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ABSTRACT Wenn multivesikuldre Endosomen (MVEs) mit der Plasmamembran verschmelzen, werden Exosomen in den = - o 5
extrazelluldren Raum freigesetzt, wo sie andere Zellen beeinflussen kénnen. Die Fahigkeit der Exosomen, nahe oder weiter o 254 0.1 > 14
entfernte Zellen zu regulieren, hangt davon ab, ob sie an der sezernierenden Zellmembran haften bleiben. Die Regulierung © w
und die Kinetik der Exosomensekretion sind nicht gut charakterisiert, aber Sonden zur direkten Abbildung einzelner MVE- = 04 0.0 Pl
Fusionsereignisse haben die Visualisierung des Fusions- und Freisetzungsprozesses ermdglicht. Insbesondere die . o .0 o Ei 36 o ’ e o
Entwicklung eines Exosomenmarkers mit einem pH-sensitiven Farbstoff in der Mitte des Tetraspaninproteins CD63 hat die A ¢f,0 A S ge 057 A q':c’ A ﬂ;o -{’o q‘lo '\"0
) . - ) - . ) . VY VY kD VOV 2 RO P L P L L
Untersuchung einzelner MVE-Fusionsereignisse erleichtert. Mithilfe der TIRF-Mikroskopie wurden einzelne
Fusionsereignisse in A549-Zellen gemessen, die bei 23-37° C gehalten wurden, und die Ereignisse wurden mithilfe eines
automatischen Erkennungsalgorithmus identifiziert. Ein stabiles Andocken geht der Fusion fast immer voraus, und eine
Senkung der Temperatur ging mit einer Abnahme der Verlustrate des Inhalts und der Haufigkeit der Fusionsereignisse
einher. Der Verlust der CD63-pHIuorin-Fluoreszenz wurde an den Fusionsstellen gemessen und mit einem einfachen oder (@) Durchschnittliche Intensitdtsspuren in der Zeit von einzelnen MVE-Fusionsereignissen
doppelten exponentiellen Zerfall angepasst, wobei die meisten Ereignisse zwei Komponenten und ein Plateau erfordern, da . _ 270C _ _ _ . .
der Fluoreszenzverlust in der Regel unvollstandig war. Zur Vorhersage der Kinetik wurden Fusionsereignisse als lokalisierte bei 230C (n = 86), (n = 83), 320C (n = 77) und 370C (n = 7110). Fur die Anpassung
Freisetzung von gebundenen/ungebundenen Exosomen simuliert, die mit der Diffusion von CD63 durch die Membranen wurde die zeitliche Ausrichtung in Bezug auf die maximale Intensitat (O s) vorgenommen
gekoppelt sind. Der experimentell beobachtete Zerfall erforderte in der Simulation drei Komponenten: 1) freie Exosomen, 2) ) ) . ) . L. .
CD63-Membrandiffusion von der endosomalen Membran in die Plasmamembran und 3) angebundene Exosomen. Die und die einzelnen Spuren wurden auf das Maximum normiert. Die schwarzen Linien sind
Modellierung mit Iangsamer Diffusion der angebundenen Exosomen (0,0015-0,004 mm2 /S) paSSt genau zu den Anpassungen mit einer Biexponentialfunktion_ (b) Zoom der biphasischen An passung und
experimentellen Daten fiir alle Temperaturen. Die Simulation mit unbeweglichen Fesseln oder ohne Fesseln kann die Daten . . . 3 . .
S - o e M - = - “ - - der (c) einfachen exponentiellen Anpassung bei kurzen Zeiten. Die Fehlerbalken sind
Exosomen sind nanoskalige Vesikel, die von einer Vielzahl von Zellen abgesondert werden, und sie sind an einer Mittelwerte + SE.
Reihe von Krankheiten beteiligt, von Krebs bis zur Alzheimer-Krankheit. Damit Zellen Exosomen absondern kénnen, . i .
verschmelzen multivesikulédre Endosomen (MVEs) konstitutiv mit der Plasmamembran. Nach der Fusion zirkulieren die (d) Der prozentuale Verlust der Intensitdt 1 s nach dem Maximum. Alle unterscheiden
Exosomen, um Zellen in der Nahe_u_nd in der _Ferne_zu beeinflussen. In dieser Arbeit wu_rde die F_u3|o_n von M\_/Es durch sich in t-Tests (p<0,05) signifikant von der nichstgelegenen Temperatur (Mittelwert +
Fluoreszenzmikroskopie charakterisiert und die Freisetzungsrate gemessen und anschliefend simuliert, um ein Modell
firr das Schicksal von Exosomen nach der Fusion zu entwickeln. Exosomen werden bei hdheren Temperaturen haufiger SE). (e) Der Anteil des schnellen Abklingens fiir jede Temperatur ist nicht signifikant
ﬁ:fsteMn\éIIEe?bZtr)]gesondert, und die Modellierung legt nahe, dass einige Exosomen eine Zeit lang an der Zelloberflache unterschiedlich. Der hellgraue Balken zeigt die Menge an CD63, die auf der MVE-
Grenzmembran zu erwarten ist (Mittelwert = SE). (f) Das Plateau aus dem
biexponentiellen Fit bezieht sich auf die lange Zeit verbleibende Intensitdt (Median +

95%Cl, nur 230C unterscheidet sich signifikant von den anderen in einem t-Test, p<0,05).

(g) Beobachtete Fusionsereignisse pro Minute der Datenerfassung bei verschiedenen

Temperaturen (Mittelwert + SE). Entnommen aus Mahmood, A. et al. (2023). Die Kinetik
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der Exosomensekretion wird durch

die Temperatur gesteuert.
Biophysical Journal.
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Forschungspapier
Nachhaltige Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus photoaktiviertem )
plattchenreichem Plasma (PRP) it
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OSO d Schlisselwérter: Ziel dieser Studie ist es, die Fihigkeit einer polychromatischen Lichtquelle (PAC) mit effektiven
@s Kontrollierte Freisetzung Wellenldangen im Bereich von 600-1200 nm (Nahinfrarotbereich, NIR) zu spezifizieren, menschliche
Plattchenreiches Plasma (PRP) Blutplittchen in plittchenreichem Plasma (PRP) zu aktivieren und eine anhaltende und kontrollierte
Wachstumsfaktor Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus photoaktivierten Blutplittchen zu erreichen. PRP wurde aus
Pl }.mtohiom(‘)dula.tion (Photostimulation) menschlichem Blut isoliert und mit PAC in verschiedenen Zeitintervallen wihrend 1, 5 und 10 Minuten aus 10 cm
Tissue Engincering Entfernung zu den Blutplittchen behandelt. Die ATP-Sekretion und anschlieBend die Kalziumfreisetzung aus
den Blutpldttchen nahmen nach der Lichtanwendung deutlich zu. Die Photostimulation der Thrombozyten
16ste die Ausdehnung der Lamellipodien, die Bildung zahlreicher Filopodien und die Agglomeration der
Thrombozyten als Aktivierungsindikatoren aus. Die P-Selektin-Expression war nach der Anwendung von
PAC signifikant erhoht. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass PRP erfolgreich mit PAC fir 10 Minuten
aktiviert wurde und eine aktivierungsabhingige, anhaltende Freisetzung von Wachstumsfaktoren iiber 28
Tage erreichte. Wir haben bewiesen, dass PAC, das ein groBes Potenzial zur Aktivierung von PRP hat, eine
anhaltende Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus PRP ermdglicht, die in regelméBigen Abstinden fur
therapeutische Anwendungen von PRP genutzt werden kann.
(a) MVEs docken zuerst an und fusionieren dann. Nach der Fusion kénnen bei einzelnen 1. Einleitung Thrombin und Kollagen kénnen bei Patienten eine allergische Reaktion
auslosen [6]. Kalziumquellen, bei denen es sich um synthetische
Fusionsereignissen drei Ergebnisse gleichzeitig auftreten: (b) Exosomen verlassen die Bestandteile handelt, haben auch Nebenwirkungen

. . Thrombozytenreiches Plasma (PRP), das die konzentrierten Blutplattchen in einer Wirkung und Toxizitdt ist. AuBerdem koénnen alle diese
[) -

Fusionsstelle schnell (24 A)' <O’5 S)' (C) CD63 pHIuorm auf der endosomalen Membran chemischen Mittel kleines Volumen von Blutplasma aktivieren, ist derzeit in der Klinik und Gewebe der PRP nur einmal verwendet. Daher haben

wir in dieser Studie beschlossen, technische Studien zu untersuchen. Die grundlegende Basis hinter dem Mechanismus der potenziellen Verwendung

von Photostimulation fiir PRP-Aktivierung, um die Wirkung von PRP ist, dass durch die Erhéhung der Konzentration von Wachstumsfaktoren

diffundiert in die Plasmamembran (36 %, 1-2 s), oder (d) angebundene Exosomen

bleiben an der Membran haften und verlassen Iangsam die Fusionsstelle (40 %, 5-10 S). erreichen nachhaltige und kontrollierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus PRP fur wie Thrombozyten-Wachstumsfaktor (PDGF),

grundlegende Fibroblastenwachstum Tissue Engineering und Klinik Verwendung.
Faktor (bFGF), transformierender Wachstumsfaktor 3 (TGF-8), vaskulédrer En- Photostimulation auf der Grundlage von Low-Level-Laser- (oder
Licht-) Therapie (LLLT) Dothelial Growth Factor (VEGF), Interleukinen, Hormonen und mehreren anderen Proteinen, die von Thrombozyten
freigesetzt werden, wurde fiir eine Vielzahl medizinischer Therapien wie Wundheilung, Heilung und Schmerzkontrolle sowie fiir die
wissenschaftliche Grundlagenforschung eingesetzt [ 7]. In-vitro-Daten haben die Heilung beschleunigt [ 1.2]. zeigen, dass LLLT die Zellproliferation
stimulieren kann [8,9], Kollagen

Im Blutkreislauf befinden sich die Thrombozyten in einem ruhenden, diskoiden Zustand, ohne Synthese [8] und Zelldifferenzierung [8,10.11].

Der prozentuale Anteil der einzelnen Komponenten und die ungefdahre Zeit bis zum
Verlassen der Fusionsstelle wurden anhand einer Simulation des bei *’ °C gemessenen

durchschnittlichen Fusionsabfalls ermittelt. Entnommen aus Mahmood, A. et al. (2023).

Die Kinetik der Exosomensekretion wird durch die Temperatur gesteuert. Biophysical
Journal.



http://www.elsevier.com/locate/ejpb

ARTIKEL AUS DER GRUNDLAGENFORSCHUNG

Vergleich der ATP-Sekretion von unstimulierten
und photostimulierten Blutplattchen
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(a) Die Sekretion von Adenosintriphosphat (ATP) aus den Mitochondrien der
Blutplattchen wurde durch Photostimulation wahrend 1 (PL-PAC1), 5 (PL-PAC5) und 10
(PL-PAC10) Minuten induziert. Der Biolumi- neszenz-ATP-Assay zeigte, dass die ATP-
Sekretion mit zunehmender Lichtdauer anstieg. Wahrend die ATP-Menge in ruhenden
Thrombozyten normal war, stieg sie in allen Gruppen nach der Photostimulation
signifikant an (p<0,001) und erreichte ein hohes Niveau (38,32 umol) nach der
Stimulation mit polychromatischer Lichtquelle (PAC) fir 10 Minuten. (b) Entwicklung der
sezernierten ATP-Menge von ruhenden Thrombozyten und photoaktivierten
Thrombozyten nach 24 Stunden Inkubationszeit. Wahrend die ATP-Sekretion nach 24
Stunden in allen Gruppen zunahm, war sie bei den mit PAC behandelten Thrombozyten
signifikant erhoht und statistisch héher als in den anderen Gruppen (p<0,001). Die Daten
sind als Mittelwert von drei Exemplaren und die Fehlerbalken als Standardabweichung
angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit Symbolen
gekennzeichnet: ***p<0,001, wenn die Kontrollgruppe PL ist; AAAp<0,001, wenn die
Kontrollgruppe PL-PAC1 ist; +++p<0,001, wenn die Kontrollgruppe PL-PACS ist.
Angepasst und entnommen aus Irmak, G. et al. (2019). Sustained Release of Growth
Factors from Photoactivated Pla- telet Rich Plasma (PRP). European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics.
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Kumulative In-vitro-Wachstumsfaktor-Freisetzung aus aktiviertem PRP
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(a-c) PDGF, TGF-B und b-FGF wurden in dieser Studie als reprasentative
Wachstumsfaktoren ausgewahlt. Die Ergebnisse zeigten, dass mit polychromatischem
Licht (PAC) photoaktiviertes PRP deutlich langer und in gréoBerer Menge PDGF (a), TGF-R
(b) und bFGF (c) freisetzte als mit CaCl, aktiviertes PRP. Die In-vitro-Freisetzung von PRP
wurde 28 Tage lang durchgefuhrt, und die kumulativen Freisetzungsprofile der
Wachstumsfaktoren wurden gemessen. Mit CaCl, aktiviertes PRP setzte 50 % der
Wachstumsfaktoren am Ende des ersten Tages mit dem Burst-Effekt frei (PRP-CaCl, ,
blaue Linie). Die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus den photoaktivierten
Thrombozyten nahm im Laufe der 28-tagigen Inkubationszeit zu, wobei in den ersten 24
Stunden ein Burst-Effekt beobachtet wurde und die Freisetzung der Wachstumsfaktoren
am 21. Photoaktiviertes PRP wurde 10 Minuten lang (PRP-PAC10, orangefarbene Linie)
oder jeden zweiten Tag 10 Minuten lang (PRP-PAC10++, graue Linie) mit
polychromatischem Licht bestrahlt, und es wurden kumulative Freisetzungsprofile
ermittelt. Auch hier wurde eine sprunghafte Freisetzung in den ersten 24 Stunden
beobachtet. In den folgenden Tagen nahm die Menge der freigesetzten
Wachstumsfaktoren kontrolliert zu. Die Daten sind als Mittelwert von drei Exemplaren
und die Fehlerbalken als Standardabweichung angegeben. Adaptiert und extrahiert aus
Irmak, G. et al. (2019). Sustained Release of Growth Factors from Photoactivated Platelet
Rich Plasma (PRP). European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics.
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OPEN" Ein optimiertes Protokoll fiir die
‘Zubereitung von plittchenreichem
Plasma zur Verbesserung seiner
U “angiogenen und regenerativen

Afi<hed oling: 24 Jonuany 2008 -
. Eigenschaften

- Julia Ewlaint Hebe A, Menal Roberto P. Meis2, Gustavo frechtel) Susana @, Soledad Negrotto! & Mirta
. Schattner1

© Obwohl plattchenreiches Plasma (PRP) in der regenerativen Medizin als Quelle fiir

. Wachstumsfaktoren verwendet wird, ist seine Wirksamkeit nach wie vor umstritten, was teilweise

- darauf zuriickzufiihren ist, dass es keine PRP-Zubereitungsprotokolle gibt, die auf der regenerativen

. Rolle der Blutplattchen basieren. Wir haben versucht, das Protokoll zu optimieren, indem wir die

. angiogenen und regenerativen Eigenschaften von PRP analysiert haben. Es wurden drei

. Optimierungsstrategien untersucht: Verdiinnung, Vorinkubation bei 4 °C und Zusatz von

: Kryoprézipitat-Plasma. Nach der Koagulation wurden die PRP-Releasate (PRPr)

- verwendet, um die Angiogenese in vitro (HMEC-1 Proliferation, Migration und Tubulusbildung) und in

. vivo (Chorioallantoismembran) sowie die Regeneration von Schnittwunden auf Mausehaut. Gewaschene

. Thrombozytenreleasate induzierten eine starkere Angiogenese als PRPr, was auf die antiangiogene

- Wirkung des Plasmas zuriickzufiihren ist, die durch Verdiinnung von PRPr mit Kochsalzlésung

- verringert wurde. Die Angiogenese wurde auch durch die Vorinkubation von PRP bei 4 °C und die

. Zugabe von Kryoprazipitat verbessert. Eine Kombination von Optimierungsvariablen hatte einen

. additiven Effekt, wodurch die angiogene Aktivitdt von PRPr von gesunden Spendern und

- Diabetikern erhéhtwurde. Optimiertes PRPr fiihrte zu einer schnelleren und effizienteren

- WiundheiltaigderidMaushigut insVergleichswsiidbgiogitimiertem BRPRAceatylsalicylsitutdhemimtedie Die

. dhycbPRRriveithittité Anglagenbse uhdGeweberegdienatibiriese Hemthuniytwierdeenabhdereration,

: ?gﬁﬁm@rw@aufg@k&beh. UdseréEriuinisse deliceivdbralifkicdass'dieVorivkisbdiiba vBrkrRIKbegdn,

¢ Medilenstanian Mhﬂwm6maab\ﬁréﬁlxaybpfsz7§iﬁ§hiarl§afg§§éfﬁmM%ﬁnmﬁhrt»
0OroD1

E@%ﬂ%‘?@?ﬁﬂ‘?ﬁﬁm“ﬂﬂsﬁ?ﬁﬁ“‘ﬁ%ﬁ%ﬁ@%}%@ i g s A

itats- und

* Mortalititsrate aus; daher ist die Wundheilung eine aktuelle medizinische ferawsfordering? Derzeit gibt es mehrere

. Techniken zur Foérderung der Wundheilung, darunter biologischer Gewebeersatz, Gentherapie, rekombinante

° Wachstumsfaktoren und zellbasierte ehandiungend4 Dariiber hinaus gibt es lokale Methoden zur Verbesserung der

. Blutzirkulation bei Patienten mit chronischen Wunden, die mit Neuropathien und Gefiflerkrankungen

- einhergehen. Zu diesen Techniken gehoren mechanische/physikalische Methoden (Unterdrucktherapie und
intermittierende pneumatische Kompressionsverletzungen) und ionische Methoden (hyperbare Behandlung mit
Ozon)*.

www.nature.com/scientificreports

Kalteprakonditionierung fordert die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen aus Blutplattchen

A [eacnis [l cachi=

IL-8
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L7 {pgimL)
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e e C

PRP wurde 30 Minuten lang bei 37 °C, 23 °C oder 4 °C inkubiert, und die Konzentrationen
von VEGF, EGF, bFGF, IL-17, IL-8 und PDGF in PRP-Freisetzungen vor der Gerinnung
(CaCl2-) oder nach der Gerinnung (“°“**) wurden mittels ELISA bestimmt. Die Sekretion
von VEGF, EGF, bFGF, IL-17 und IL-8, aber nicht von PDGF, wurde temperaturabhangig
induziert. Wahrend VEGF, EGF, bFGF, IL-17 und IL-8 teilweise freigesetzt wurden, wenn
das PRP bei 37°C oder 23°C inkubiert wurde (20-60% der Gesamtmenge innerhalb der
Blutplattchen), wurde die vollstandige Sekretion dieser Molekile nur erreicht, wenn das
PRP bei 4°C inkubiert wurde. Die Gesamtkonzentration in den Thrombozyten wurde in
Thrombozytenlysaten gemessen. (n=4-5, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. unstimuliert;
&p<0.05, &&p<0.01, &&&P<0.001 vs. 37°C; $p<0.05, $1p<0.01, +11p<0.001 vs. Lysis).
VEGF, vaskularer endo- thelialer Wachstumsfaktor; EGF, epidermaler Wachstumsfaktor;
bFGF, grundlegender Fibroblasten-Wachstumsfaktor; PDGF, von Blutplattchen
abgeleiteter Wachstumsfaktor; IL, Interleukin. Angepasst und entnommen aus Etulain,

J. et al. (2018). Ein optimiertes Protokoll fur die Herstellung von plattchenreichem Plasma
zur Verbesserung seiner angiogenen und regenerativen Eigenschaften.
Wissenschaftliche Berichte.
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Fahigkeit von Exosomen aus menschlichen
mesenchymalen Stammzellen aus der
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Kun Yang', Dong Li#*, Meitian Wang', Zhiliang Xu', Xiao Chen', Qiao Liu', Wenjie Sun', Jiangxia Li',
Yaogin Gong', Duo Liu*, Changshun Shao®, Qiji Liu™ und Xi Li'®f

Check for
updates

Abstrakt W

Hintergrund: Das therapeutische Potenzial von mesenchymalen Stammzellen (MSC) kann zum Teil auf die
abgesonderten parakrinen Faktoren zurtickgefuihrt werden, zu denen Exosomen gehéren. Exosomen sind kleine,
untertassenférmige Bldschen, die miRNAs, mRNAs und Proteine enthalten. Von Exosomen aus mesenchymalen
Stammzellen der menschlichen Nabelschnur (hUC-MSCs) wurde berichtet, dass sie die Angiogenese férdern. Die
Wirksamkeit von Therapien auf Exosomenbasis ist jedoch nach wie vor begrenzt.

in vitro und in vivo. Ziel der vorliegenden Studie war die Entwicklung eines neuen optischen Manipulationsansatzes zuf
Stimulierung des proangiogenen Potenzials von Exosomen und zur Charakterisierung des der Geweberegeneration
zugrunde liegenden Mechanismus.

Methoden: Wir verwendeten blaues (455 nm) und rotes (638 nm) monochromatisches Licht, um die Verarbeitung der
Stimuli zu untersuchen. Exosomen wurden mit dem QIAGEN exoEasy Maxi Kit hergestellt und ihre Anwesenheit durch
Transmissionselektronenmikroskopie und Immunoblotting-Analysen bestéatigt. Die proangiogene Aktivitdt von mit blauem
Licht behandelten humanen Nabelvenenendothelzellen (HUVECs), wenn sie mit hUC-MSCs kokultiviert wurden, wurde
durch EdU (5-Ethynyl-2'-Desoxyuridin)-Einbau, Wundverschluss und Endothelréhrenbildungstests bewertet. Die in vivo
angiogene Aktivitat von mit blauem Licht behandelten MSC-Exosomen (MSC-Exs) wurde anhand von Matrigel-Plug-
Modellen und Hautwunden bei Mdusen untersucht.

Ergebnisse: Wir fanden heraus, dass 455-nm-Blaulicht die Proliferation, Migration und Réhrenbildung von HUVECs, die mit
MSCs ko-kultiviert wurden, wirksam férdert. Dartiber hinaus stimulierten MSC-Exs in vivo die Angiogenese und ihr
proangiogenes Potenzial wurde durch die Beleuchtung mit blauem Licht signifikant erhéht. SchlieRlich wurde die
Aktivierung der Endothelzellen als Reaktion auf die Stimulation durch mit blauem Licht behandelte Exosomen durch die
Hochrequlierung von zwei miRNAs, miR-135b-5p und miR-499a-3p, nachgewiesen.

Schlussfolgerungen: Die Beleuchtung mit blauem Licht (455 nm) verbesserte die therapeutische Wirkung von hUC-MSC-
Exosomen, indem sie ihre proangiogene Fahigkeit in vitro und in vivo durch die Hochregulierung der folgenden zwei miRNAs
verstarkte: miR-135b-5p und miR-499a-3p.

Schlusselwdrter: Mesenchymale Stammzellen, Exosomen, Angiogenese, Lichtexposition, microRNAs
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MutmaRBlicher Mechanismus, durch den blaues Licht die
beiden miRNAs zur Aktivierung der Endothelzellen erhoht
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Exosomes

Humane mesenchymale Stammzellen aus der Nabelschnur (hUC-MSCs) exprimieren von
Natur aus blau- (455 nm) und rot- (638 nm) lichtempfindliche Opsine, Photorezeptoren, die
in der Netzhaut und Haut von Sdugetieren vorkommen. Nach der Bestrahlung mit blauem
Licht zeigten hUC-MSCs sowohl in vitro als auch in vivo erhéhte proangiogene Fahigkeiten,
indem sie die Freisetzung von Exosomen auslosten. Insbesondere die in diesen Exosomen
identifizierten microRNAs miR-135b-5p und miR-499a-3p wurden nach Blaulichtstimulation
signifikant hochreguliert. Diese beiden microRNAs férderten gemeinsam die Proliferation und
Migration von Endothelzellen (ECs), indem sie die Expression ihres Zielgens MEF2C
(myocyte enhancer factor 2C) modulierten. Diese Entdeckung entschlisselte eine
mechanistische Verbindung zwischen monochromatischer Blaulichtexposition und dem
proangiogenen Potenzial von Exosomen aus hUC-MSCs. Angepasst und entnommen aus
Yang, K. et al. (2019). Die Exposition gegenltber blauem Licht stimuliert die proangiogene
Fahigkeit von Exosomen, die aus menschlichen mesenchymalen Stammzellen aus der
Nabelschnur stammen. Stem Cell Research & Therapy.
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Ursprunglicher Artikel

Photoaktivierung von kérpereigenem
Material mit einem neuen zuverlassigen,
sicheren und effektiven Verfahren

Hernan Pinto!

li2e3 Biomedizinisches Forschungsinstitut, Barcelona, Spanien

Abstrakt

Hintergrund: Die Mdéglichkeit, Zustinde und Krankheiten mit biologischen Materialien zu verbessern, die aus dem
eigenen Gewebe des Patienten hergestellt werden, war schon immer eine attraktive Idee. Es besteht eine grofBe
Diskrepanz zwischen der riesigen Menge an préklinischen Daten und der begrenzten Forschung, die zur
Photomodulation oder Photoaktivierung durchgefiihrt wird. Dies liegt daran, dass fiir ein wirksames und
kontrolliertes Management der Lichtenergie mehrere Hindernisse tiberwunden werden miissen.

Ziel: Ziel dieser Studie ist die Bewertung der physikalischen Hindernisse, auf die das Licht auf seinem Weg von der
Quelle bis zum biologischen Gewebe in einem speziell fur diesen Zweck gebauten Gefal stoft.

Methoden: Die Gesamtreflexion (spiegelnd + diffus fir einen Einfallswinkel von 8°) und die Gesamtdurchlassigkeit
(reguldr + diffus) einer rechteckigen Flache von 2 cm2, die einer 5 cm langen, 4 cm breiten und 1 mm dicken Terlux
2812HD Kunststofffolie entspricht, wurden ausgewertet.

Ergebnisse: Es wurde gezeigt, dass mit dieser Anordnung Uber 90 % der ausgestrahlten Lichtenergie das Zielgewebe
erreicht, wobei weniger als 10 % der Energie verloren geht.

Schlussfolgerung: Die in dieser Studie gewonnenen Daten ermodglichen es uns, die Eignung dieses Systems als
wirksames Instrument zur Nutzung des klinischen Nutzens der Photoaktivierung von biologischen Materialien zu
ermitteln.

Schlusselworter
Autotransplantation, Zelltransplantation, Licht, Photoaktivierung, Photomodulation

Abkiirzungen: LEDs, lichtemittierende Dioden; CSIC, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Spanischer
Nationaler Forschungsrat)
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Die Wirkung von kurzfristigen
Auswirkungen der Kiihlung auf die
Reaktionsfihigkeit der
Blutplattchen

Brna Kok vontariiastashuRshsh s dhibomKlinmer reMpEiun e usalliafeteriabr
Asgedeitonsglan'stKatia Weber hgblangis B ceakhicupeganiorssletdizlich konnten wir zeigen,
dass die kéltebedingte Abschwéachung der hemmenden Signaliibertragung ein wichtiger
Mechanismus zur Férderung der Thrombozytenreaktivitat ist. Fiir die Entwicklung von

Strategien im Blutbanking ist es erforderlich, den zeitabhdngigen Beginn der erleichterten
Thrombozytenaktivierung zu klaren. Daher wurde frisch aufbereitetes Thrombozyten-Reichs-

Plasma (PRP) fiir 1 und 2 Stunden bei CT (2-6 °C) oder bei RT (20-24 °C) gelagert und anschlieBend
vergleichend analysiert. Im Vergleich zu RT waren die basalen und induzierten
vasodilatatorstimulierten Phosphoprotein (VASP)-Phosphorylierungswerte unter CT innerhalb von

1 h um ca. 20 % verringert, was durch Western-Blot-Analyse und Durchflusszytometrie bestimmt
wurde. Gleichzeitig waren die ADP- und Kollagen-induzierten Aggregationsschwellenwerte um bis

zu 30-40 % erhoht. Dariiber hinaus waren die mit Thrombozyten bedeckten Flachen auf
kollagenbeschichteten Objekttragern und die Aggregatbildung unter Flussbedingungen nach der
Lagerung bei CT erhéht, zusatzlich zu den induzierten Aktivierungsmarkern. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass ein Zeitraum von 1 bis 2 Stunden fiir die Kiihlung ausreicht, um eine

Abschwéchung der hemmenden Signaliibertragung bei gleichzeitiger Steigerung der
Thrombozytenreaktivitédt zu bewirken. Die kurzzeitige Kiithlung kann als rationaler Ansatz betrachtet
werden, um PC mit hoherer funktioneller Reaktivitdt fiir die Behandlung von Blutungen zu erhalten.
In der Transfusionsmedizin sind Thrombozytenkonzentrate (ThK) haufig hergestellte Blutbestandteile, die vor
allem zur Prophylaxe oder Behandlung von Blutungen aufgrund von Thrombozytopenie oder bei Patienten
mit eingeschrinkter Thrombozytenfunktion eingesetzt “".. Derzeit werden PC regelmifig bei
Raumtemperatur (RT, 20-24 °C) gelagert, was mit zwei groflen Nachteilen verbunden ist: dem Risiko des
Bakterienwachstums und der Entwicklung von Funktionseinschrinkungen, den sogenannten leserungslisionen23,
Daher ist die Haltbarkeit von Thrombozyten je nach Herstellungsbedingungen und gesetzlichen Bestimmungen
in vielen Lindern auf 4-7 Tage beschrankt. Die Lagerung von Thrombozyten bei kalter Temperatur (CT, 2-6
°C), die bis in die 1980er Jahre durchgefithrt wurde, bietet eine Alternative, um das Risiko des
Bakterienwachstums zu verringern und die Lagerzeit zu *am4¢ RT ist zum Standard fiir die Lagerung von
Thrombozyten geworden, da die Kiihlung eine Anhdufung von Glykopro- tein Ib (GPIb) auf der
Thrombozytenoberfliche und eine Desialylierung bewirkt, was zu einer schnellen Clearance von
retransfundierten Thrombozyten in vivo % obwohl kalt gelagerte Thrombozyten bei akuten Blutungen

aufgrund ihrer erhdhten Reaktionsfihigkeit als iiberlegen &2,

Kirzlich konnten wir zeigen, dass die hohere Reaktivitat der Blutplattchen bei Kihllagerung durch eine
Abschwachung der hemmenden Signaliibertragung vermittelt wird, was zu einer verstarkten ADP-induzierten
Aggregationsreaktion *"#¢®, Die Phosphorylierung von vasodilatatorstimuliertem Phosphoprotein (VASP),
einem reprasentativen Marker der

Thrombozytenhemmungl0 oy tyickelte sich kontinuierlich.
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» Lineare Morphea im Erwachsenenalter (en coupe de sabre)
Erfolgreiche Behandlung des Gesichts mit
photoaktiviertem plattchenreichem
Niedertemperaturplasma: Eine glltige
therapeutische Option. Mercuri, S. R. et al. (2023).
Medicina.

Wirksamkeit von photothermisch-bioaktiviertem
plattchenreichem Plasma zur Biostimulation der Haut
bei Patienten, die fir keine andere medizinisch-
asthetische Behandlung in Frage kommen: Eine
Pilotstudie. Hernandez Sanz, C. & Pinto, H. (2023).
Hautforschung und Technologie.

Wirksamkeit und Sicherheit von photothermisch-
bioaktiviertem plattchenreichem Plasma zur
Gesichtsverjlingung. Beltran,

» B. etal. (2022). Zeitschrift fiir kosmetische Dermatologie.

Thermische Konditionierung: Verbesserung des Gehalts an
prp-Wachstumsfaktoren. Pinto, H. & Melamed, G. (2020).
Prime Journal.
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Erfolgreiche Behandlung der linearen Morphea (en coupe de
sabre) des Gesichts bei Erwachsenen mit photoaktiviertem
Niedertemperatur-Pldttchenplasma: Eine valide
therapeutische Option
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2

Zusammenfassung: Die lokalisierte Sklerodermie (auch als Morphea bekannt) ist eine chronische
Autoimmunerkrankung, die durch depressive, fibrotische und dyschrome Hautldsionen
gekennzeichnet ist. Aufgrund der unisthetischen Entwicklung der Hautldsionen hat sie erhebliche
Auswirkungen auf das tdgliche Leben des Patienten. Die Morphea wird klinisch in lineare,
umschriebene (Plaque), generalisierte, pansklerotische und gemischte Formen unterteilt. Die
lineare Morphea en coupe de sabre (LM) tritt in der Regel in der Kindheit auf. In etwa 32 % der
Fille kann sie jedoch auch im Erwachsenenalter auftreten, wobei sie einen aggressiveren Verlauf
und ein erhohtes Risiko fiir systemische Erkrankungen aufweist. Methotrexat ist die
erste Wahl bei der Behandlung von LM, aber auch systemische Steroide, topische Wirkstoffe
(Kortikosteroide und Calcineurin-Inhibitoren), Hyaluronsédure-Injektionen und Hydroxychloroquin
oder Mycophenolat-Mofetil sind valide therapeutische Optionen. In jedem Fall sind diese
Behandlungen nicht immer wirksam und kénnen manchmal mit erheblichen Nebenwirkungen
verbunden sein und/oder von den Patienten nicht vertragen werden. In diesem Spektrum kann
die Injektion von pléttchenreichem Plasma (PRP) als giiltige und sichere Alternative betrachtet
werden, da PRP-Injektionen in die Haut die Freisetzung von entziindungshemmenden
Zytokinen und Wachstumsfaktoren induzieren und so die Entziindung verringern und den
Kollagenaufbau fordern. In diesem Artikel beschreiben wir eine erfolgreiche Behandlung eines LM
Sehliissebw deteta Morphiéa Eliwsah sonesupaide photeaktiv i Rtmm isittstotwaratupt Bidh e iMditheCell
Premmelogp; Plasapib; BiBandlurginer deutlichen lokalen Verbesserung der Lédsion und zur
Zufriedenheit des Patienten fiihrte.

1. Einleitung

Die lokalisierte Sklerodermie (auch als Morphea bezeichnet) ist eine chronische
Haut- und Autoimmunerkrankung, die durch eine Fibrose der Haut gekennzeichnet ist,
die bei weiblichen Patienten héufiger auftritt und zu morpho-strukturellen
Verdnderungen der Haut mit erheblichen &sthetischen Auswirkungen auf das tdgliche
Leben der Patienten fiihrt. Morphea kann unterschiedliche klinische Erscheinungsbilder
aufweisen. So wird sie in der Regel in lineare, umschriebene (Plaque), generalisierte,
pansklerotische und gemischte Formen unterteilt [ 1-3]. Die lineare Morphea (LM) betrifft
hauptséichlich die Kopf-/Halsregion und ist meist
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Wirksamkeit von photothermisch-bioaktiviertem
plittchenreichem Plasma zur Biostimulation der Haut bei
Patienten, die fiir keine andere Behandlung in Frage
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Abstrakt

Hintergrund: Evaluierung der Wirksamkeit und Sicherheit von photothermischem
bioaktiviertem plattchenreichem Plasma zur Reduktion von Laxitit bei der
Gesichtsverjiingung bei Patienten, die aufgrund verschiedener Komorbiditaten nicht
fur andere dsthetische Behandlungen in Frage kommen.

Methoden: Es wurde eine prospektive, nicht-randomisierte Studie durchgefiihrt. Die
Wirksamkeit wurde anhand einer Zufriedenheitsskala und der Facial Laxity Rating Scale
bewertet. Die Sicherheitsbewertung basierte auf den Daten aller unerwinschten
Ereignisse und der visuellen analogen Schmerzskala.

Ergebnisse: Sieben Patienten mit einem Durchschnittsalter von 51 Jahren
(Standardabweichung [SD] 7,46, Spanne 42- 63) wurden eingeschlossen. Bei sechs
Patienten (85,7 %) wurde die Behandlung im Gesicht und am Hals durchgefiihrt,
bei einem Patienten (14,3 %) nur in der unteren Halfte von Gesicht und Hals. Die von
den Arzten wahrgenommene Laxheit nahm ab, und das Verfahren war nicht komplex.
Die Zufriedenheit der Patienten und der Arzte nahm im Verlauf der Studie zu.
Unerwiinschte Wirkungen waren nicht schwerwiegend und verschwanden ohne
Folgeerscheinungen. Die von den Patienten wahrend der Behandlung empfundenen
Schmerzen waren in den meisten Fallen gering.

Schlussfolgerung: Die photothermischen Injektionen mit bioaktiviertem
plattchenreichem Plasma waren eine sichere und wirksame Behandlung von
Gesichtslaxitat bei Patienten, die fur andere Verfahren nicht in Frage kamen, und

fuhrten zu einer guten Zufriedenheit.

KEYWOR D S
Alterung, Wachstumsfaktoren, Laxheit, photothermisches bioaktiviertes plattchenreiches Plasma,
Verjungung
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LETTERSTELLUNGDES

Wirksamkeit und Sicherheit von photothermisch-

bioaktivierten plittchenreichen

Plasma fiir die Gesichtsverjiingung

Liebe Redaktion,

Es ist bekannt, dass die Hautalterung aus einem intrinsischen
Prozess resultiert, der durch den genetischen Hintergrund bedingt
ist, und aus einem extrinsischen Prozess, der durch Umweltfaktoren
beeinflusst wird.! Viele kosmetische Anti-Aging-Produkte werden
zur Vorbeugung und Behandlung eingesetzt,? , wihrend andere, die
minimalinvasiv, sicher und wirksam sind, nicht so weit verbreitet
sind, was vielleicht an ihren Eigenschaften und ihrer
Anwendungsmethode liegt. Ein Beispiel ist die Injektion von
plattchenreichem Plasma (PRP) in die Ha u t:® . Die Ergebnisse
sind signifikant, die Zufriedenheit der Patienten ist hoch und es gibt
keine schwerwiegenden unerwiinschten Wirkungen.* Eine Neuheit
im Zusammenhang mit diesen Produkten ist die Verwendung von
Licht und Temperatur zur Aktivierung von PRP (siehe Anhang S1) und
zur Herstellung von photothermisch-bioaktiviertem plattchenreichem
Plasma (PTBA-PRP), dessen vielversprechende vorliufige
Ergebnisse wir in diesem Schreiben vorstellen méchten.5¢

Ziel der Studie war es, die Sicherheit und Wirksamkeit von
PTBA-PRP zur Gesichtsverjingung im Vergleich zu friheren
Behandlungen mit PRP ohne diese Art der Aktivierung anhand von
Skalen zur subjektiven Wahrnehmung zu bewerten.

Wir haben eine prospektive, multizentrische, offene, nicht
randomisierte Pilotstudie an gesunden Freiwilligen mit Fitzpatrick-
Hauttyp | &is 1l und friheren Gesichtsbehandlungen zur
Hautverjingung mit PRP durchgefiihrt. Zu den Ausschlusskriterien
gehorten:  Schwangerschaft oder Stillen, Ma- lignitat, virale
Infektionen, systemische Autoimmun- oder Blutkrankheiten,

und Pradisposition fur hypertrophe/keloide Narbenbildung. Die
Studie wurde

nach den Grundsitzen der berarbeiteten Fassung der Deklaration
von Helsinki, den Leitlinien der Guten Klinischen Praxis
(GCP) wund unter Einhaltung aller geltenden Gesetze und
Vorschriften durchgefihrt.

Blutproben  (10-20  ml) wurden in  Réhrchen  mit
gerinnungshemmender 3,8 %iger Natriumzitratlésung und Gel
gesammelt und 5 Minuten lang bei 3500 U/min zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurden Thrombozyten und weilRe Blutkérperchen
auf dem Trenngel pelletiert und mit Plasma resuspendiert. Die
PTBA wurde mit der MCT Unit® (Metacell Technology®, Sant
Cugat, Spanien) hergestellt. Die Proben wurden in das MCT-Kit®
(Metacell Technology®, Sant Cugat, Spanien), einen sterilen
Einwegbehélter fir 10 ml Probe, gegeben und gleichzeitig fir 10
Minuten bei 620 nm und 5,6 J und fiir 15 Minuten bei 4 °C belichtet.
Die Arzte applizieten das Produkt durch oberflichliche
Mikroinjektionen (0,05 ml mit einer 30G'2"-Nadel, 2,0 mm Tiefe und
ca. 8 ml pro Flache) und nach der "Punkt-zu-Punkt'-
Mesotherapietechnik (Abstand von ca. 1 cm).

Patienten und Arzte bewerteten die Behandlungszufriedenheit
anhand subjektiver Skalen mit vier Ergebniskategorien: sehr
unzufrieden (0 - keine Verbesserung), etwas unzufrieden (1 bis 3 -
leichte Verbesserung), zufrieden (4 bis 6 - gute, spirbare
Verbesserung) und sehr zufrieden (7 bis 10 - deutliche
Verbesserung).

auRergewshnliche Verbesserung). AuRerdem wurden die Patienten
gefragt
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THERMISCHE
KONDITIONIERUNG:
VERBESSERUNG DE
GEHALTS AN PRP-
1\%VACHSTUl\/ISFAKTOR

Hernan Pinto und Graciela Melamed stellen die Ergebnisse ihrer Studie vor,
in der sie die Verdnderung des PRP-Wachstumsfaktorgehalts bei einer
zehnminiitigen thermischen Konditionierung untersuchten

ABSTRACT Neue Konditionierungsprotokolle verindern das Spiel, und es gibt
derzeit ein groRes Interesse an den Verfahren und der Handhabung von Patientenblutpraparaten, die sich positvauswirken.In
den letzten Jahren hat sich die Anwendung von PRP bei der Gewebekonditionierung durchgesetzt. Es ist bekannt, dass Licht und
Temperatur fir alle zugéanglich gemacht wurden, obwohl die Technik auf vielfiltige Weise auf Organismen einwirkt und in der Lage ist,
alle Arten von moderaten Fortschritten zu verandern, wiahrend das Endprodukt die biologischen Prozesse nicht wirklich verbessert hat.
In dieser Sondierungsstudie haben wir die viel bewertet. Um Letzteres zu erreichen, werden autologe Materialien in PRP mit Hilfe eines

steht die Konditionierung fur den bahnbrechenden Aufbau. Unsere Ergebnisse standen im Einklang mit den zuvor kontrollierten
Exposition eines kérpereigenen Materials zu einem bestimmten physikalischen berichtet, erreichen statistisch signifikante Steigerungen
des Wachstums und / oder chemischen Stimulus, auf die Tatsache, dass die Exposition selbst Faktor Konzentration in PRP thermisch
konditionierten Proben.

werden Verianderungen des Materials bestimmen, die letztlich zu

einer Verbesserung seiner klinischen Fihigkeiten und seines

Heilungspotenzials fiihren werden. Heute,

£-Mall: hpinto@ize3.com
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Die Biologie, Funktion und biomedizinischen
Anwendungen von Exosomen

Raghu Kalluri* und Valerie S. LeBleu

HINTERGRUND: Alle Zellen, sowohl
Prokaryoten als auch Eu- karyoten, setzen als
Teil ihrer normalen Physiologie und bei
erworbenen Anomalien extrazelluldre Vesikel
(EVs) frei. EVs lassen sich grob in zwei
Kategorien  einteilen: ~ Ektosomen  und
Exosomen. Ektosomen sind Vesikel, die sich
von der Oberflaiche der Plasmamembran
durch Knospung nach auBen abspalten, und
umfassen Mikrovesikel, Mikropartikel und
grole Vesikel mit einem Durchmesser von ~50
nm bis 1 mm. Exosomen sind EVs mit einem
Durchmesser von ca. 40 bis 160 nm
(durchschnittlich ca. 100 nm) und einem
endo- somalen Ursprung. Die sequenzielle
Einstilpung der Plasmamembran  fuhrt
schlieBlich zur Bildung multivesikuldrer
Korper, die sich mit anderen intrazelluldren
Vesikeln und Organellen Uberschneiden
koénnen, was zur Vielfalt der Bestandteile von
Exosomen beitrdgt. Abhdngig von der
Ursprungszelle koénnen EVs, einschlieBlich
Exosomen, viele Bestandteile einer Zelle
enthalten, darunter DNA, RNA, Lipide,
Metaboliten ~ sowie  zytosolische  und
Zelloberflachenproteine. Der physiologische
Zweck der Bildung von Exosomen ist
noch weitgehend unbekannt und muss
untersucht werden. Eine spekulierte Rolle ist,
dass Exosomen wahrscheinlich

Uberschussige und/oder unndtige
Bestandteile aus den Zellen, um die zellulare
Homoostase — aufrechtzuerhalten.  Jungste
Studien, die hier besprochen werden, weisen
auch auf cine funktionelle, gezielte, durch
einen Mechanismus gesteuerte Anhaufung
spezifischer  zelluldrer ~ Komponenten in
Exosomen hin, was darauf hindeutet, dass sie
EQRTSRERITTRe  Eagsompoutisidsy  ut
IR Ao mmiEHSTtion hafpgenitit,
Schwangerschaft, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Erkrankungen des zentralen
Nervensystems und
Krebsentwicklung in Verbindung
gebracht.  Proteine, = Metaboliten  und
Nukleinsduren, die von Exosomen in die
Empfingerzellen eingebracht  werden,
verdndern deren  biologische = Reaktion
wirksam. Solche Exosomen-vermittelten
Reaktionen konnen krankheitsfordernd oder

-hemmend sein. Die intrinsischen
Eigenschaften vonExosomen beider
Regulierung komplexer intrazelluldrer

Stoffwechselwege haben ihren potenziellen
Nutzen bei der therapeutischen Kontrolle
vieler Krankheiten, einschlieflich
neurodegenerativer Erkrankungen und Krebs,
erhoht. Exosomen koénnen so gestaltet
werden, dass sie verschiedene therapeutische
Nutzlasten abgeben, darunter kurze
interferierende RNAs, Antisense-
Oligonukleotide, Chemotherapeutika und
Immuntherapeutika.

Modulatoren, mit der Fahigkeit, sie gezielt
an ein gewunschtes Ziel zu bringen. Die
Lipid- und Pro- teinzusammensetzung von
Exosomen kann ihre pharmakokinetischen
Eigenschaften  beeinflussen, und ihre
natlrlichen Bestandteile kénnen eine Rolle
bei der Verbesserung der Bioverfugbarkeit

o g Mg imierung  unerwinschter
AUF UNSERER . .
WEBSEITE spielen. Zusatzlich zu

eren ﬂieldqyeutische?{%htem @e D1agn(>§6.
volistandigen PI6 WHIdE Ralfb A e s
Artikel unter }%{bﬁ?}]ﬁl‘ Fl(,'ﬁé}'gkei&%q
http://dx.doi. 2 :
org/10.1126/ mehganigsen. und djg
RUspIRMERSH A Bl fon, der
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durch. Entnahme von kiohpgésehen Fliastigkeiton
(Flussigbiopsien) leiEhbsemginistibhkaidie auf
Exosomen basierende Flussigbiopsie
unterstreicht ihren potenziellen Nutzen fur
die Diagnose und die Bestimmung der
Prognose von Patienten mit Krebs und
anderen Krankheiten. Auch der
Krankheitsverlauf und das Ansprechen auf
eine  Therapie kénnen durch eine
AHRELEHD JRisn (AL IYNS, 59N EOSHMER
ISty §ite@ki¥egef orschungsgebiet. Laufende
technologische und experimentelle

Fortschritte werden wahrscheinlich
wertvolle Informationen Uber ihre
Heterogenitat und biologische Funktion(en)
liefern und unsere Fahigkeit verbessern, ihr
therapeutisches und diagnostisches Potenzial
zu nutzen. In dem MaBe, wie wir
standardisierte Reinigungs- und
Analyseverfahren fir die Untersuchung von
Exosomen entwickeln, wird dies wahrscheinlich
ihre funktionelle Heterogenitdt offenbaren.
Nichtsdestotrotz haben funktionelle
Untersuchungen von EVs, die mit Exosomen
angereichert sind, bereits neue Erkenntnisse
Uber ihren Beitrag zu verschiedenen
Krankheiten geliefert. Neue genetische
Mausmodelle mit der Fahigkeit zur de novo
oder induzierten Erzeugung von
zellspezifischen Exosomen in Gesundheit und
Krankheit werden wahrscheinlich die kausale
Rolle von Exosomen bei der Zell-zu-Zell-
Kommunikation lokal und zwischen Organen
aufzeigen. Ob sich die Bildung und der Inhalt
von Exosomen mit zunehmendem Alter
verandern, muss untersucht werden, und
solche Informationen

PRUFT AUSGEWAHLTE ZAHLEN

Exosomen: Ein Transitsystem von Zelle zu Zelle im
menschlichen Korper mit pleiotropen Funktionen

Hallmarks of exosomes

Regulation of gene Balance of immune response
transcription and and regulation of central and
translation peripheral immunity
Survival and Receptor-ligand
proliferation signaling
Reproduction and Apoptosis
development TSG10L Nucleic acid

Qi ; Cellular
Angiogenesis Q Flotill dlﬂerer'ltlathn
andwound and neoplasia
heading HSP90 &OO%O

. :2;;20 Cellular migration
Waste . :-.,: and metdai::ztsi:
management Metabolites
: 2 Transmembrane n

Host-microbiome proteins._. Metabolic
interaction and viral Cholesterol reprogramming
immunity and regulation

Exosomen sind extrazelluldare Vesikel, die als Vermittler in der interzellularen Nah- und
Fernkommunikation eine zentrale Rolle spielen und sich auf verschiedene Aspekte der
Zellbiologie in Gesundheit und Krankheit auswirken. Die Zusammensetzung von
Exosomen, einschlieBlich ihrer biologischen Marker, wird von der Mikroumgebung und
der Biologie der Ursprungszellen beeinflusst. Exosomen umfassen ein reiches Repertoire
an Komponenten, darunter Membranproteine (z. B., Tetraspanine CD81, CD63 und CD9;
Antigen-prasentierende Molekiile; Adhasionsmolekile; Glykoproteine; Signalrezeptoren;
und Membrantransport- und Fusionsproteine wie Flotillin-1), zytosolische und nukleare
Proteine (Hitzeschockproteine 70 und 90, Zytoskelettproteine und Komponenten der
ESCRT-Maschinerie wie ALIX und TSG101), Wachstumsfaktoren, Zytokine, extrazellulare
Matrixproteine sowie Metaboliten und verschiedene Nukleinsduren (mMRNA, miRNA,
nichtcodierende RNA-Spezies und DNA). Daruber hinaus weisen Exosomen ein vielfaltiges
Lipidprofil auf, das Cholesterin, Ceramide und Sphingomyelin umfasst. Angepasst und
entnommen aus Kalluri, R. & LeBleu, V. S. (2020). Biologie, Funktion und biomedizinische
Anwendungen von Exosomen. Wissenschatft.
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Zellulare Reise von internalisierten Exosomen und endogen
produzierten Exosomen
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Exosomen koénnen lber verschiedene Mechanismen direkt in die Zellen gelangen (rot).
Exosomen werden von den Zellen durch Endozytose de novo erzeugt (blau). Exosomen
werden kontinuierlich von Zellen gebildet und aufgenommen. Es ist wahrscheinlich, dass
sie als eine Mischung aus de novo erzeugten und verbrauchten Exosomen (rot und blau)
sezerniert werden konnen. Es ist nicht bekannt, ob die Freisetzung von endogen
erzeugten oder verbrauchten Exosomen zusammen oder getrennt erfolgt. Exosomen, die
aufgenommen werden, kdonnen von Lysosomen abgebaut werden. Exosomen, die in
Zellen eindringen, konnen in bereits vorhandene frihsortierende Endosomen (ESEs)
eindringen oder mit diesen verschmelzen und anschlieRend zerfallen und ihren Inhalt in

das Zytoplasma abgeben. Alternativ koéonnten Endosomen wieder mit der

Plasmamembran fusionieren und Exosomen auBerhalb der Zellen freisetzen. Entnommen
aus Kalluri, R. & LeBleu, V. S. (2020). Die Biologie, Funktion und biomedizinischen

Anwendungen von Exosomen. Wissenschatfft.
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In diesem Artikel untersuchte chemische
Verbindungen: Gelatine (PubChem CID:
441411) Methacryloyl (PubChem CID:
53627882) Alginat (PubChem CID:
91666318) Pluronic F127 (PubChem CID:
24751) Polyethylenimin (PubChem CID:
9033) Pullulan (PubChem CID: 3085039)
Polyurethan (PubChem CID: 12254)
Hyaluronsdure (PubChem CID: 24847767)
UKS5099 (PubChem CID: 6438504)

Die Exposition gegentiber der dueren Umgebung kann zu Instabilitat und Funktionsstérungen der Haut fuhren,
die sich in refraktdren Wunden, Hautalterung, pigmentierter Dermatose, Haarausfall, einigen immunvermittelten
Dermatosen und Bindegewebserkrankungen &uRfern. Heutzutage ist bei vielen Hautbehandlungen kein
lobenswertes Gleichgewicht zwischen medizinischer Heilung und kosmetischen Bedurfnissen erreicht worden.
Exosomen sind aus Zellen stammende nanoskalige Vesikel, die verschiedene Biomolekile, darunter Proteine,
Nukleinsduren und Lipide, enthalten und die Fahigkeit haben, mit benachbarten oder entfernten Zellen zu
kommunizieren. Jungste Studien haben gezeigt, dass verschiedene Arten von Exosomen bei der Gestaltung der
physiologischen und pathologischen Entwicklung der Haut eine entscheidende Rolle spielen. AuRerdem kénnen
exogene Exosomen, wie z. B. Stammzellenexosomen, als neuartige Behandlungsoptionen zur Reparatur,
Regeneration und Verjungung von Hautgewebe dienen. In diesem Beitrag werden neue Erkenntnisse Uber die
Rolle von endogenen und exogenen Exosomen in der Mikroumgebung der Haut und die jingsten Fortschritte
bei der Anwendung von Exosomen in der Dermatologie und der medizinischen Asthetik der Haut vorgestellt.
Das tiefe Verstandnis der Mechanismen, durch die Exosomen biologische Funktionen in der Haut austiben, birgt
groRes Potenzial fur die Entwicklung attraktiver therapeutischer Methoden fur die Haut.

1. Einleitung

subkutanes Gewebe [ 1]. Die duflere, dulerste Schicht ist das 10-20
um dicke Stratum corneum, das 10-15 Schichten miteinander
verbundener, abgestorbener

Die Haut ist die grofte physikalische, chemische und immunologische Barriere Zellen. Die zweite Schicht wird als lebensfihige Epidermis in
100-150 pm Organismus des Korpers bezeichnet, die sich aus der Epidermis, Dermis und dick, die hauptsichlich aus Keratinozyten in

verschiedenen Stadien besteht

Abkiirzungen: MSCs, mesenchymale Stammzellen; CM, konditioniertes Medium; HDFs, humane dermale Fibroblasten; HaCaTs, humane Keratinozyten; HUVECs,

humane Nabelvenenendothelzellen; BMSCs, MSCs aus dem Knochenmark; uMSCs, MSCs aus der Nabelschnur; ADSCs, MSCs aus dem Fettgewebe; iPSC-MSCs,
induzierte pluripotente Stammzellen-abgeleitete mesenchymale Stammzellen; HFSCs, Haarfollikel-Stammzellen; DPCs, Dermalpapillenzellen; HF, Haarfollikel; ORSCs,
AuBenwurzelscheidenzellen; ECM, extrazelluldre Matrix; ROS, reaktive Sauerstoffspezies; MMP, Matrixmetalloproteinase; IFN-y, Interferon Gamma; IFN-a, Interferon
Alpha; TNF-a, Tumor-Nekrose-Faktor Alpha; TGF-8, Transforming Growth Factor Beta; IL, Interleukin; VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor; FGF, Fibroblast
Growth Factor; Shh, Sonic Hedgehog; SA-B-gal, Senescence-Associated B-galactosidase; UV, Ultraviolett; 3D, dreidimensional; H202, Wasserstoffperoxid; I/R, Ischamie-
Reperfusion; MAPKs, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen; AMPK, Adenosin-Monophosphat-aktivierte Proteinkinase; NF-xB, Nuklearfaktor Kappa B; PI3K,
Phosphatidylinositol-4,5-
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Von Blutplattchen stammende EVs: Einzigartige Eigenschaften
und regeneratives Potenzial

Empfangen: 22 May 2021 | Revised: 13 August 2021 | Accepted: 31. August 2021 (A)Coagulation and hemostasis (E) Their role as delivery vehicles
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iiberlegene Alternative in der regenerativen Medizin? A P
| L s s
. ; .‘ | o (D) Proinflammatory and anti-inflammatory
L . . . L . (B) Angiogenesis ) GPIb Inflanimation Newtrophil
Jiuping Wu' | Yingxin Piao? | Qinyi Liu' | Xiaoyu Yang' ; - (CD4a2b) |
1Abteilung fur Orthopadie, Zweites Abstrakt - ! o P
Krankenhaus der Jilin-Universitat, Plittchenreiches Plasma (PRP) wird aufgrund seiner vielversprechenden ]
Changchun, Chi Peeoss 2 "
engenn, =hina | therapeutischen Eigenschaften seit mehr als 30 Jahren in der regenerativen Medizin bﬂtgn 1"""““!":mmg;;u 5000 Phosphatidylserine iR
2Krankenhaus fiir Stomatologie, Jilin Universitit,
Changchun, China eingesetzt, und es wurden zahlreiche ermutigende Ergebnisse erzielt. Aufgrund =
B = ‘l"“!"‘
Korrespondenz neuer Erkenntnisse tUber die Mechanismen von PRP und der hervorragenden = '_'1_“
Qinyi Liu und Xiaoyu Yang, Abteilung fur Leistung extrazellulirer Vesikel (EVs) im Bereich der Gewebereparatur und - (C) Influence on cells’ biological behaviors
Orthopadie, The Second Hospital, Jilin Univerit ) i . .
Changchun 130041, China. regeneration haben Studien ergeben, dass eine groRe Anzahl von EVs, die aus
Emails: qinyi@ijlu.edu.cn; yangxiaoy@jlu. aktivierten Blutplittchen freigesetzt werden, ebenfalls an der Regulierung der
edu.cn i g & g A 0 = T
Gewebereparatur beteiligt sind. Eine wachsende Zahl praklinischer Studien erforscht
die Funktionen von aus PRP gewonnenen EVs (PRP-EVs), insbesondere bei der MSCs Cs NSCs MC3T3-E1 Fibroblasts
Geweberegeneration. Hier fassen wir die neuesten Fortschritte bei PRP-EVs als
Uberlegene alternative zellfreie therapeutische Strategie in der Regenerationsmedizin
AVSEIINER, WEED Cle AVgRMES gemstsn meleiulErem W SEhemRimem Une CrEfEm Merkmale zwischen zwei verschiedenen Subtypen von aus Blutpldttchen gewonnenen
die Vorteile und Grenzen der bevorstehenden klinischen Anwendungen. Diese

EVs, PRP-Exosomen und PRP-Mikrovesikeln. PRP-Mikrovesikel sind durch eine hohe
Expression von P-Selektin (CD62P), GPlb (CD42b) und Phosphatidylserin (PS)
gekennzeichnet. In dhnlicher Weise sind PRP-Exosomen durch eine hohe Expression von

1| EINFUHRUNG vielversprechend, aber es bleiben einige Nachteile und Markerproteinen fiir Exosomen, wie CD9, CD63, TSG101 und ALIX, gekennzeichnet. Es
Einschrankungen, die beriicksichtigt werden mussen.

Ubersicht zeigt das Potenzial von PRP-EVs auf, die Anwendung von PRP zu ersetzen

oder sogar eine uberlegene Alternative in der regenerativen Medizin zu werden.

o wurde festgestellt, dass PRP-EVs a n funf wichtigen Mechanismen der regenerativen
Da die menschliche Bevolkerung immer alter wird und die HauflngIt von de- In denietzten Jahrzehnten war die Entdeckung L. . ; i .. . .

Medizin beteiligt sind: Gerinnungsforderung und Hamostase (A), Angiogenese (B),
extrazelluldrer Ves- generativer und traumatischer K r a n k h e i t e n  einer der revolutiondrsten Beitrdge zu therapeutischen

Strategien zur Reparatur und Regeneration geschadigter Gewebe und zur Zellbiologie.'” Die Fahigkeit von EVs, Proteine, Nukleinséuren und Einfluss auf das bIOIOgISChe Verhalten von Zellen (C)’ entzu ndungSfordernde und

Lipide zu transportieren, um ihre normalen Funktionen wiederherzustellen, ist das wichtigste Ziel der Regenerationsmedizin, um bestimmte entzindungshemmende Eigenschaften (D) und Transportmittel (E). Angepasst und

Gewebe anzusprechen und die Stabilitit des Gewebes zu erhalten." Bisher haben sich die Strategien der regenerativen Medizin darauf - .
! procher . o ; L glen fer reg ) entnommen aus Wu, J. et al. (2021). Aus plattchenreichem Plasma gewonnene

konzentriert, materialwissenschaftliche und ingenieurtechnische Techniken fird i e  Behandlung verschiedener Krankheiten zu nutzen.®

Es wird erwartet, dass EV-basierte subzelluldre Therapien den Weg fiir die klinische Anwendung von EVs ebnen und ihr angeborenes extrazellulare Vesikel: Eine Uberlegene Alternative in der regenerativen Medizin?

regeneratives Potenzial aktivieren werden.>* In der regenerativen Medizin missen jedoch die Herausforderungen der zellbasierten Medizin Zellproliferation

Uberwunden werden.

Jahrzehnte lang wurde das Potenzial von Therapien mit plattchenreichem Plasma (PRP) e r p r o b t . Die jiingsten priklinischen Studien zu
regenerativen
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Wirkung der Photobiomodulation auf
plattchenreiches Plasma: Ubersichtsserie
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regenerativen Medizin

Hernan Pinto! , Elena Sanchez-Vizcaino Mengual!

1Instituto de Investigaciones Biomédicas i2e3, Santa Coloma de Gramenet, Spanien

Kurztitel: Photobiomodulation und pldttchenreiches Plasma

Abstrakt

Ziel: Thrombozytenreiches Plasma ist eines der aus Blut gewonnenen autologen biologischen Produkte, das sich zu
einem therapeutischen Hilfsmittel entwickelt hat. Obwohl seine Eigenschaften noch nicht vollstandig geklart sind,
haben die einfache Probengewinnung, Produktverarbeitung und Patientenanwendung sowie die guten Ergebnisse,
die damit erzielt werden, seine Anwendung auf viele medizinische Fachgebiete wie Orthopadie, Sport- und
asthetische Medizin oder Gyndkologie ausgeweitet. In jungster Zeit wurde die Photobiomodulation als wirksamer
PRP-Aktivator vorgestellt, der den mesenchymalen Zellen dhnelt, die umfassend untersucht wurden. Dieser Artikel
soll einen modernen Uberblick tiber PRP und seine Aktivierung durch Photobiomodulation geben.

Methoden: In PubMed, Cochrane und Scopus wurde eine Ubersichtsarbeit durchgefiihrt, um Artikel Gber Studien
am Menschen zu PRP und Photobiomodulation zu finden.

Ergebnisse: Es wurden insgesamt funf Studien mit kleinen Stichproben gefunden. In allen hatte die Aktivierung
mit Photobiomodulation positive Ergebnisse.

Schlussfolgerung: Die Photobiomodulation zeigte ein groBes Potenzial fur die PRP-Aktivierung. Es mussen jedoch
noch weitere Studien durchgefuhrt werden, um die geeigneten Protokolle festzulegen, mit denen alle potenziellen
klinischen Vorteile erzielt werden kénnen.

Schliisselworter
Photobiomodulation, Photoaktivierung, plattchenreiches Plasma, Blutplattchen, Infrarot, Nahinfrarot
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Abstrakt

Hintergrund ~— Die  Therapie mit  mesenchymalen
Stammzellen hat bekanntermaBen das Potenzial, die
Angiogenese zu fordern. Ihre klinische Anwendung
unterliegt jedoch noch einigen Einschrdnkungen.
Photomodulation/Photobiomodulation  ist eine nicht-
invasive und nicht-toxische Phototherapie, die die
Lebensfahigkeit, Proliferation, Differenzierung und
Migration von Zellen stimulieren kann, wenn die richtigen
Bestrahlungsparameter angewandt werden. Es wurde ein
Uberblick iiber die verdffentlichten ~Artikel iiber
menschliche, durch Photobiomodulation konditionierte
mesenchymale Zellen in einer In-vitro-Anlage erstellt.
Unser Ziel war es, die Ergebnisse der Studien zu
beschreiben und mogliche Tendenzen aufzuzeigen, die die
am besten geeigneten Verfahren hervorheben konnten.
Methoden Es wurde eine englischsprachige Suche in der
Datenbank PubMed mit den Suchkriterien:
Photobiomodulation ~ oder  Photoaktivierung  oder
Photomodulation und mesenchymale Zellen
durchgefuhrt. Alle Bestrahlungen wurden in vitro
an menschlichen mesenchymalen Zellen mit Wellenldngen
zwischen 600 und 1000 nm durchgefiihrt.

Ergebnisse Die Suche ergab 42 Originalartikel und fiinf
Ubersichtsarbeiten. SchlieRlich wurden 37 Artikel mit
insgesamt 43 Verfahren ausgewahlt. Drei Verfahren (7,0
%) von 620 bis 625 nm;

26 Verfahren (60,5%) von 625 bis 740 nm; 13 Verfahren
(30,2 %) von 740 bis 1000 nm; und ein Verfahren (2,3 %)
mit Kombinationen von Wellenldngen. Von den 43
Verfahren,

14 bewerteten die Lebensfahigkeit der Zellen (n = 14/43,
32,6 %); 34 Zellpro-

Lebensfahigkeit (= 34/43, 79,1 %), 19
Zelldifferenzierung (n = 19/43, 442 %) und drei
Zellmigration (n = 3/43, 7,0 %). Schlussfolgerungen Die
Photobiomodulation ist eine vielversprechende
Technologie, die sich auf die Lebensfahigkeit,
Differenzierung, Pro- liferation oder Migration von Zellen
auswirken kann, was zu einer Verbesserung ihrer
Regenerationsfahigkeit fihrt.

Kein Evidenzgrad zugewiesen Diese Zeitschrift verlangt
von den Autoren, dass sie jedem Beitrag einen Evidenzgrad
zuweisen, fur den Evidence-Based Medicine-Rankings
gelten.  Dies gilt nicht fur  Ubersichtsartikel,
Buchbesprechungen und Manuskripte, die sich auf
Grundlagenforschung, Tierstudien, Kadaverstudien und
experimentelle Studien beziehen. Eine vollstandige
Bekbinetbufipter Plassgbiomodiiatigec-Niesehchympsdleine-
Eowtlirlchaseided dlkandititniesvasze Besisablisigin den
Orlligeeneratdétsingen fur Autoren
www.springer.com/00266.

Einfuhrung

Es ist bekannt, dass eine Therapie auf der Grundlage
mesenchymaler Stammzellen das Potenzial hat, die
Angiogenese zu férdern, vor allem durch die
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Schlasselworter: Die Photobiomodulation (auch bekannt als Low-Level-Lichttherapie) ist ein neuer Ansatz zur Behandlung
Photobiomodulation zahlreicher Krankheiten und Zustinde wie Schmerzen, Entziindungen, Wundheilung, Gehirnstrungen,

Infrarot-Therapie

IR-emittierende Stoffe

Mitochondriale Chromophore
Transient-Rezeptor-Potential-Ionenkanéle

Haarwuchs usw. Das bei dieser Therapie verwendete Licht liegt im Allgemeinen im roten und nahen infraroten
Spektralbereich. Trotz zahlreicher positiver Studien iiber die Behandlung verschiedener Erkrankungen steht
diese Therapie noch immer unter einem gewissen Vorbehalt, was ihre breite Anwendung in Kliniken verhindert
hat. Die Hauptgriinde fiir diese Skepsis sind das Fehlen umfassender Informationen iiber die molekularen,
zelluldren und geweblichen Wirkungsmechanismen, die den positiven Effekten der Photo-Biomodulation
zugrunde liegen. Dariiber hinaus gibt es noch eine weitere therapeutische Anwendung, die lingerwellige
Infrarotstrahlung nutzt. Dabei handelt es sich entweder um Infrarotsaunen oder Warmelampen, die
mit Strom betrieben werden, sowie um infrarotstrahlende Textilien und Kleidungsstiicke, die ausschlieBlich
durch die eigene Korperwédrme des Trigers betrieben werden. In den letzten Jahren wurden viele Erkenntnisse
iiber die Wirkmechanismen dieser Behandlungen gewonnen, die in dieser Ubersicht zusammengefasst

Opsine
Nanostrukturiertes Wasser

werden sollen. Es gibt drei groe Klassen von primdren Chromophoren, die bisheridentifiziert
worden sind. Eine davon sind mitochondriale Cytochrome (einschlieBlich der Cytochrom-c-Oxidase), eine
andere sind Opsine und licht- oder wirmeempfindliche Kalzium-Ionenkanile, und eine dritte sind
nanostrukturierte Wassercluster. Lichtempfindliche Ionenkanile werden durch die Absorption von Licht durch
die Chromophorproteine Opsin-3 und Opsin-4 aktiviert, wiahrend mitochondriale Chromophore durch rotes oder
infrarotnahes (NIR) Licht bis zu etwa 850 nm aktiviert werden. NIR-Licht mit einer Wellenlédnge von 980 nm

oder linger kann jedoch TRP-lonenkanile (Transient Receptor Potential) aktivieren, wahrscheinlich nachdem es
VOon 1erten—W lustern-ab bi waard —Dur h-Wirme-aktivierte-TRP-Kanil rfahren-ein

Konformationsinderung, die durch nur geringe Temperaturdnderungen ausgelost wird. Hier wird die Rolle von
Opsinen und licht- oder wirmeaktivierten TRP-Kanilen im Mechanismus der Photobiomodulation und der
1. Einleitung Infrarottherapie erdrtert. werden seit Jahrhunderten in bestimmten Kulturen wegen ihrer
gesundheitsférdernden Wirkung genutzt [2]. In jungster Zeit wurde

jedoch die Verwendung von IR-Saunen und IR-Warmelampen
Die Photobiomodulation (PBM) oder Low-Level-Lichttherapie verwendet ein populdr gewordenes Verfahren [3]. Bei einer anderen
Anwendung wird eine keramische IR-Lichtquelle geeigneter Wellenldnge und Intensitdt verwendet, um verschiedene Mineralien zu behandeln,
die in Textilien oder Kleidungsstiicke eingearbeitet sind und ausschlieBlich Krankheiten oder Leiden betreffen. In den letzten Jahrzehnten

W%ﬁuﬁ%q&e\vé%Ré&P&e&uﬁi{gx?aﬁ%%e&cﬁ%ﬁl&e&mé&%&%s‘snn‘emﬁ% gers stiltZmgghanismen von PBM und IR-Therapie und ob es

berlchteten uber die Wirksamkeit von PBM als Behandlung fur verschiedene Krankheiten und Es besteht immer noch Ungewissheit Uber die
molekularen, zelluldren und geweblichen

PRUFT AUSGEWAHLTE ZAHLEN

Veranschaulichung der moglichen Beteiligung von warme- und
lichtgesteuerten TRPV-lonenkanalen an der PBM- und IR-
Therapie

hv 420/540 nm
IR wavelengths e.g. 980 nm

Opsin (OPN3,4,5)

_ Nanostructured water,
. conformational change?

Extracellular Ca2+

GPR signaling
TRPV Heat}light-gated
lon channel agiNRngEEL  Cell membrane

Intracellular Ca2+

. mmmm)  Transcription factor activation

Mitochondrion

Blaue oder griine Wellenlangen kénnten von Opsinen auf der Grundlage der
Photoisomerisierung eines retinalen Cofaktors absorbiert werden, was zu GPR-Signalen
fuhrt, die TRPV-lonenkanidle 6ffnen. Infrarote (IR) Wellenldangen kénnten von
nanostrukturiertem Wasser absorbiert werden, was zu einer Konformationsanderung des
Proteins fihrt, wodurch ebenfalls TRPV-lonenkanidle geoffnet werden. Der
Kalziumeinstrom wirkt sich auf die Mitochondrien in den Zellen aus und fihrt zu einem
Anstieg von ATP und einem kurzen Ausbruch von ROS. SchlieRlich werden
Transkriptionsfaktoren aktiviert, was zu lang anhaltenden Veranderungen im Gewebe
fihrt. Entnommen aus Sharma, S. K. et al. (2023). Role of opsins and light or heat
activated transient receptor potential ion channels in the mechanisms of
photobiomodulation and infrared therapy. Journal of Photochemistry and
Photobiology.
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