Zellen (monozytische Zelllinie), die sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befinden, untersucht. Die THP-1-Zellen werden fur 60 min im
erwahnten Temperaturbereich im Brutschrank behandelt und die Vitalitat wird Gber
einen Zeitraum von 3 Tagen nach der Behandlung ermittelt. Im nachsten Schritt
werden die THP-1-Zellen sowohl in M1- als auch M2-Makrophagen differenziert
und deren Vitalitat nach einer milden Hyperthermie bei 39 °C und 41°C unter den

gleichen Bedingungen wie fur THP-1-Zellen untersucht.

AbschlielRend wird Uberprift, inwiefern eine milde Hyperthermie bei 39 °C und
41 °C in der Lage ist M1-Makrophagen in M2-Makrophagen umzuwandeln. Hierfir
werden M1-Makrophagen einer 60-minutigen Hyperthermie im Brutschrank
unterzogen und Uber einen Zeitraum von 48 h nach der Behandlung auf M2-
Makrophagen-typische Oberflachenmarker untersucht.
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5 Materialien und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerate sowie deren Hersteller

Gerat Hersteller

Brenner ,Schuett-Phoenix”

Schuett-Biotec GmbH, D

Brutschrank ,HERAcell”

Heraeus Holding GmbH, D

Durchflusszytometer ,FACSCalibur*

BD Biosciences, USA

Eismaschine

Ziegra Eismaschinen GmbH

Fotemp 6 OPTOcon

Weidmann Technologies
Deutschland GmbH, D

Gefrierschrank ,Forma 900 Series“ (-80°C)

Thermo Fisher Scientific, USA

Gefrierschrank ,Liebherr premium® (-20°C)

Liebherr-International Deutschland
GmbH, D

Kamera ,Canon EOS 650D*

Canon Deutschland GmbH, D

Klhlschrank ,Economic® (4°C)

Bosch, D

Klhlschrank ,Liebherr profi line* (8°C)

Liebherr-International Deutschland
GmbH, D

Laptop ,acer TravelMate 57427

Acer Computer GmbH, D

Magnetriuhrer ,PMC*

Barnstead, USA

Mikroskop ,Evos XL

Advanced Microscopy Group, D

pH-Meter ,WTW* Xylem Analytics Germany Sales
GmbH & Co. KG, D

Pipetten Eppendorf Research, D

Pipetten Brand GmbH & Co KG, D

Pipettierhilfe ,accu-jet © pro*

Brand GmbH & Co KG, D

Prazisionswaage 440

KERN & SOHN GmbH, D

TECAN Sunrise Plattenreader

TECAN Trading AG, CH

Thermoelemente TS5/2A (Fiber Optic
Temperature Sensor)

Weidmann Technologies
Deutschland GmbH, D

Vakuumsauger ,BVC professional”

Vacuubrand GmbH & Co KG, D

Wasserbad ,E100” (37°C)

Lauda GmbH & Co KG, D

Werkbank ,Hera Safe”

Thermo Fisher Scientific, USA

Werkbank ,Holten Lamin air’

Thermo Fisher Scientific, USA

Zellzahler ,Casy®“

Roche Applied Science, D

Zentrifuge ,320R”

Hettich GmbH & CoKG, D
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien
Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2
aufgefuhrt.

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien sowie deren
Hersteller

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Casy®-Cups Roche Applied Science, D

Eppendorf-Cups 0,5-2 ml Eppendorf AG, D

FACS-RoOhrchen Corning Incorporated, USA

Falcontubes, 15 ml/ 50 ml Greiner Bio-One, D

Messpipette 10 mi/ 20 ml Hirschmann Laborgerate GmbH & Co
KG, D

Micro-Sterilfilter 0,22 um Merck Millipore Ltd., IRL

Mikrotiterplatten, 96-Well Greiner Bio-One, D

Multiwellplatten, 6-Well Greiner Bio-One, D

Parafiim "PM-966" Bemis Company, Inc., USA

Pasteurpipetten Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
CoKG, D

Pipettenspitzen Brand GmbH & Co KG, D

Pipettenspitzen Greiner Bio-One, D

Spritze Omnifix 10 ml B. Braun Melsungen AG, D

Zellkulturflaschen, 25 cm2-175 cm? Greiner Bio-One, D

Zellschaber Sarstedt AG & Co KG, D

5.1.3 Chemikalien und Puffer

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3 aufgefluhrt.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und deren Hersteller

Chemikalie Hersteller |
Biotase Biochrom GmbH, D

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth GmbH & Co. KG, D

Casy®ton OmniLife Science GmbH, D

Coomassie® Brillant Blau G250 Merck KGaA, D

CellTiter 96 Aqueous One Solution Promega Corporation, USA
Cell Proliferation Assay

Dinatriumhydrogenphosphat AppliChem GmbH, D

Essigsaure = 99,7% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
Ethanol 96% (vol.), vergallt Nordbrand Nordhausen GmbH, D
Fetales Kalberserum (FKS) Life Technologies Corporation, D
GlutaMAX-1 Life Technologies Corporation, D
Hank's balanced Salt Solution (HBSS) Biochrom GmbH, D
Hydrocortison Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
Interferon-y (IFN-y) PeproTech, Inc., USA
Interleukin-4 Miltenyi Biotec, D
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Interleukin-13 Miltenyi Biotec, D

Kaliumchlorid Fluka Chemie GmbH, D
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
MCDB 131 Medium Life Technologies Corporation, D
Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co KG, D
Natrium-pyruvat Invitrogen AG, USA
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D
Rekombinantes humanes EGF Invitrogen AG, USA

RPMI 1640 Medium Life Technologies Corporation, D

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer sind in Tabelle 4 aufgeflhrt.

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Puffer sowie deren Zusammensetzung

Puffer Zusammensetzung |
FACS-Puffer 1 % BSA in PBS

,Phosphate buffered saline”-Puffer 0,008 mol/I Dinatriumhydrogenphosphat
(PBS) 0,003 mol/l Kaliumchlorid

0,0015 mol/l Kaliumdihydrogenphosphat
0,137 mol/l Natriumchlorid
pH 7,4

5.1.4 Antikorper
Die in dieser Arbeit fur die Durchflusszytometrie verwendeten Antikérper sind in
Tabelle 5 aufgeflihrt.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Antikorper mit der Spezies des Spendertiers,
der Markierung, der fir die Durchflusszytometrie notwendigen Verdiinnung und
deren Hersteller

Antikorper Spezies des Markierung Verdiinnung Hersteller
Spendertiers

Anti-human- Maus PE-gekoppelt 1:50 Abcam, UK

CD 86

Anti-human- Maus PE-gekoppelt 1:200 Abcam, UK

CD 163

Anti-human- Maus PE-gekoppelt 1:100 Miltenyi Biotec,

CD 206 D

Mouse-lgG1-  Maus PE-gekoppelt 1:1000 Miltenyi Biotec,

Isotypkontrolle D
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5.1.5 Software
Die in dieser Arbeit verwendeten Software-Programme sind in Tabelle 6

aufgefuhrt.

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Software-Programme und deren Hersteller

Software Hersteller |

Adobe Acrobat Pro XI Adobe Systems Software Ireland Limited,
IRL

CellQUest Pro™ BD Biosciences, D

EndNote X6 Clarivate Analytics, USA

FoTempMKT Weidmann Technologies Deutschland
GmbH, D

GraphPad Prism 6 GraphPad Software, USA

Microsoft Office 2010 Microsoft Cooperation, USA

5.1.6 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 7 aufgeflhrt.

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Zelllinien, der Zellart und deren Herkunft

Zelllinie Zellart Herkunft
HMEC-1 Humane mikrovaskulare Centers for Disease
Endothelzellen Control
and Prevention, USA
THP-1 Humane monozytische Cell Lines Service
Leukamiezellen GmbH, D

5.2 Methoden

5.2.1 Kultivierung von Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C,
5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit unter Verwendung des jeweils in Tabelle 8
aufgezeigten Mediums kultiviert. Die Arbeit mit den Zelllinien erfolgte
ausschlieBlich unter sterilen Bedingungen. Um den Einfluss einer zu hohen
Passagezahl der Zellen auf die Versuche zu minimieren, wurden die Zellen in

einem Rahmen von 15 Passagen kultiviert.

HMEC-1-Zellen wurden bei einer 80 — 90 %igen Konfluenz passagiert. Dabei
wurde das Medium aus der Zellkulturflasche abgenommen und die Zellen drei Mal
mit HBSS gewaschen. Zum Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche

wurden diese mit 1,5 ml Biotase Uber eine Dauer von 5 min bei 37 °C, 5 % CO,
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und 95 %iger Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden
8,5ml Medium zu den Zellen hinzugegeben und die damit entstandene
Zellsuspension in ein Falcontube Uberfuhrt. Aus dieser Zellsuspension wurden
50 ul abgenommen und fur die Zellzahlung verwendet. Diese erfolgte mit Hilfe des
,Casy®"“-Zellzahlers. Die im Falcontube verbliebene Zellsuspension wurde darauf
folgend 5 min bei 200 rcf zentrifugiert. Danach wurde der Mediumuiberstand
abgenommen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Die fur die
entsprechenden Versuche und fur die Weiterkultivierung der Zellen bendtigte
Zellzahl wurde in dem mit Hilfe der Zellzdhlung berechneten Volumen

abgenommen und erneut in Zellkulturflaschen bzw. Wellplatten hinzugegeben.

THP-1-Zellen wurden ebenfalls bei 80 — 90 %iger Konfluenz passagiert. Da es
sich bei THP-1-Zellen um Suspensionszellen handelt, konnte hierbei auf
Waschvorgange und Substanzen zur Ablésung der Zellen verzichtet werden. Die
Zellen wurden direkt mit dem Medium aus der Zellkulturflasche in ein Falcontube
uberfuhrt, woraufhin 50 pl zur Zellzahlung mittels ,Casy®“-Zellzahler abgenommen
wurden und der verbleibende Inhalt des Falcontubes 5 min bei 150 rcf zentrifugiert
wurde. Im Anschluss wurde der Mediumuberstand abgenommen und die Zellen in
entsprechendem frischem Medium resuspendiert. Aus dieser Zellsuspension
wurde darauf folgend das mittels Zellzahlung berechnete Volumen, welches die flr
die jeweiligen Versuche und fur die Weiterkultivierung der Zellen entsprechende
Zellzahl enthalt, abgenommen und erneut in Zellkulturflaschen bzw. Wellplatten
pipettiert.

Tabelle 8: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien, deren Medium und
deren initialer Passagezahl

Zelllinie Medium Initiale Passagezahl
HMEC-1 MCDB 131 7und 9
10 % FKS

1 % GlutaMAX-1

1 ug/mL Hydrocortison
10 ng/mL Rekombinantes
humanes EGF

THP-1 RPMI 1640 38 und 41
10 % FKS
1 % Natrium-pyruvat
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5.2.2 Differenzierung von THP-1-Zellen
Flr nachfolgende Versuche war es notwendig THP-1-Zellen jeweils in M1-

aktivierte Makrophagen und M2-aktivierte Makrophagen zu differenzieren.

Da es sich bei THP-1-Zellen um Monozyten handelt, wurden diese zunachst mit
Hilfe von PMA in adharente nicht-aktivierte Makrophagen (MO-Makrophagen)
differenziert. Dazu wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 48 h mit 100 ng/ml
PMA in dem entsprechenden Medium inkubiert (Chanput et al. 2014).
AnschlieRend wurde das PMA-haltige Medium entfernt, die adharenten Zellen
zwei Mal mit 5 ml Medium gewaschen und flr weitere 24 h in reinem Medium
inkubiert (Chanput et al. 2013). Die dadurch gereiften M0-Makrophagen wurden

nun weiter in M1- und M2-Makrophagen differenziert.

Um den M1-Status zu erreichen, wurden die MO-Makrophagen uber 24 h mit
20 ng/ml LPS und 20 ng/ml IFN-y in hitze-inaktiviertem Medium inkubiert (Qin
2012). Die Differenzierung in M2-Makrophagen erfolgte durch eine Inkubation der
MO-Makrophagen mit 20 ng/ml IL-4 und 20 ng/ml IL-13 ebenfalls Uber einen

Zeitraum von 24 h in hitze-inaktiviertem Medium (Genin et al. 2015).

Bevor die differenzierten M1- und M2-Makrophagen jeweils flr Versuche
verwendet wurden, erfolgte eine 72-stundige Inkubation dieser Zellen in reinem

Medium.

5.2.3 Nachweis der Zelldifferenzierung mittels Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen bestimmte Antigene auf der Oberflache
von Zellen nachgewiesen werden. Daflir missen diese Antigene mit einem
fluoreszenzmarkierten Antikorper gekoppelt werden. Einzelne Zellen werden im
Durchflusszytometer mit einem Laser bestrahlt. Im Falle einer Expression des
Antigens auf der Oberflache der Zellen und der spezifischen Bindung des
Antikorpers an das Antigen wird die durch den Laser angeregte Fluoreszenz des

gebundenen AntikOrpers gemessen.

Um eine Differenzierung der MO-Makrophagen in M1-Makrophagen bzw. M2-
Makrophagen zu bestatigen, wurde bei M1-Makrophagen die Expression des M1-
typischen Oberflachenantigens CD 86 und bei M2-Makrophagen die Expression
der M2-typischen Oberflachenantigene CD 163 und CD 206 mittels

Durchflusszytometrie untersucht (Stoger et al. 2012, Genin et al. 2015).
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Pro Ansatz wurden hierfir 1 x 10° Zellen verwendet. Die Zellen wurden zunachst
einmal mit 500 yl FACS-Puffer gewaschen und fur 5 min bei 150 rcf zentrifugiert.
AnschlieBend wurden diese fur 30 min mit dem entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern und der IgG1-Isotypenkontrolle im Dunkeln auf
Eis in 500 ul FACS-Puffer inkubiert. Es schloss sich ein weiterer Waschschritt mit
500 pl FACS-Puffer an (zentrifugiert bei 150 rcf fir 5 min), um ungebundene
Antikorper aus den jeweiligen Proben zu entfernen. Das Zellpellet wurde in
1000 pl FACS-Puffer resuspendiert und in ein FACS-Réhrchen zur Messung am
,FACSCalibur‘-Gerat Uberflhrt. Fir die Isotypkontrolle wurde ein PE-gekoppelter
muriner IgG1-Antikorper verwendet. Der Nachweis von CD 86, CD 163 und
CD 206 erfolgte mit spezifischen Antikorpern, welche ebenfalls mit PE gekoppelt
waren. Parallel dazu wurde eine ungefarbte Probe mitgefihrt, um die
Eigenfluoreszenz der Zellen zu bestimmen. Die mittels Durchflusszytometrie
erhaltenen Daten wurden anschlieBend mit Hilfe der ,CellQUest Pro™*“-Software
dargestellt und ausgewertet. Es wurde hierbei das geometrische Mittel der

mittleren Fluoreszenzintensitdten von jeweils 1 x 10° Zellen ermittelt.

Der durchflusszytometrische Nachweis einer erfolgreichen Differenzierung von
MO-Makrophagen in M1- und M2-Makrophagen erfolgte schlieRlich vor jeder
Hyperthermiebehandlung.

5.2.4 Erstellen einer Wachstumskurve fiur HMEC-1- und THP-1-Zellen

Um fur nachfolgende Hyperthermieversuche die optimale Zellzahl festzustellen,
wurden Wachstumskurven fur die jeweiligen Zellen erstellt. Zuerst wurde eine
Stammldsung hergestellt, die 1,5 x 10° der jeweiligen Zellen auf 10 ml Medium
enthalt. Aus dieser Stammlésung wurden Ansatze flr unterschiedliche Zellzahlen
hergestellt. Aus diesen Ansatzen wurden Zellzahlen von 500 bis 12000 Zellen in
100 ul des entsprechenden Mediums in 96-Well-Mikrotiterplaten ausgesat. Pro
Zellzahl wurde eine 6-fach-Bestimmung durchgeflihrt. Die Mikrotiterplatten wurden
anschlie®end im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit gelagert.
Nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h wurde jeweils eine Mikrotiterplatte aus dem
Inkubator enthommen und die darin enthaltenen Zellen mit Hilfe des MTS-Tests
auf ihre Vitalitdt untersucht. Eine Leerwertmessung erfolgte mit dem
entsprechenden Medium. Die Durchfihrung der Vitalitdtsuntersuchung an Zellen
mittels MTS-Test wird in Abschnitt 5.2.6 dargestellt.
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5.2.5 Durchfiihrung der Brutschrankhyperthermie mit HMEC-1- und THP-1-
Zellen
Fir die Brutschrankhyperthermie wurden sowohl HMEC-1- als auch THP-1-Zellen
verwendet. HMEC-1-Zellen wurden mit einer Anzahl von 1000 Zellen pro 100 pl in
96-Well-Mikrotiterplatten ausgesat. THP-1-Zellen wurden mit einer Zellzahl von
8000 Zellen pro 100 ul in 96-Well-Mikrotiterplatten pipettiert. Es wurde je
verwendeter Zellzahl eine 18-fach-Bestimmung durchgefihrt. Die 96-Well-
Mikrotiterplatten wurden fur 24 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert, bevor sie einer Hyperthermiebehandlung ausgesetzt
wurden. Um sicherzustellen, dass die gewlnschte Temperatur im Well vorlag,
wurden zusatzlich 18 Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pl
Medium  pipettiert. Diese  sogenannte  ,Dummy“-Platte  diente  der

Temperaturkontrolle.

Die Durchfihrung der Hyperthermie der Zellen erfolgte in einem Inkubator,
welcher zuvor auf 50 °C aufgeheizt wurde. Beim Einbringen der Mikrotiterplatten in
den Inkubator wurde eine Temperatursonde in einem Well der ,Dummy“-Platte
befestigt, sodass wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes die Temperatur
im Well mit Hilfe des ,Fotemp 6 OPTOcon“-Gerates kontrolliert und durch die
dazugehdrige ,FoTempMKT“-Software aufgezeichnet wurde (Abbildung 1).
Weiterhin wurde bei jeder Hyperthermiebehandlung die Zeitdauer der Erwarmung
uber 43 °C (CEM43) anhand Formel 1 berechnet und reprasentativim Ergebnisteil
angegeben (Sapareto und Dewey 1984).

CEM43 = Y™ t; - R“3-T0 (1)

t; = Zeitintervall, T; = Durchschnittstemperatur wahrend ¢;,

R = Konstante (R =0,5wenn T; >43 °C, R = 0,25 wenn T; <43 °C)

Die Zieltemperaturen von 39 °C, 41°C und 43 °C in den Wells wurden zum einen
durch Offnen der Tir des Brutschranks und zum anderen durch Senken der
Inkubatortemperatur von anfangs 50 °C auf die gewlnschte Zieltemperatur
erreicht. Die Zieltemperaturen wurden somit Uber einen Zeitraum von 60 min
konstant gehalten. Wahrend dieses Zeitraums lag der CO,-Gehalt im Inkubator bei
5 % und die Luftfeuchtigkeit bei 95 %. Nach Beendigung der
Hyperthermiebehandlung wurden die HMEC-1- bzw. THP-1-Zellen fir einen
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Zeitraum von 24 h bis 72 h in einem Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert, wohingegen die jeweilige ,Dummy“-Platte verworfen
wurde. Bei jedem Hyperthermieversuch wurden Zellen, die bei 37 °C, 5 % CO;
und 95 % Luftfeuchtigkeit belassen wurden und somit keiner hyperthermen
Behandlung ausgesetzt waren, als Referenz mitgeflhrt. 24 h, 48 h und 72 h nach
der Hyperthermiebehandlung wurde die Vitalitdt der behandelten und
unbehandelten HMEC-1- bzw. THP-1-Zellen mittels MTS-Test (siehe Abschnitt
5.2.6) bestimmt. Hierbei wurden die gemessenen Absorptionswerte in Prozent
dargestellt, wobei eine Zellvitalitdt von 100 % den jeweils bei 37 °C belassenen
Zellen zugeordnet wurde. Alle anderen gemessenen Absorptionswerte der

therapierten Zellen wurden auf die Werte der jeweiligen Referenzzellen normiert.
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Abbildung 1: Reprasentative Darstellung der Temperaturverlaufe wahrend der
Brutschrankhyperthermie. Die Temperatursonde wurde in ein mit 100 pl Medium
befillites Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte eingebracht. A: Temperaturverlauf bei einer
milden Hyperthermie von 39 °C. B: Temperaturverlauf bei einer milden Hyperthermie von
41 °C. C: Temperaturverlauf bei einer Hyperthermie von 43 °C.

5.2.6 Vitalitatsuntersuchung der HMEC-1- und THP-1-Zellen mittels MTS-
Test

Um die Vitalitat von Zellen festzustellen, kann der MTS-Test verwendet werden.

Lebende Zellen sind in der Lage durch ihre mitochondrialen Dehydrogenasen die
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chemische Substanz 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazol (MTS) in Formazanprodukte umzuwandeln, deren
Absorption anschlielend durch einen Mikroplattenreader bei 492 nm erfasst
werden kann (Chen et al. 2013).

Mit Hilfe des MTS-Tests wurde der Anteil vitaler HMEC-1- und THP-1-Zellen
sowohl fur die Wachstumskurven als auch nach der Brutschrankhyperthermie
ermittelt. Hierbei wurden jeweils 20 pl ,CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay” zu den Zellen in die Wells der 96-Well-Mikrotiterplatten
gegeben. Wahrend der Inkubation mit ,CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay” wurden die Zellen im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO;, und 95 %
Luftfeuchtigkeit gelagert. Nach maximal 4 h wurde die Absorption bei 492 nm als
Malf far die Zellvitalitat mit Hilfe des ,TECAN Sunrise Plattenreaders® ermittelt. Die
gemessenen Absorptionswerte sollten nicht gréfRer als 1 sein. Durch wiederholtes
Messen der Absorptionswerte wahrend der Inkubationszeit wurde kontrolliert, ob
innerhalb der 4 h bereits ein Absorptionswert von 1 erreicht wurde. Wenn dies der

Fall war, wurde die Messung der Absorptionswerte zu diesem Zeitpunkt beendet.

5.2.7 Ermittlung der Langzeitvitalitait der HMEC-1-Zellen durch Colony
Forming Assays
Es wurde die Langzeitvitalitit von HMEC-1-Zellen, die zuvor einer milden
Brutschrankhyperthermie bei jeweils 39 °C und 41 °C Uber einen Zeitraum von
60 min ausgesetzt waren, untersucht. Als Referenzzellen dienten HMEC-1-Zellen,
welche bei 37 ° C belassen wurden. Fur die Bestimmung der Langzeitvitalitat
wurde jeweils eine Zellzahl von 650 HMEC-1-Zellen in 2 ml Medium in die Wells
einer 6-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Zellen wurden anschlie3end fir 14 Tage
bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert. Nach
dieser Zeit wurde das Medium verworfen und die Zellen mit 70 %igem Ethanol
fixiert. Es schloss sich eine Farbung mit der Coomassie Brillant Blau-Farbeldsung,
deren Zusammensetzung in Tabelle 9 dargestellt ist, an, worauf zwei Waschgange
mit jeweils A. dest und 70 %igem Ethanol folgten. Nach erneutem Waschen mit A.
dest trockneten die Platten fur 24 h bei Raumtemperatur. Anschlielend erfolgte
die makroskopische Auszahlung der innerhalb der 14 Tage gewachsenen HMEC-
1-Zellkolonien. Dabei wurden nur HMEC-1-Zellansammlungen, welche einen

Durchmesser von einem Millimeter und gréRer aufwiesen, als Kolonie gewertet.
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Tabelle 9: Darstellung der Zusammensetzung der Coomassie Brillant Blau-
Farbelosung

Farbelosung Zusammensetzung

Coomassie Brillant Blau 26,5 ml A. dest
3,5 ml Essigsaure = 99,7 %
20 ml Ethanol 96 % (vol.), vergallt
0,125 g Coomassie® Brillant Blau G250

5.2.8 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms ,GraphPad Prism 6
durchgefuhrt. Verwendet wurde der ungepaarte t-Test mit der Korrektur nach
Welch. Die in den Abbildungen dieser Arbeit genutzte Kodierung der p-Werte ist in
Tabelle 10 ersichtlich. Alle p-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch

signifikant angenommen.

Tabelle 10: Darstellung der Kodierung der p-Werte

p-Wert Kodierung |
< 0,05 *

< 0,01 b

< 0,001 o
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6 Ergebnisse

6.1 HMEC-1-Zell-Wachstumskurve
Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl von HMEC-1-Zellen flr nachfolgende
Versuche, wurde das Wachstumsverhalten in Abhangigkeit von der Zellzahl uber

einen Zeitraum von 96 h untersucht.

In Abbildung 2 ist ersichtlich, dass mit zunehmender Zellzahl die gemessene
Absorption und damit der Anteil vitaler Zellen Uber die untersuchten
Beobachtungszeitraume von 24 h bis 96 h anstieg. Wahrend bei der Inkubation
uber 24 h und 48 h die Absorption bis zur maximal eingesetzten Zellzahl stetig
anstieg, war bei der Inkubation der HMEC-1-Zellen Gber 72 h und 96 h eine
Stagnation und ein anschliellender Abfall der Absorptionswerte zu erkennen. Die
Messung nach 96 h zeigte hierbei eine Stagnation mit darauf folgendem Abfall der
Absorptionswerte in einem Bereich von 4000 bis 6000 Zellen, wobei ein
verringerter Anstieg des Wachstums bereits ab einer Zellzahl von 2000 Zellen

festzustellen war.

Da fur nachfolgende Versuche HMEC-1-Zellen in Zellzahlen, bei denen auch nach
einer Inkubationszeit von 96 h das Wachstum nicht stagniert, bendtigt werden,
wurde fur anschlieBende Experimente eine HMEC-1-Zellzahl von 1000 Zellen
ausgewabhlt. Bei dieser Zellzahl befanden sich alle gemessenen Absorptionswerte
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 96 h in einer Phase des
kontinuierlichen Anstiegs, weswegen eine Verfalschung der Ergebnisse
nachfolgender Versuche durch ein vermindertes Zellwachstum ausgeschlossen

werden konnte.
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Abbildung 2: Reprasentative Darstellung der Wachstumskurve von HMEC-1-Zellen.
HMEC-1-Zellen wurden mit steigenden Zellzahlen in 96-Well-Mikrotiterplatten als 6-fach-
Bestimmung ausgesat und uber einen Zeitraum von jeweils 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
inkubiert. Anschlielend wurde die Zellvitalitdt mittels MTS-Test bestimmt. Dargestellt sind
die entsprechenden Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen eines
durchgefuhrten Experimentes (n=1).

6.2 HMEC-1-Zellen weisen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine erhdhte Vitalitat auf
In Abbildung 3 ist der Einfluss einer 60-mindtigen Hyperthermiebehandlung bei
jeweils 39 °C, 41 °C und 43 °C auf die Vitalitat von HMEC-1-Zellen Uber einen
Zeitraum bis zu 72 h nach der Behandlung dargestellt. Besonders die mit einer
milden Hyperthermie von 41 °C (CEM43 = 4,21) behandelten Zellen zeigten eine
gesteigerte Vitalitat mit zunehmenden Beobachtungszeitraum nach der
Behandlung auf. Hierbei erhdhte sich die Vitalitat der Zellen 48 h nach der
Hyperthermiebehandlung um 33 % verglichen mit den bei 37 °C belassenen
Zellen. 72 h nach der Hyperthermiebehandlung war eine 75 %ige Erhdhung der
Vitalitdt im Vergleich zu den Referenzzellen zu erkennen. Im Gegensatz zum
Einfluss einer Temperatur von 41 °C auf die Vitalitat der HMEC-1-Zellen, war bei
einer milden Hyperthermie von 39 °C (CEM43 = 0,25) eine weitaus geringere
Wirkung auf die Zellen zu erkennen. Wahrend Uber einen Zeitraum bis zu 48 h

nach der Hyperthermiebehandlung bei 39 °C keine Veranderung der Vitalitat
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erkennbar war, steigerte sich diese 72 h nach der Behandlung verglichen mit den
Referenzzellen um 14 %. Entgegen der Erwartung, dass eine Hyperthermie bei
43 °C die Zellvitalitat vermindert, steigerte diese Temperatur (CEM43 = 55,71) ab
einem Beobachtungszeitraum von 48 h nach der Behandlung die Vitalitat der
HMEC-1-Zellen. Hierbei ist das Augenmerk besonders auf die unerwartete
52 %ige Vitalitatserhohung dieser Zellen 72 h nach Hyperthermie im Vergleich zur

37 °C-Referenz zu richten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl eine milde Hyperthermie
von 41 °C als auch unerwarteter Weise hdhere Temperaturen von 43 °C die
Vitalitdt der HMEC-1-Zellen 72 h nach der Behandlung erhdhen.
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Abbildung 3: Reprasentative Darstellung des Effektes einer
Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitit von HMEC-1-Zellen uber einen
Nachbeobachtungszeitraum von 72 h. Es wurden jeweils 1000 HMEC-1-Zellen in
100 yl Medium als 18-fach Bestimmung bei 39 °C, 41 °C und 43 °C fur 60 min im
Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellvitalitaten 24 h, 48 h und 72 h nach
der Hyperthermiebehandlung mittels MTS-Test untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit den entsprechenden Standardabweichungen eines durchgeflhrten Experimentes (n =
1). Die Werte wurden auf unbehandelte HMEC-1-Zellen normiert.

6.3 HMEC-1-Zellen zeigen 14 Tage nach Anwendung einer milden
Hyperthermie eine verringerte Vitalitat
Der Einfluss einer 60-minatigen milden Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitat

von HMEC-1-Zellen 14 Tage nach der Behandlung ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Es ist erkennbar, dass die Fahigkeit der Zellen Kolonien zu bilden 14 Tage nach
der Behandlung mit Temperaturen von 39 °C sowie 41 °C verringert war. Im
Vergleich zu den bei 37 °C belassenen Zellen, die zum untersuchten Zeitpunkt 35
Kolonien aufwiesen, zeigten Zellen, die bei 39 °C inkubiert wurden (CEM43 =
0,27) 27 Kolonien (p < 0,001). Eine vergleichbar verminderte Koloniebildung
gegenuber den Referenzzellen konnte bei HMEC-1-Zellen, die mit 41 °C
behandelt wurden (CEM43 = 3,79), festgestellt werden. Hierbei konnten 14 Tage
nach der Hyperthermiebehandlung 29 Kolonien gezahlt werden (p < 0,01).
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Abbildung 4: Effekt einer milden Brutschrankhyperthermie auf die Langzeitvitalitat
von HMEC-1-Zellen. Die HMEC-1-Zellen wurden fir 60 min bei 39 °C und 41 °C im
Brutschrank inkubiert und anschlie®end jeweils mit der dargestellten Zellzahl in 6-Well-
Platten ausgesat. 14 Tage nach der Hyperthermiebehandlung wurden die von den HMEC-
1-Zellen gebildeten Kolonien makroskopisch ausgezahlt. A: Reprasentative Darstellung
der Colony Forming Assays. Die Kolonien der HMEC-1-Zellen wurden fixiert und mit der
Coomassie Brillant Blau-Farbelésung gefarbt (n = 3). B: Darstellung der quantitativen
Auswertung der gezahlten Kolonien. Ersichtlich sind die gewichteten Mittelwerte mit den
entsprechenden Standardfehlern aus drei unabhangig voneinander durchgeflihrten
Experimenten (n = 3). Es werden die relevanten Signifikanzen angegeben (Signifikanz
bezogen auf bei 37 °C belassene Zellen: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).
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6.4 THP-1-Zell-Wachstumskurve

Um eine geeignete Zellzahl fur nachfolgende Versuche mit THP-1-Zellen zu
ermitteln, wurde das Wachstumsverhalten der THP-1-Zellen in Abhangigkeit von
der Zellzahl Gber einen Zeitraum von 96 h Stunden untersucht, was in Abbildung 5
dargestellt ist. Es ist erkennbar, dass die gemessenen Absorptionswerte mit
zunehmender Zellzahl Uber den Zeitraum von 96 h anstiegen. Bei der Inkubation
Uber 24 h, 48 h und 72 h war ein dauerhafter Anstieg der Absorption bis zur der
hochsten verwendeten Zellzahl ersichtlich, wohingegen bei der 96 h-Inkubation im
Bereich einer Zellzahl von 10000 bis 12000 Zellen eine Stagnation bzw. ein Abfall
der Absorptionswerte zu erkennen war. Bei den darunter liegenden Zellzahlen der

96 h-Inkubation ist ein stetiger Anstieg der Absorption festzustellen.

FUr nachfolgende Experimente werden THP-1-Zellen in Zellzahlen, bei denen
auch nach einer Inkubationszeit von 96 h das Wachstum nicht stagniert, bendtigt.
Deswegen wurde fur anschlieRende THP-1-Zell-Versuche eine Zellzahl von 8000
Zellen ausgewahlt. Bei dieser Anzahl von Zellen befanden sich alle
Absorptionswerte Uber einen Zeitraum von 96 h in einer Phase des
kontinuierlichen Anstiegs, wodurch eine Verfalschung der Ergebnisse
nachfolgender Versuche durch ein vermindertes Zellwachstum ausgeschlossen

werden konnte.
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Abbildung 5: Reprasentative Darstellung der Wachstumskurve von THP-1-Zellen.
THP-1-Zellen wurden mit steigenden Zellzahlen in 96-Well-Mikrotiterplatten als 6-fach-
Bestimmung ausgesat und uber einen Zeitraum von jeweils 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
inkubiert. Anschlielend wurde die Zellvitalitat mittels MTS-Test bestimmt. Dargestellt sind
die entsprechenden Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen eines
durchgefuhrten Experimentes (n=1).

6.5 Undifferenzierte THP-1-Zellen weisen nach Anwendung einer
milden Hyperthermie kurzzeitig eine erhohte Vitalitat auf
In Abbildung 6 ist der Einfluss einer 60-minltigen Brutschrankhyperthermie auf die
Vitalitat undifferenzierter THP-1-Zellen Uber einen Zeitraum bis zu 72 h nach der
Hyperthermiebehandlung dargestellt. Die THP-1-Zellen, die bei 41 °C behandelt
wurden (CEM43 = 3,93), zeigten Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nach
der Hyperthermiebehandlung eine stetige Erhéhung der Vitalitat auf. Hierbei stieg
die Vitalitat der THP-1-Zellen 72 h nach der Behandlung um 24 % im Vergleich zu
den Zellen, welche bei 37 °C belassen wurden (p < 0,01). Weiterhin wird deutlich,
dass Zellen, die einer Temperatur von 39 °C ausgesetzt waren (CEM43 = 0,25),
ebenfalls eine signifikant gesteigerte Vitalitat 24 h und 72 h nach der Behandlung
aufwiesen. Im Vergleich zu den Referenzzellen erhdhte sich die Vitalitat dabei um
11 % 24 h (p < 0,001) und um 16 % 72 h nach der Hyperthermiebehandlung (p <
0,01). Eine Ausnahme bildet hierbei der Untersuchungszeitpunkt von 48 h nach

der Behandlung, bei dem keine signifikante Anderung der Vitalitat der THP-1-
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Zellen im Vergleich zur 37 °C-Referenz erkennbar war. Wie zu erwarten, zeigten
THP-1-Zellen, die mit 43 °C behandelt wurden (CEM43 = 62,4), 24 h und 72 h
nach der Hyperthermiebehandlung eine verringerte Vitalitat, wohingegen in der
48 h-Messung ein Vitalitatsverhalten, was sich nicht von den Referenzzellen

unterschied, festzustellen war.
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Abbildung 6: Effekt einer Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitit wvon
undifferenzierten THP-1-Zellen tiber einen Nachbeobachtungszeitraum von 72 h. Es
wurden jeweils 8000 THP-1-Zellen in 100 pl Medium als 18-fach Bestimmung bei 39 °C,
41 °C und 43 °C fur 60 min im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die
Zellvitalitaten 24 h, 48 h und 72 h nach der Hyperthermiebehandlung mittels MTS-Test
untersucht. Dargestellt sind die gewichteten Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardfehlern aus drei unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten (n = 3).
Die Werte wurden auf unbehandelte THP-1-Zellen normiert. Es werden die relevanten
Signifikanzen angegeben (Signifikanz bezogen auf bei 37 °C belassene Zellen: * = p <
0,05; ** =p < 0,01; *™* = p < 0,001; ns = nicht signifikant).

6.6 Differenzierung von THP-1-Zellen in M1- und M2-Makrophagen

FUr nachfolgende Hyperthermieexperimente war es notwendig die THP-1-Zellen
zunachst in M0-Makrophagen und weiter in M1-aktivierte- sowie M2-aktivierte-
Makrophagen zu differenzieren. Um eine gelungene Differenzierung in sowohl M1-
als auch M2-Makrophagen sicherzustellen, erfolgte ein Nachweis zelltyp-
spezifischer Oberflachenantigene mittels Durchflusszytometrie. Fur eine

erfolgreiche Differenzierung in M1-Makrophagen diente hierbei der Nachweis des
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Oberflachenmarkers CD 86, wohingegen fir M2-Makrophagen die beiden

Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 als Nachweis verwendet wurden.

Abbildung 7 veranschaulicht die Expression von CD 86 auf der Oberflache von
MO-Makrophagen und M1-Makrophagen. Auf MO-Makrophagen konnte eine
CD 86-Grundexpression festgestellt werden. Das CD 86-Fluoreszenzsignal liegt
hierbei hoher, als das der unmarkierten Zellen und der Isotypkontrolle. M1-
Makrophagen wiesen in den Messungen ein deutlich hoheres CD 86-
Fluoreszenzsignal als MO-Makrophagen auf, was schliel3lich eine erfolgreiche M1-

Differenzierung bestatigte.

Die Untersuchung der Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 auf MO- und M2-
Makrophagen ist in Abbildung 8 dargestellt. Auf MO-Makrophagen konnte keine
Expression der beiden Marker nachgewiesen werden. Die HoOhe des
Fluoreszenzsignals dieser Marker unterschied sich nicht von dem der
unmarkierten Zellen und der Isotypkontrolle. M2-Makrophagen wiesen dagegen
ein  typisches Fluoreszenzsignal fiur die CD 163- und CD 206-
Oberflachenexpression auf, welches somit eine gelungene Differenzierung
bestatigt. Das Fluoreszenzsignal von CD 163 und CD 206 lag hierbei hoher als

das der unmarkierten Zellen und der Isotypkontrolle.
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Abbildung 7: Analyse der Oberflachenexpression von CD 86 auf M0- und M1-
Makrophagen mittels Durchflusszytometrie. Eine Differenzierung in MO-Makrophagen
erfolgte durch eine zweitagige Inkubation von THP-1-Zellen mit 100 ng/ml PMA und
anschlielender Inkubation in reinem Medium fur 24 h. Eine weitere Differenzierung von
MO- in M1-Makrophagen erfolgte durch eine Inkubation mit 20 ng/ml LPS und 20 ng/ml
IFN-y Uber 24 h. Pro Ansatz wurden 1 x 10° Zellen in 1000 pl FACS-Puffer verwendet, die
entweder unmarkiert blieben oder mit einem PE-gekoppelten Anti-CD 86 Antikdrper bzw.
der entsprechenden IgG-Isotypkontrolle inkubiert wurden. A: Reprasentative Darstellung
des CD 86-Markers auf der Zelloberflache anhand der MFI. B: Quantitative Auswertung
der Oberflachenexpression des Markers eines durchgeflhrten Experimentes mit MO-
Makrophagen (n = 1) bzw. drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimenten mit
M1-Makrophagen (n = 3). Dargestellt sind die Mittelwerte der geometr. Mittel der MFI und
deren Standardabweichungen.
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Abbildung 8: Analyse der Oberflaichenexpression von CD 163 und CD 206 auf MO-
und M2-Makrophagen mittels Durchflusszytometrie. Eine Differenzierung in MO-
Makrophagen erfolgte durch eine zweitagige Inkubation von THP-1-Zellen mit 100 ng/ml
PMA und anschlieBender Inkubation in reinem Medium fir 24 h. Eine weitere
Differenzierung von MO- in M2-Makrophagen erfolgte durch eine Inkubation mit 20 ng/ml
IL-4 und 20 ng/ml IL-13 {iber 24 h. Pro Ansatz wurden 1 x 10° Zellen in 1000 pl FACS-
Puffer verwendet, die entweder unmarkiert blieben, mit einem PE-gekoppelten Anti-
CD 163 Antikdrper, einem PE-gekoppelten Anti-CD 206 Antikbrper oder der
entsprechenden IgG-Isotypkontrolle inkubiert wurden. A: Reprasentative Darstellung des
CD 163- und CD 206-Markers auf der Zelloberflache anhand der MFI. B: Quantitative
Auswertung der Oberflachenexpression der Marker eines durchgeflihrten Experimentes
mit MO-Makrophagen (n = 1) bzw. drei unabhangig voneinander durchgeflihrten
Experimenten mit M2-Makrophagen (n = 3). Dargestellt sind die Mittelwerte der geometr.
Mittel der MFI und deren Standardabweichungen.
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6.7 M1-Makrophagen zeigen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine erhohte Vitalitat
Abbildung 9 zeigt den Einfluss einer 60-minutigen milden
Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitat von M1-Makrophagen Uber einen
Zeitraum bis zu 72 h nach der Hyperthermiebehandlung. Eine milde Hyperthermie
bei 41 °C (CEM43 = 4,07) beeinflusste die Vitalitat von M1-Makrophagen lediglich
72 h nach der Behandlung. Im Vergleich zu den bei 37 °C belassenen Zellen stieg
hierbei die Vitalitat um 17 % an (p < 0,05). 24 h und 48 h nach der
Hyperthermiebehandlung konnten hingegen keine Veranderungen der Zellvitalitat
festgestellt werden. Einen ahnlichen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen zeigte eine
milde Hyperthermie von 39 °C (CEM43 = 0,24). Die M1-Makrophagen wiesen
hierbei ausschliel3lich 48 h nach der Hyperthermiebehandlung eine signifikant
erhohte Zellvitalitat um 12 % im Vergleich zu den Referenzzellen auf (p < 0,01).
Demgegenuber anderte sich die Vitalitat der Zellen im Zeitraum von 24 h und 72 h

nach der Behandlung verglichen mit den Referenzzellen nicht signifikant.
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Abbildung 9: Effekt einer milden Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitat von M1-
Makrophagen iiber einen Nachbeobachtungszeitraum von 72 h. Es wurden jeweils
8000 M1-Makrophagen in 100 ul Medium als 18-fach Bestimmung fir 60 min bei 39 °C
und 41 °C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellvitalitdten nach
verschiedenen Beobachtungszeitrdaumen von 24 h, 48 h und 72 h mittels MTS-Test
untersucht. Dargestellt sind die gewichteten Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardfehlern aus drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimenten (n = 3).
Die Werte wurden auf unbehandelte M1-Makrophagen normiert. Es werden die relevanten
Signifikanzen angegeben (Signifikanz bezogen auf bei 37 °C belassene Zellen: * = p <
0,05; ** = p < 0,01; ns = nicht signifikant).
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6.8 M2-Makrophagen weisen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine veranderte Vitalitat auf
Nachfolgend ist in Abbildung 10 der Effekt einer 60-mindtigen milden
Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitat von MZ2-Makrophagen Uber einen
Zeitraum bis zu 72 h nach Hyperthermie dargestellt. Die bei 41 °C behandelten
M2-Makrophagen (CEM43 = 3,96) wiesen ausschlielllich 48 h nach der
Hyperthermiebehandlung eine Vitalitatserhdhung um 13 % im Vergleich zu den bei
37 °C belassenen Zellen auf (p < 0,05). 24 h und 72 h nach der
Hyperthermiebehandlung zeigten die M2-Makrophagen hingegen keine
signifikanten Vitalitatsveranderungen verglichen mit den Referenzzellen. Bei den
M2-Makrophagen, die mit einer milden Hyperthermie von 39 °C behandelt wurden
(CEM43 = 0,26), konnten Uber den gesamten Nachbeobachtungszeitraum keine
signifikanten Unterschiede der Zellvitalitdt im Vergleich zu den Referenzzellen

festgestellt werden.
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Abbildung 10: Effekt einer milden Brutschrankhyperthermie auf die Vitalitat von M2-
Makrophagen iiber einen Nachbeobachtungszeitraum von 72 h. Es wurden jeweils
8000 M2-Makrophagen in 100 uyl Medium als 18-fach Bestimmung fir 60 min bei 39 °C
und 41 °C im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellvitalitidten nach
verschiedenen Beobachtungszeitrdumen von 24 h, 48 h und 72 h mittels MTS-Test
untersucht. Dargestellt sind die gewichteten Mittelwerte mit den entsprechenden
Standardfehlern aus drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimenten (n = 3).
Die Werte wurden auf unbehandelte M2-Makrophagen normiert. Es werden die relevanten
Signifikanzen angegeben (Signifikanz bezogen auf bei 37 °C belassene Zellen: * = p <
0,05; ns = nicht signifikant).
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6.9 M1-Makrophagen zeigen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie eine tendenzielle Erhéhung von CD 163 und CD 206
auf der Zelloberflache

Es wurde untersucht, ob eine milde Hyperthermie in der Lage ist, eine

Umwandlung von M1- in M2-Makrophagen auszulésen. Hierfur wurden M1-

Makrophagen einer 60-minutigen milden Brutschrankhyperthermie ausgesetzt.

Anschlielend wurde auf deren Oberflache die Expression der M2-typischen

Marker CD 163 und CD 206 in einem Zeitraum bis zu 48 h nach der

Hyperthermiebehandlung mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Abbildung 11 zeigt die Expression der Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 auf
den M1-Makrophagen 24 h nach der Behandlung mit milder Hyperthermie bei
39 °C (CEM43 = 0,28) und 41 °C (CEM43 = 5,15). Die M1-Makrophagen, welche
bei 41 °C behandelt wurden, wiesen verglichen mit den Zellen vor der
Hyperthermiebehandlung eine héhere Autofluoreszenz auf, was an der Erhdhung
des Fluoreszenzsignals unmarkierter Zellen zu erkennen war. Zudem war bei den
mit 41 °C behandelten M1-Makrophagen eine tendenzielle Erhdéhung der
Fluoreszenzsignale von CD 163 und CD 206 im Vergleich zu den Zellen vor der
Behandlung festzustellen. Auch im Falle der M1-Makrophagen, die bei 39 °C
behandelt wurden, waren tendenziell gesteigerte Fluoreszenzsignale der fir M2-
Makrophagen typischen Oberflachenmarker zu erkennen. Ahnliche Ergebnisse
zeigte die Analyse der Marker CD 163 und CD 206 auf der Zelloberflache von M1-
Makrophagen 48 h nach der Behandlung mit milder Hyperthermie (Abbildung 12).
Zum einen wiesen die bei 41 °C behandelten M1-Makrophagen eine erhohte
Autofluoreszenz im Vergleich zu den Zellen vor der Hyperthermiebehandlung auf.
Zum anderen war ebenfalls eine tendenzielle Erhdhung der Fluoreszenzsignale
der genannten Marker fur M2-Makrophagen verglichen mit den Zellen vor der
Behandlung zu erkennen. Auch bei den M1-Makrophagen, die einer Temperatur
von 39 °C ausgesetzt waren, konnte eine tendenzielle Erhdhung der

Fluoreszenzsignale fir die Marker CD 163 und CD 206 beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Anwendung einer milden
Hyperthermie bei M1-Makrophagen Uber einen Zeitraum bis zu 48 h nach der
Behandlung eine tendenzielle Erhdhung der Oberflachenmarker CD 163 und
CD 206 bewirkt.
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Abbildung 11: Analyse der Oberflachenexpression von CD 163 und CD 206 auf M1-
Makrophagen vor und 24 h nach einer Brutschrankhyperthermie mittels
Durchflusszytometrie. M1-Makrophagen wurden bei 39 °C und 41 °C fir 60 min im
Brutschrank inkubiert. 24 h nach der Hyperthermiebehandlung wurde die
Oberflachenexpression der beiden fur M2-Makrophagen typischen Marker mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei wurden fiir die Analyse 1 x 10° Zellen in 1000
FACS-Puffer pro Ansatz verwendet, die entweder unmarkiert blieben, mit einem PE-
gekoppelten Anti-CD 163 Antikorper, einem PE-gekoppelten Anti-CD 206 Antikorper oder
der entsprechenden IgG-Isotypkontrolle inkubiert wurden. A: Reprasentative Darstellung
des CD 163- und CD 206-Markers auf der Zelloberflache anhand der MFI. B: Quantitative
Auswertung der Oberflachenexpression der Marker eines durchgefiihrten Experimentes
mit M1-Makrophagen vor Hyperthermie (n = 1) bzw. drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten mit M1-Makrophagen 24 h nach Hyperthermie (n = 3).
Dargestellt sind die Mittelwerte der geometr. Mittel der MFI und deren
Standardabweichungen.
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Abbildung 12: Analyse der Oberflachenexpression von CD 163 und CD 206 auf M1-
Makrophagen vor und 48 h nach einer Brutschrankhyperthermie mittels
Durchflusszytometrie. M1-Makrophagen wurden bei 39 °C und 41 °C fir 60 min im
Brutschrank inkubiert. 48 h nach der Hyperthermiebehandlung wurde die
Oberflachenexpression der beiden fur M2-Makrophagen typischen Marker mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei wurden fiir die Analyse 1 x 10° Zellen in 1000 pl
FACS-Puffer pro Ansatz verwendet, die entweder unmarkiert blieben, mit einem PE-
gekoppelten Anti-CD 163 Antikorper, einem PE-gekoppelten Anti-CD 206 Antikérper oder
der entsprechenden IgG-Isotypkontrolle inkubiert wurden. A: Reprasentative Darstellung
des CD 163- und CD 206-Markers auf der Zelloberflache anhand der MFI. B: Quantitative
Auswertung der Oberflachenexpression der Marker eines durchgefluhrten Experimentes
mit M1-Makrophagen vor Hyperthermie (n = 1) bzw. drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten mit M1-Makrophagen 48 h nach Hyperthermie (n = 3).
Dargestellt sind die Mittelwerte der geometr. Mittel der MFI und deren
Standardabweichungen.

39



Diskussion

7 Diskussion

Bei der Vielzahl von Therapieansatzen fur die Behandlung chronischer Wunden
stellt die Wirkung von Warme auf das Wundheilungsgeschehen einen
vielversprechenden Ansatz dar. Jedoch fehlt bisher ein umfassendes Verstandnis
der Wirkmechanismen einer Hyperthermie auf Zellen, die in die Wundheilung
involviert sind. In der vorliegenden Arbeit konnte in vitro der Einfluss einer milden
Hyperthermie auf die Kurzzeitvitalitat von Endothelzellen und Makrophagen,
welche im Wundheilungsprozess eine entscheidende Rolle spielen, demonstriert
werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine milde Hyperthermie auf M1-
Makrophagen die Expression von Oberflachenmarkern, die charakteristisch fir

M2-Makrophagen sind, induziert.

7.1 HMEC-1-Zell-Wachstumskurve

Die Untersuchung des Wachstums- und damit des Proliferationsverhaltens der
Zellen in Abhangigkeit der Zellzahl Uber einen Zeitraum von 96 h zeigte, dass
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums bei den eingesetzten Zellzahlen

vitale Zellen mit metabolischer Aktivitat vorlagen.

Eine Wachstumskurve wird generell in eine lag-Phase, eine logarithmische Phase,
eine stationare Phase und eine Absterbephase unterteilt. In der lag-Phase passt
sich der Metabolismus der Zellen an die neuen Kultivierungsbedingungen an,
weshalb das Zellwachstum in dieser Phase noch vermindert ist. In der
vorliegenden Arbeit war die lag-Phase bei den Zeitrdumen 48 h und 72 h bis zu
einer Zellzahl von 1000 Zellen erkennbar. Bei der 24 h-Inkubation befanden sich
die HMEC-1-Zellen bei allen eingesetzten Zellzahlen in dieser Phase. Ein weiterer
Grund fur das verminderte Wachstum der HMEC-1-Zellen in dieser Phase ist
wahrscheinlich die vorherige Behandlung der Zellen mit Biotase. Die Ablosung der
Zellen vom Substrat mit Hilfe dieses Enzyms und die anschliel3ende Zentrifugation
induzierten Zellstress, von dem sich die Zellen in der lag-Phase erholen. Die
anschlieBende logarithmische Phase ist durch kontinuierliches Zellwachstum
gekennzeichnet. Die Zellen haben optimale Kultivierungsbedingungen und
ausreichend Nahrstoffe um zu proliferieren. In dieser Wachstumsphase befanden
sich die HMEC-1-Zellen nach 96 h bis zu einer Zellzahl von 2000 Zellen, was

anhand der annahernden Linearitat der Absorptionswerte erkennbar war.
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Ebenfalls konnte diese Phase im Bereich von 1000 bis 8000 Zellen nach dem
Zeitraum von 48 h und im Bereich von 1000 bis 3000 Zellen nach dem Zeitraum
von 72 h festgestellt werden. Fur den Fall, dass eine bestimmte Zelldichte erreicht
ist oder ein Mangel an Nahrstoffen vorliegt, vermindern die Zellen ihr Wachstum
und damit die Proliferation. Dies ist charakteristisch fur die stationare Phase.
Diese Phase war nach einer Inkubation von 48 h ab einer Zellzahl von 8000
Zellen, nach einer Inkubation von 72 h ab einer Zellzahl von 3000 Zellen und nach
einer Inkubation von 96 h im Bereich von 2000 bis 8000 Zellen ersichtlich. Auf die
stationdare Phase folgt schlieRBlich die Absterbephase aufgrund von
Nahrstoffmangel-bedingtem Zelltod. Diese Phase trat bei der 96 h-Inkubation ab

einer Zellzahl von 8000 Zellen auf.

7.2 HMEC-1-Zellen weisen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine erhohte Vitalitat auf

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass HMEC-1-Zellen in einem Zeitraum bis

zu 72 h nach einer Brutschrankhyperthermie bei 39 °C, 41 °C und 43 °C

tendenziell eine erhohte Vitalitat aufwiesen. Temperaturen im Bereich von 39 °C

bis 43 °C losten somit einen proliferativen Effekt in den Zellen aus, wodurch

maoglicherweise die Angiogenese gefordert wird.

Eine Beeinflussung der Gefalneubildung durch Anwendung einer Hyperthermie
ist aus der Tumorforschung bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass Tumoren
nach einer 60-mindtigen Hyperthermiebehandlung bei 42 °C und 46 °C eine
erhdohte Vaskularisierung aufweisen (Hallasch et al. 2017). Weiterhin zeigte die
Arbeitsgruppe um Rattan ebenfalls, dass eine einstindige Hyperthermie von
41 °C die Gefalibildung von Endothelzellen fordert (Rattan et al. 2007, Rattan et
al. 2009). Eine Vorbehandlung von HMEC-1-Zellen bei 41 °C fur 60 min bewirkte
hierbei in vitro eine Zunahme der Gefaldlange um ca. 30 % (Rattan et al. 2007).
Ein moglicher Grund fir die in dieser Arbeit ermittelte erhdhte Vitalitat der
Endothelzellen konnte die durch milde Hyperthermie induzierte Bildung von
Hitzeschockproteinen (HSPs) sein. HSPs scheinen eine Rolle bei der Ausbildung
einer Thermotoleranz von Zellen zu spielen (Bettaieb und Averill-Bates 2005).
Zudem konnte eine abgeschwachte Apoptose, welche normalerweise durch ROS
und den FasL-Signalweg ausgelost wird, in thermotoleranten Zellen festgestellt

werden (Bettaieb und Averill-Bates 2008). Ebenfalls gibt es Hinweise, dass
41



Diskussion

beispielsweise HSP 90 die Gefalbildung durch HUVEC-Zellen, welche ebenfalls
Endothelzellen sind, fordert, indem es unter anderem die Genexpression der
Stickstoffoxid-Synthase und damit die Bildung von Stickstoffoxid begunstigt (Sun
und Liao 2004). Das Stickstoffoxid wirkt wiederum foérdernd auf die
Gefallneubildung (Soneja et al. 2005).

Unerwarteter Weise zeigten in dieser Arbeit HMEC-1-Zellen, welche bei 43 °C
behandelt wurden, Uber den gesamten Beobachtungszeitraum nach der
Behandlung eine erhohte Vitalitat. Unerwartet dahingehend, da aus der Literatur
bekannt ist, dass Temperaturen im Bereich von 42 °C bis 43 °C unter anderem
durch Hitze-bedingten ER-Stress letale Effekte auf Zellen haben (Bettaieb und
Averill-Bates 2015). Allerdings berichtet die Arbeitsgruppe um Roca, dass eine
Behandlung von Endothelzellen bei 43 °C nicht die Vitalitat beeinflusst, sondern
die Fahigkeit dieser Zellen sich in kapillar-ahnliche Strukturen zu organisieren
(Roca et al. 2003). Weiterhin konnte in der Literatur gezeigt werden, dass
Endothelzellen nach einer 2-stiindigen Hyperthermiebehandlung bei 43 °C keine
veranderte Vitalitat aufweisen (Orihara et al. 2002). Vermutlich fuhrte in der
vorliegenden Arbeit eine Hyperthermiebehandlung bei 43 °C Uber oben

aufgefuihrte Mechanismen zu einer Thermotoleranz der HMEC-1-Zellen.

Letztendlich kann man schlussfolgern, dass Endothelzellen durch eine
Hyperthermiebehandlung im milden Temperaturbereich eine erhohte Vitalitat und
somit auch ein gesteigertes Proliferationsverhalten, was die Bildung von neuen
Gefallen begunstigen konnte, aufweisen. In Bezug auf die Heilung chronischer
Wunden, konnte eine milde Hyperthermie im Wundareal moglicherweise eine
Neoangiogenese fordern und damit den Einfluss von Endothelzellen im

Wundheilungsprozess starken.

7.3 HMEC-1-Zellen zeigen 14 Tage nach Anwendung einer milden
Hyperthermie eine verringerte Vitalitat

Eine milde Hyperthermie bei 39 °C und 41 °C verringerte die Anzahl an gebildeten

Kolonien der HMEC-1-Zellen Uber einen Beobachtungszeitraum von 14 Tagen

nach der Behandlung. Dies deutet darauf hin, dass eine milde Hyperthermie Uber

einen langeren Zeitraum zu einer Verminderung der Zellvitalitat fihrt und damit

hemmend auf die Proliferation der Zellen wirkt.
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Scheinbar induziert eine 60-minutige milde Hyperthermie nur voribergehend eine
Thermotoleranz in den HMEC-1-Zellen, wodurch die kurzzeitig erhohte Vitalitat
dieser Zellen zu erklaren ist. Uber einen langeren Zeitraum kdnnten jedoch Hitze-
bedingte zelltoxische Effekte, wie die durch ROS-Bildung und ER-Stress bedingte
Apoptose, Uberwiegen (Bettaieb und Averill-Bates 2015, Bettaieb und Averill-
Bates 2008). Denkbar ware, dass eine verlangerte Thermotoleranz ebenfalls die
Vitalitdt der Zellen Uber einen langeren Zeitraum beeinflusst. Eine Verlangerung
der Dauer der Hyperthermiebehandlung oder wiederholte
Hyperthermiebehandlungen konnten hierbei eine Moglichkeit sein, die
Thermotoleranz durch eine vermehrte Produktion von HSPs in der Zelle zu
verlangern. Ein weiterer Diskussionspunkt ist die Auswahl des Colony Forming
Assays als Methode zur Erfassung der Langzeitvitalitdt von HMEC-1-Zellen. Durch
die rein makroskopische Auswertung des Assays findet eine subjektive
Beurteilung der Vitalitat statt. Es wird subjektiv festgelegt, ab welcher Grolke eine
HMEC-1-Zellansammlung als Kolonie definiert wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde 1 mm Durchmesser der HMEC-1-Zellansammlung als Schwellenwert flr
eine zahlbare Kolonie definiert. Um bei zuklnftigen Experimenten mit HMEC-1-
Colony Forming Assays eine objektivere Analyse der Assays durchzufuhren, sollte
auch die Moglichkeit einer mikroskopischen oder Computersoftware-basierten

Auswertung in Betracht gezogen werden (Rafehi et al. 2011).

7.4 THP-1-Zell-Wachstumskurve

Anhand der Wachstumskurve konnte das Wachstumsverhalten von THP-1-Zellen
in Abhangigkeit von der Zellzahl Uber einen Zeitraum bis zu 96 h aufgezeigt
werden. Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes lagen bei allen

eingesetzten Zellzahlen vitale Zellen mit metabolischer Aktivitat vor.

Wie bereits in Abschnitt 7.1 erwahnt, wird eine Wachstumskurve prinzipiell in eine
lag-Phase, eine logarithmische Phase, eine stationare Phase und eine
Absterbephase unterteilt. In der lag-Phase findet eine Anpassung des
Zellmetabolismus an die neuen Kultivierungsbedingungen statt, weshalb in dieser
Phase ein noch vermindertes Wachstum der Zellen vorliegt. In der vorliegenden
Arbeit befanden sich die THP-1-Zellen nach einer Inkubation von 24 h und 48 h
bei allen verwendeten Zellzahlen in der lag-Phase. Wahrend bei der 72 h-

Inkubation die lag-Phase bis zu einer Zellzahl von 4000 Zellen zu erkennen war,

43



Diskussion

konnte diese Phase nach 96 h bis zu einer Zellzahl von 2000 Zellen festgestellt
werden. Die anschlieBende logarithmische Phase ist durch permanentes
Zellwachstum gekennzeichnet. Den Zellen liegen in dieser Phase optimale
Kultivierungsbedingungen und genlgend Nahrstoffe zur Proliferation zugrunde.
Die logarithmische Phase des Wachstums war bei den THP-1-Zellen nach einem
Zeitraum von 72 h ab einer Zellzahl von 4000 Zellen und nach einem Zeitraum von
96 h im Bereich von 2000 bis 10000 Zellen zu erkennen. Im Falle des Erreichens
einer bestimmten Zelldichte oder eines Nahrstoffmangels vermindern die Zellen ihr
Wachstum und somit die Proliferation. Dies ist kennzeichnend fur die stationare
Phase, welche bei den THP-1-Zellen nach einer Inkubation von 96 h ab einer
Zellzahl von 10000 Zellen ersichtlich war. Die Absterbephase war bis
einschlieBlich der maximal eingesetzten Zellzahl Uber einen Zeitraum von 96 h

nicht zu erkennen.

7.5 Undifferenzierte THP-1-Zellen weisen nach Anwendung einer
milden Hyperthermie kurzzeitig eine erhohte Vitalitat auf
THP-1-Zellen, die einer milden Hyperthermie von 39 °C und 41 °C ausgesetzt
wurden, zeigten Uber einen Beobachtungszeitraum von 72 h nach der Behandlung
eine erhohte Vitalitdt. Demgegenuber wiesen THP-1-Zellen, welche bei 43 °C
behandelt wurden, eine verminderte Vitalitdt Uber den gesamten

Nachbeobachtungszeitraum auf.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur, in der milde Temperaturen
eine Thermotoleranz der Zellen erzeugen und deren Uberleben ermdglichen,
wahrend Temperaturen ab 43 °C zu Zellzyklusarrest und Apoptose fuhren (Park et
al. 2005). Ein stimulierender Effekt milder Hyperthermie auf Monozyten konnte in
vorangegangenen Studien belegt werden. Bei gesunden menschlichen
Probanden, die einer Ganzkdrperhyperthermie bei 39,5 °C Uber eine Dauer von
2 h ausgesetzt waren, wies man 2 h danach eine erhohte Anzahl an Monozyten im
Blut nach (Kappel et al. 1991). Weiterhin ist bekannt, dass Monozyten unter
Einfluss einer milden Hyperthermie in einen aktiven Zustand mit erhdhter
Expression des Komplementrezeptors CD 11b und des Endotoxinrezeptors CD 14
auf der Zelloberflache Ubergehen (Zellner et al. 2002). Zudem scheint die Dauer
der Hyperthermiebehandlung einen Einfluss auf die Vitalitdt von Monozyten zu

haben. Wahrend in den durchgefihrten Experimenten der vorliegenden Arbeit
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eine 60-minutige milde Hyperthermie die Vitalitat der Zellen steigerte, konnte die
Arbeitsgruppe um Pollheimer nach einer 300-minutigen Hyperthermie bei 41 °C

eine deutliche Abnahme der Zellvitalitat feststellen (Pollheimer et al. 2005).

7.6 Differenzierung von THP-1-Zellen in M1- und M2-Makrophagen

Bevor der Einfluss einer milden Hyperthermie auf die Vitalitat von M1- und M2-
Makrophagen untersucht wurde, war es notwendig THP-1-Zellen zunachst in MO-
Makrophagen und anschliefend in M1- und M2-Makrophagen zu differenzieren.
Es konnte eine erfolgreiche Differenzierung in M1- und M2-Makrophagen gezeigt

werden.

Wahrend die Differenzierung in M1-Makrophagen durch den Nachweis einer
deutlichen Expression von CD 86 auf der Zelloberflache bestatigt werden konnte,
lag zum Nachweis einer Differenzierung in M2-Makrophagen nur eine geringe
Expression der Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 auf den Zellen vor.
Dennoch ist dieses Ergebnis valide, da in der Literatur eine ahnliche Expression
von CD 206 auf der Oberflache von M2-Makrophagen beschrieben wurde (Genin
et al. 2015). Ebenfalls wurde die Oberflachenexpression von CD 163 durch die
Arbeitsgruppe um Buchacher zum Nachweis einer gelungenen Differenzierung in
M2-Makrophagen verwendet (Buchacher et al. 2015). Um zukinftig die
Oberflachenexpression der beiden M2-Marker zum Differenzierungsnachweis zu
erhdhen, konnte man die Zelldifferenzierung mit veranderten
Zytokinkonzentrationen versuchen. Ebenfalls besteht die Mdglichkeit weitere fur
M2-Makrophagen typische Oberflachenmarker wie beispielsweise Dectin-1 zum
Nachweis der Differenzierung zu verwenden (Stoger et al. 2012). Zudem scheint
eine Ko-Kultur von M1- und M2-Makrophagen mit Brustkrebszellen (MCF-7-
Zellen) die Expression von CD 163 und CD 206 zu steigern (Yang et al. 2016).
Aulerdem kénnte man fiur zuklnftige Experimente die Moglichkeit in Betracht
ziehen durch eine Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie den Anteil an M2-
Makrophagen zu erhdhen, was durch die Arbeitsgruppe um Zhu anhand einer
Steigerung der CD 163-positiven Zellen von ca. 20 % auf 84 % gezeigt werden
konnte (Zhu et al. 2017).
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7.7 M1-Makrophagen zeigen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine erhohte Vitalitat

Eine milde Hyperthermie erhoht die Vitalitat von M1-Makrophagen im

Nachbeobachtungszeitraum von 72 h. Hierbei wiesen Makrophagen, die bei 39 °C

behandelt wurden, zum Zeitpunkt von 48 h nach der Behandlung eine um 12 %

und 72 h nach der Behandlung mit 41 °C eine um 17 % gesteigerte Vitalitat

verglichen mit den Referenzzellen auf.

Eine gesteigerte Vitalitdt von proinflammatorischen M1-Makrophagen st
vermutlich auf eine Induktion von Hitzeschockproteinen in den Zellen
zuruckzufuhren. Es ist bekannt, dass die Effekte der Hyperthermie mit der
Induktion von HSPs in Makrophagen korrelieren (Lee und Repasky 2012).
Besonders HSP 70 scheint hierbei fur die Vermittlung thermaler Effekte
entscheidend zu sein (Lee und Repasky 2012). Da HSP 70 mdglicherweise eine
hemmende Wirkung auf anti-Uberlebenssignalwege, wie den SAPK/JNK-
Signalweg, hat, spielt dieses Hitzeschockprotein eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung einer Thermotoleranz von Zellen (Park et al. 2005). Eine erhohte
Expression von HSP 70, HSP 90 und HSP 110 konnte durch die Arbeitsgruppe
um Tulakupar in einem Zeitraum von 2 h bis 4 h nach Anwendung einer milden
Hyperthermie in Makrophagen festgestellt werden (Tulapurkar et al. 2015).
Ebenfalls scheint eine milde Hyperthermie die HIF-1a-Expression in Makrophagen
vermindern zu kénnen (Jackson et al. 2006). Da HIF-1a in der Lage ist, eine
Zellapoptose zu induzieren, kdonnte somit eine Verminderung von HIF-1a in der
Zelle durch Anwendung einer milden Hyperthermie zu einem verbesserten
Uberleben der Zellen fiihren (Greijer und van der Wall 2004). Dies kdnnte eine
weitere Erklarung flr die erhohte Vitalitat der M1-Makrophagen nach der
Hyperthermiebehandlung sein. Neben der Wirkung einer milden Hyperthermie in
Makrophagen wurden stimulatorische Effekte in  weiteren Immunzellen
demonstriert. In Zellen des angeborenen Immunsystems, wie beispielsweise den
neutrophilen Granulozyten, scheint eine milde Hyperthermie die Aktivierung der
Zellen und deren Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (respiratorischer Burst)
zu erhdohen (Ostberg et al. 2005). Humane dendritische Zellen zeigen eine
Hochregulierung kostimulatorischer Molekile, wie beispielsweise CD 80, sowie
des proinflammatorischen Zytokins TNF-a (Knippertz et al. 2011).
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Ein erhdhter Anteil vitaler M1-Makrophagen nach einer milden
Hyperthermiebehandlung lasst vermuten, dass auch die Bildung und Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen sowie von Sauerstoff- und Stickstoffradikalen
steigt. Bezieht man diesen Aspekt auf die Wundheilung, ist denkbar, dass eine
milde Hyperthermie einen erhohten Anteil der genannten Mediatoren in einer
Wunde induziert. Dies ware besonders in der inflammatorischen Phase der

Wundheilung bedeutsam.

7.8 M2-Makrophagen weisen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie kurzzeitig eine veranderte Vitalitat auf
In dieser Arbeit bewirkte eine milde Hyperthermie von 41 °C eine erhohte Vitalitat

von M2-Makrophagen im Zeitraum von 48 h nach der Behandlung.

Die Erhéhung der Vitalitat von antiinflammatorischen M2-Makrophagen konnte
durch die intrazellulare Expression von HSPs erklarbar sein. Eine erhdhte
Expression von Hitzeschock Transkriptionsfaktor-1 (HSF-1), welcher ein
Transkriptionsfaktor fur HSPs ist, konnte durch Anwendung einer milden
Hyperthermie in Makrophagen induziert werden (Lee et al. 2015). In der Literatur
wurde zudem eine erhdhte Expression von HSP 70 in Makrophagen, die mit
milder Hyperthermie behandelt wurden, beschrieben (Lee et al. 2012). Es ist
bekannt, dass HSPs auch antiinflammatorische Funktionen in Makrophagen
ausuben (Lee und Repasky 2012). Insbesondere intrazellular vorkommendes
HSP 70 scheint den NF-kB-Signalweg und die Produktion inflammatorischer

Zytokine zu hemmen (Lee und Repasky 2012).

Eine Vitalitatserhohung von M2-Makrophagen durch die Anwendung einer milden
Hyperthermie, kénnte somit von Nutzen fir die Wundheilung sein, da M2-
Makrophagen antiinflammatorische Eigenschaften, wie die Produktion von IL-10,
Arginase-1 und TGF-B, aufweisen (Bhattacharya und Aggarwal 2018). Vor allem in
der spaten Phase der Wundheilung, in der M2-Makrophagen vermutlich eine

wichtige Rolle spielen, kdnnte dies von Bedeutung sein (Sindrilaru et al. 2011).
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7.9 M1-Makrophagen zeigen nach Anwendung einer milden
Hyperthermie eine tendenzielle Erhéhung von CD 163 und CD 206
auf der Zelloberflache

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass M1-Makrophagen nach einer milden

Hyperthermiebehandlung dber einen Nachbeobachtungszeitraum von 48 h eine

tendenziell erhdhte Expression der flir M2-Makrophagen typischen

Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 aufweisen.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine milde Hyperthermie mdglicherweise
in der Lage ist eine Umwandlung von M1- in M2-Makrophagen zu induzieren.
Proinflammatorische M1-Makrophagen wurden in einen Zustand uberfuhrt, der
anhand der betrachteten Zelloberflachenmarker M2-Makrophagen ahnelt und
somit eine vorwiegend antiinflammatorische Funktion besitzen kénnte. Inwiefern
diese Makrophagen tatsachlich die Funktionen von M2-Makrophagen aufweisen,
musste durch weiterflhrende Experimente untersucht werden. Dass
proinflammatorische Funktionen von M1-Makrophagen durch eine milde
Hyperthermie vermindert werden, wurde bereits in der Literatur beschrieben. Die
Arbeitsgruppe um Ensor konnte feststellen, dass humane Makrophagen nach
Anwendung einer milden Hyperthermie weniger TNF-a produzieren als
unbehandelte Makrophagen (Ensor et al. 1994). Ebenfalls konnte eine
verminderte TNF-a- und IL-1B3-Produktion bei mit LPS stimulierten Makrophagen
nach einer milden Hyperthermiebehandlung nachgewiesen werden (Fairchild et al.
2000). Zudem scheinen auch HSPs, welche durch Anwendung einer milden
Hyperthermie verstarkt exprimiert werden, antiinflammatorische Effekte zu
bewirken (Lee und Repasky 2012). Es konnte festgestellt werden, dass HSP 70 in
LPS-stimulierten Makrophagen in der Lage ist, die TNF-a und IL-1-Produktion der
Zellen zu vermindern (Shi et al. 2006). Ebenfalls scheint eine milde Hyperthermie
die HIF-1a-Expression in Makrophagen reduzieren zu kdonnen (Jackson et al.
2006). In der Literatur wurde beschrieben, dass HIF-1a an der Polarisierung von
Makrophagen in den M1-Phanotyp beteiligt ist (Malyshev und Malyshev 2015).
Wenn nun HIF-1a im Makrophagen durch Hyperthermie vermindert wird, kdnnte
die durch HIF-1a mitbedingte M1-Polarisierung abgeschwacht werden und
moglicherweise ein Ubergang in den antiinflammatorischen M2-Phanotyp
beginnen. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit eine veranderte
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Autofluoreszenz der M1-Makrophagen nach der Hyperthermiebehandlung mittels
Durchflusszytometrie festgestellt werden. Dies konnte auf morphologische
Veranderungen der Zellen zurtckzufihren sein. Durch die Arbeitsgruppe um
Sugimoto wurde bereits beschrieben, dass Hitze die Morphologie von Zellen
verandert (Sugimoto et al. 2012). In zuklnftigen Experimenten sollte deshalb die
Zellmorphologie vor und nach einer Hyperthermiebehandlung mittels Mikroskop

bewertet werden.

Letztendlich kdnnte eine durch milde Hyperthermie induzierte Umwandlung von
M1- in M2-Makrophagen fir den Heilungsprozess von chronischen Wunden von
Nutzen sein. Chronische Wunden verharren in der inflammatorischen Phase der
Wundheilung mit einer persistenten Aktivierung von M1-Makrophagen (Zhao et al.
2016, Sindrilaru und Scharffetter-Kochanek 2013). Eine Umwandlung dieser
proinflammatorischen M1-Makrophagen in antiinflammatorische M2-Makrophagen
durch Anwendung einer milden Hyperthermie kdnnte somit einen Ubergang von
der inflammatorischen in die proliferative Phase des Wundheilungsprozesses

fordern und dadurch die gesamte Wundheilung beschleunigen.
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8 Schlussfolgerungen

Da die Heilung von chronischen Wunden trotz bisheriger unterschiedlicher
Therapieansatze schwierig und langwierig ist, besteht ein Bedarf an weiteren
Behandlungsmaoglichkeiten. Die Anwendung von Warme stellt hierbei einen
moglichen Ansatz zur Behandlung von chronischen Wunden dar. Obwohl! die
Therapie chronischer Wunden mit Warme bereits einen Gegenstand der
klinischen Forschung darstellt, ist der Einfluss von Warme auf Zellen, welchen im
Wundheilungsprozess eine wichtige Bedeutung zukommt, weitgehend unbekannt.
Um die Rolle der Warmeanwendung in der Wundbehandlung zu starken, gilt es
somit zunachst die Effekte einer Warmebehandlung auf Zellen im

Wundheilungsgeschehen zu erfassen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine milde Hyperthermie
bei 39 °C und 41 °C kurzzeitig zu einer tendenziell erhéhten Vitalitat von HMEC-1-
Zellen (Endothelzelllinie) fuhrt. Dies lasst, Ubertragen auf das Wundgeschehen,
vermuten, dass eine Warmeanwendung zu einer gesteigerten Proliferation von
Endothelzellen und folglich zu einer vermehrten Gefalibildung durch diese Zellen
in der Wunde fiihren konnte. Durch eine somit gesteigerte Durchblutung der
Wunde und einer damit einhergehenden verbesserten Versorgung der Zellen mit
Nahrstoffen konnte die Wundheilung beschleunigt werden. Als nachster Schritt
sollte deshalb in zukinftigen Experimenten der Einfluss von Warme auf die
Fahigkeit der Endothelzellen zur  Bildung neuer GefalRe mit Hilfe von

Gefalbildungsassays untersucht werden.

Ebenfalls konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass THP-1-Zellen
(monozytische Zelllinie) und daraus differenzierte M1- und M2-Makrophagen nach
Anwendung einer milden Hyperthermie bei 39 °C und 41 °C kurzzeitig eine
Vitalitdtserhohung aufzeigen. Eine durch Warmeanwendung bedingte Steigerung
der Proliferation von Monozyten und den daraus differenzierten M1- und M2-
Makrophagen konnte somit einen gunstigen Einfluss auf die wahrend des
Wundheilungsgeschehens ablaufenden inflammatorischen Prozesse haben. Eine
erhohte Anzahl von M1-Makrophagen kdnnte vor allem in der frihen Phase der
Wundheilung zur Steuerung von proinflammatorischen Prozessen eine wichtige

Rolle spielen, wohingegen sich eine erhdhte Anzahl an M2-Makrophagen in den
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spateren Phasen der Wundheilung positiv auf antiinflammatorische Vorgange
auswirken konnte. Folglich sollte das Ziel zukunftiger Experimente sein, den
Einfluss einer milden Hyperthermie auf die von M1- und MZ2-Makrophagen

freigesetzten pro- und antiinflammatorischen Zytokinmuster zu untersuchen.

AbschlieRend konnte in der Arbeit eine tendenzielle Erhéhung der fir M2-
Makrophagen typischen Oberflachenmarker CD 163 und CD 206 auf M1-
Makrophagen nach einer milden Hyperthermiebehandlung bei 39 °C und 41 °C
nachgewiesen werden. Eine milde Hyperthermie konnte somit in der Lage sein,
proinflammatorische M1-Makrophagen in antiinflammatorische M2-Makrophagen
umzuwandeln, was verstarkte Inflammationsprozesse in chronischen Wunden
dampfen und schlieBlich die Wundheilung beschleunigen konnte. Gegenstand
folgender Versuche sollte demnach die Analyse weiterer fur M2-Makrophagen
typischer Oberflachenmarker auf M1-Makrophagen nach einer milden
Hyperthermiebehandlung sein, um eine Umwandlung in M2-Makrophagen

bestatigen zu konnen.
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