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Zusammenfassung  

Die Implantation eines Medizinprodukts in den menschlichen Körper ruft eine Immunreaktion 

hervor, die zur fibrösen Einkapselung führen kann. Makrophagen in direktem Kontakt mit der 

Oberfläche des Implantats erfassen sensorisch den Fremdkörper und übersetzten das Signal in 

die Freisetzung zahlreicher löslicher Mediatoren. Das generierte Entzündungsmilieu 

moduliert die Heilungsreaktion und kann zur Anreicherung von Fibroblasten sowie zur 

Erhöhung der Matrixsyntheserate in der Wundumgebung führen. Eine dichte fibröse Kapsel 

um ein Medizinprodukt beeinträchtigt den Ersatz von Körperstrukturen, das Unterstützen 

physiologischer Körperfunktionen sowie die Effizienz einer medizinischen Therapie. Zur 

Identifizierung potenzieller Biomaterialkandidaten mit optimalen Eigenschaften ist jedoch 

eine evidenzbasierte Entscheidungsfindung notwendig und diese wiederum muss durch 

geeignete Testmethoden unterstützt werden. 

Zur Erfassung lokaler Effekte nach Implantation eines Biomaterials begründet die Komplexi-

tät der ablaufenden Fremdkörperreaktion die Anwendung von Tiermodellen als Goldstandard. 

Die Eingliederung von in vitro Modellsystemen in standardisierte Testverfahren scheitert oft 

an der Verfügbarkeit validierter, verlässlicher und reproduzierbarer Methoden. Demnach ist 

kein standardisiertes in vitro Testverfahren beschrieben, das die komplexen dreidimensiona-

len Gewebsstrukturen während einer Fremdkörperreaktion abbildet und sich zur Testung über 

längere Kontaktphasen zwischen Blutkomponenten und Biomaterialien eignet. Jedoch können 

in vitro Testungen kosten- und zeiteffizienter sein und durch die Anwendung humaner Zellen 

eine höhere Übertragbarkeit auf den Menschen aufweisen. Zusätzlich adressiert die Präferenz 

zu in vitro Testmethoden den Aspekt „Reduzierung“ der 3R-Prinzipien „Replacement, 

Reduction, Refinement“ (Ersatz, Reduzierung, Verbesserung) von Russel und Burch (1959) 

zu einer bewussten und begründeten Anwendung von Tiermodellen in der Wissenschaft. Ziel 

von diesem Forschungsvorhaben war die Entwicklung von humanen in vitro Modellsystemen, 

die den Kontakt zu Blutkomponenten sowie die Reaktion des umliegenden Bindegewebes bei 

lokaler Implantation eines Biomaterials abbilden. Referenzmaterialien, deren Gewebsantwort 

nach Implantation in Tiere oder den Menschen bekannt ist, dienten als Validierungskriterium 

für die entwickelten Modellsysteme. Die Anreicherung von Zellen sowie die Bildung 

extrazellulärer Matrix in der Wundumgebung stellen wichtige Teilprozesse während einer 

Fremdkörperreaktion dar. Für beide Teilprozesse konnte in einem indirekten zellbasierten 
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Modellsystem der Einfluss einer zellvermittelten Konditionierung wie die Freisetzung von 

löslichen Mediatoren durch materialadhärente Makrophagen auf die gerichtete Wanderung 

von Fibroblasten sowie den Umbau eines dreidimensionalen Bindegewebsmodells aufgezeigt 

werden.  

Des Weiteren ließ sich das Freisetzungsprofil von Zytokinen durch materialständige 

Makrophagen unter verschiedenen Testbedingungen wie der Kontamination mit LPS, der 

Oberflächenbehandlung mit humanem Blutplasma und der Gegenwart von IL-4 bestimmen. 

Die anschließende vergleichende statistische Modellierung der generierten komplexen 

multifaktoriellen Datenmatrix ermöglichte die Übersetzung in eine Biomaterialbewertung. 

Dieses entwickelte Testverfahren eignete sich einerseits zur Validierung von in vitro 

Testbedingungen sowie andererseits zur Bewertung von Biomaterialien. Darüber hinaus 

konnte in einem dreidimensionalen Fremdkörpermodell die komplexe dreidimensionale 

Struktur der extrazellulären Matrix in einer Wunde durch die Kombination unterschiedlicher 

Zell- und Matrixkomponenten biomimetisch nachgebaut werden. Diese neuartigen 

dreidimensionalen Fremdkörpermodelle ermöglichten die Testung von Biomaterialien über 

längere Testphasen und können in anschließenden Studien angewandt werden, um 

dynamische Prozesse zu untersuchen. Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit drei 

unterschiedliche Teststrategien entwickelt werden, die (I) die Bewertung von Teilprozessen 

ermöglichen, (II) die Identifizierung verlässlicher Testbedingungen unterstützen und 

(III) biomimetisch ein Wundgewebe abbilden. Wesentlich ist, dass biomimetisch ein 

dreidimensionales Gewebemodell entwickelt werden konnte, das eine verlässliche 

Unterscheidungskapazität zwischen Biomaterialien aufweist.  
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Summary 

The implantation of a medical product into the human body induces an immune reaction, 

which may lead to its fibrous encapsulation. Macrophages in direct contact to the surface 

sense the foreign body and translate the signal in the secretion of multiple soluble mediators. 

This generated inflammatory milieu modulates the healing reaction, may induce the 

accumulation of fibroblasts and lead in the wound microenvironment to an increased matrix 

synthesis rate. A dense fibrous capsule surrounding a medical product is able to impair the 

replacement of body structures, the support of physiological body functions as well as the 

efficiency of a medical therapy. To identify potential biomaterial candidates with optimal 

characteristics an evidence-based decision making process is necessary and furthermore 

affords the support by appropriate test procedures.  

To study local effects after implantation of biomaterials, the complexity of the foreign body 

reaction justifies the application of animal models as gold standard. The integration of in vitro 

test procedures into standardized test strategies often fails by the availability of validated, 

reliable and reproducible methods. According to that there is no standardized test procedure, 

which resembles the three-dimensional tissue structures during a foreign body reaction and is 

suited for longer contact phases in between blood components and biomaterials. In vitro tests 

are often more cost and time efficient and show as well by applying human cells a high 

transferability on human beings. Additionally the preference to in vitro test procedures 

addresses the “reduction” aspect of the Russel and Burch’s (1959) 3R-principles “replace-

ment, reduction and refinement” to a conscious and reasoned use of animal models in science. 

Aim of this research project was the development of human in vitro model systems, which 

resemble the contact to blood components and the reaction of the surrounding soft tissue 

following implantation of a biomaterial. Reference materials, whose tissue integration after 

implantation in animals or humans is described, were applied for the developed model 

systems as validation criterion. The accumulation of cells and the synthesis of extracellular 

matrix in the surrounding wound are relevant sub processes during a foreign body reaction. In 

an indirect cell-based model system the influence of the cell-mediated conditioning initiated 

by the material-induced and macrophage-mediated liberation of soluble mediators was shown 

on both sub processes the aligned migration of fibroblasts as well as the remodeling of a 

three-dimensional tissue model. Additionally, the cytokine secretion profile by material-
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adherent macrophages was characterized under different test conditions such as the 

contamination with LPS, the surface treatment with human plasma and the presence of IL-4. 

The following comparative statistical modelling allowed a transformation of the generated 

complex multi-factorial data matrix to a biomaterial ranking. The here developed test 

procedure was suitable for the validation of in vitro test conditions as well as the evaluation of 

the reference biomaterials. Last, by the combination of different cells and matrix structures 

the complex three-dimensional structure of the extracellular matrix in a wound was 

biomimetically reconstructed. Those novel three-dimensional foreign body models enabled 

the testing of biomaterials over longer test phases and might be applied in following studies to 

investigate dynamic processes. Summarizing in this research project three different test 

strategies were developed, which (I) enable the evaluation of sub processes, (II) support the 

identification of reliable test conditions and (III) biomimetically reconstruct a wound tissue. 

Most important is, that a three-dimensional tissue model was biomimetically developed, 

which showed a reliable discriminatory capacity in between biomaterials.  
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1. Einleitung  

Die Anwendung von Biomaterialien in der regenerativen Medizin reicht bis in die Antike 

zurück. Bereits ägyptische Mumien trugen zum Ersatz von Körperstrukturen künstliche 

Augen oder künstliche Zähne. Die alten Chinesen und Indianer setzten Wachse, Kleber und 

Gewebe zur Reparatur sowie zur Unterstützung von Körperfunktionen ein. (4) Heute finden 

Biomaterialien Anwendung, deren Entwicklung sich an den jeweiligen Anforderungen am 

Einsatzort orientiert. Im Hinblick auf eine zunehmend alternde Gesellschaft gewinnen 

Biomaterialien mit optimalen chemischen, strukturellen und physikalischen Eigenschaften an 

Relevanz. Erforderlich für die Anwendung von Biomaterialien im Menschen ist deren 

Bewertung hinsichtlich ihrer Sicherheit und ihrer Performanz - ein wichtiger Aspekt hierfür 

ist die induzierte Immunantwort bei Kontakt zu Blutkomponenten und die Gewebsintegration 

nach Implantation (5). Ergänzend zu in vivo Tiermodellen könnten in vitro Testmethoden, die 

den induzierten Kontakt zu Blutkomponenten sowie die Reaktion des umliegenden 

Bindegewebes nach Implantation eines Biomaterials abbilden, die gezielte Identifizierung 

potentieller Biomaterialkandidaten mit einer verbesserten Gewebsintegration erleichtern. 

Bisher gibt es jedoch kein standardisiertes in vitro Modellsystem, das die komplexe 

dreidimensionale Struktur der Wundumgebung zwischen Implantat und dem umliegenden 

Gewebe biomimetisch abbildet. 

1.1 Marktentwicklung und klinische Relevanz 

In der Prävention, der Diagnostik und der Behandlung von Erkrankungen dienen Medizinpro-

dukte durch Erfassung, Stabilisierung oder Anpassung von Körperstrukturen und -funktionen 

der Verbesserung der Gesundheit. Diese Produkte unterstützen die Gesundheit auf 

physikalische Art und Weise. Neue Ansätze wie humane Gewebe, die sich mit Verfahren des 

Tissue Engineerings herstellen lassen, oder theranostische Produkte, die sensorische und 

aktorische Funktionen integrieren, greifen zusätzlich pharmakologisch, immunologisch oder 

metabolisch in die Funktion des Körpers ein. (6) Für diese zunehmend funktionalisierten und 

komplexen Medizinprodukte gibt es einen stark wachsenden Zukunftsmarkt: mit einer 

Wachstumsprognose von 6 % im Folgejahr 2017 lag der Umsatz von Medizinprodukten im 

Jahr 2016 weltweit bei 330 Milliarden Dollar. Die Märkte in Europa (104 Milliarden Dollar 

im Jahr 2016) sowie in den USA (126 Milliarden Dollar im Jahr 2016) wiesen hierbei den 
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stärksten Umsatz auf. Weiterhin ist für das folgende Jahrzehnt eine Steigerung des Umsatzes 

auf 500 Milliarden Dollar prognostiziert. (7) Hierbei verdeutlicht der zunehmende Einsatz 

von Medizinprodukten ebenfalls die Notwendigkeit, bestimmte Sicherheits- und Effizienzas-

pekte wie beispielsweise eine adäquate Zellantwort zu erfüllen. 

1.2 Biokompatibilität von Medizinprodukten 

In einem spezifischen Anwendungsbereich eine angemessene Zell- und Gewebsantwort 

hervorzurufen stellte das erstmals 1970 definierte Kriterium zur Charakterisierung der 

Biokompatibilität von Biomaterialien dar. Nach dieser sicherheitsorientierten Definition 

erfüllen Bio-materialien, die bei Implantation in einen Organismus die Ausbildung einer 

dünnen, dichten und nicht adhärenten Kollagenkapsel auslösen, die Charakteristika einer 

angemessenen Gewebsantwort. (8) Unterschiedliche Materialeigenschaften können die 

Reaktion des Gewebes auf einen Fremdkörper beeinflussen: (I) die chemische Zusammenset-

zung sowie (II) die strukturellen, (III) mechanischen und (IV) elektrischen Eigenschaften. (9) 

Die Exposition (I) der chemischen Struktur eines Biomaterials beeinflusst über die 

hydrophilen, hydrophoben, anionischen und kationischen funktionellen Gruppen die 

biologische Antwort. Zum Beispiel erleichtern hydrophile Oberflächen die Adhäsion von 

Fibroblasten (10) und ermöglichen deren Ausrichtung und Proliferation entlang hydrophiler 

Strukturen (11). Im Gegensatz hierzu adhärieren aktivierte Monozyten stärker an hydrophobe 

Oberflächen (12). Im Vergleich hierzu konnten Brodbeck et al. (2002) in vivo nachweisen, 

dass anionische und hydrophile Oberflächen die Apoptose verstärken und zu einer geringeren 

Zelladhäsion und Zellfusion führen (13). Ergänzend zeigen humane materialadhärente 

Monozyten auf hydrophilen und anionischen Oberflächen eine antientzündliche Reaktion in 

Form einer erhöhten Interleukin-10-Expression und einer niedrigeren Interleukin-8-

Expression (14).  

Hinsichtlich (II) der Struktur eines Biomaterials ist die Partikelgröße wichtig. Beispielsweise 

führt die Implantation von Partikeln mit einem Durchmesser von 1,5 Millimetern (mm) zu 

einer geringeren Fremdkörperreaktion und Fibrose als Partikel mit kleinerem Durchmesser 

(0,5 mm). Klinisch relevant ist dies beispielsweise bei der Anwendung von pharmakologi-

schen Kapselsystemen. So konnten im Vergleich zu konventionellen inselzellbeladenen 

Alginatkapseln (0,5 mm) Kapseln mit einem Durchmesser von 1,5 mm eine fünffach längere 

(bis zu 180 Tage) Stabilisierung der Blutglukose erzielen. (15) Zusätzlich zur Morphologie 
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bestimmt die Topographie des Biomaterials wie dessen Mikro- oder Nanostruktur die 

Reaktion auf den Fremdkörper. Nach myokardialer Implantation stimulieren Poren mit einem 

Durchmesser von 30 bis 40 Mikrometern (µm) zum Beispiel die Angiogenese und führen zu 

einer geringeren Fibrose (16). Für poröses Polytetrafluorethylen (PTFE) mit einem 

Durchmesser von 4,4 µm konnte im Vergleich zu herkömmlichen PTFE ebenfalls eine 

geringere Kapselbildung beobachtet werden. In vitro jedoch induzieren poröse Strukturen eine 

höhere akute Interleukin-1ß-Freisetzung durch humane Monozyten. (17) Ebenfalls ließ sich 

auf rauen Oberflächen eine Sekretion proentzündlicher Zytokine wie Interleukin-1ß, 

Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-α durch Makrophagen nachweisen (18). Erstaunli-

cherweise führen mikrostrukturierte aber nicht nanostrukturierte Oberflächen zu einer 

proentzündlichen Reaktion von Makrophagen (19). Dennoch stimulieren nanostrukturierte 

Oberflächen eine gesteigerte Adhäsion von Makrophagen und eine Zunahme deren 

phagozytotischer Aktivität (20). Des Weiteren unterstützen Polykaprolaktonnanofasern nach 

Implantation in die Haut eine Wundheilungsreaktion, wohingegen Hydrogele aus Kollagen 

und Chitosan die Ausbildung einer geschlossenen Epidermis verhindern. (21) Zusätzlich 

konnte die Ausrichtung von nanostrukturierten Fasern als Einflussfaktor bestimmt werden. 

Parallel ausgerichtete Nanofasern weisen im Vergleich zu zufällig angeordneten Fasern eine 

geringere Fremdkörperreaktion und eine verbesserte Integration auf. (22) 

Ergänzend zur chemischen Zusammensetzung und der Struktur beeinflussen 

(III) die mechanischen Eigenschaften eines Biomaterials den Ausgang einer Zellantwort. 

Steife Biomaterialien können die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzel-

len (23) unterstützen, dagegen verbessern flexible Mikroelektroden die Integration in die 

Großhirnrinde (24). Zusätzlich erzielen elastische Implantate eine verminderte Differenzie-

rung von interstitiellen Zellen zu Myofibroblasten (25) sowie eine Abnahme der Entzün-

dungsantwort von Makrophagen (26) und führen somit zu einer verminderten Fremdkörperre-

aktion. Neben der Elastizität verbessern poröse Knochenersatzmaterialien die Vitalität von 

humanen mesenchymalen Stammzellen (27) und die Integration nach Implantation (28). 

Letztendlich können ebenfalls (IV) elektrische Eigenschaften wie die Oberflächenenergie die 

Reaktion auf einen Fremdkörper beeinflussen. Beispielsweise bilden hydroxylierte 

Titanoberflächen mit einer hohen Oberflächenenergie eine osteogene Mikroumgebung in vitro 

(29). 
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Das breite Spektrum an Einflussgrößen verdeutlicht das komplexe Zusammenspiel mehrerer 

Faktoren während der Reaktion des Gewebes auf einen Fremdkörper. Die biologische und 

chemische Reaktionsträgheit bildet eine wichtige Voraussetzung für Biomaterialien ohne 

schädigende Wirkung. (9) Über Sicherheitsaspekte hinaus tragen aktuelle Entwicklungen von 

Medizinprodukten mit komplexen Funktionen zu steigenden Anforderungen an Medizin-

produkte bei. So kann bereits die Ausbildung einer dünnen fibrösen Kapsel, die erstmals als 

Bewertungskriterium für ein biokompatibles Medizinprodukt galt, bereits den Kontakt zum 

Zielgewebe oder zu spezifischen Gewebskomponenten verhindern. In dieser Konsequenz 

beeinträchtigt die geringe Permeabilität des Bindegewebes beispielsweise die Funktionsweise 

eines Sensors und dessen Erfassung von Analyten wie Glukose (30). Des Weiteren kann die 

Bindegewebskapsel das Freisetzungsprofil bestimmter Medikamente aus Wirkstoffapplikat-

ionssystemen verändern (31). Darüber hinaus ist für eine energieeffiziente, adäquate 

Stimulationstherapie mit Elektrodensystemen der direkte Kontakt zum Zielgewebe wie 

Nerven- oder Herzmuskelgewebe Voraussetzung. Die begrenzte Energiespeicherkapazität von 

Schrittmachersystemen erfordert wiederum in regelmäßigen Abständen den Austausch von 

Batterien. Die Ausbildung von Narbengewebe um ein solches Auswechselsystem erschwert 

nach Implantation dessen Ersatz. (32, 33) In der plastischen, rekonstruktiven Medizin ist die 

Formstabilität von Implantaten wie beispielsweise von Brustimplantaten eine Voraussetzung 

für die Akzeptanz des Implantats durch den Empfänger - die Kontraktion des umliegenden 

Bindegewebes führt jedoch oft zum Explantieren intakter Implantate (34). Die beschriebenen 

wachsenden Anforderungen an die Gewebsantwort bei lokaler Implantation führten über die 

ursprünglichen Sicherheitsaspekte hinaus zur Erweiterung der Bewertungskriterien für die 

Biokompatibilität von Medizinprodukten. Zusätzlich erfolgt heute die Bewertung über 

Parameter wie die Funktionalität, die Effizienz und die Performanz des Endprodukts. (35, 36) 

Nach heutiger Auffassung beschreibt die Biokompatibilität die Eigenschaft eines Biomat-

erials, eine gewünschte Funktion im Hinblick auf eine medizinische Therapie zu erfüllen, 

ohne unerwünschte lokale oder systemische Nebenwirkungen aufzuweisen oder den Erfolg 

der Therapie zu vermindern. Im Idealfall sollte das Medizinprodukt eine Zell- und 

Gewebsantwort hervorrufen, die den Therapieerfolg optimal unterstützt. (9) 
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1.3 Reaktion des menschlichen Körper auf einen Fremdkörper 

Alle Verfahren zum Einbringen eines Medizinprodukts in den menschlichen Körper wie die 

Injektion, der minimalinvasive Einsatz oder die chirurgische Implantation gehen mit der 

Verletzung von umliegendem, funktionellem Gewebe einher. Hierbei lösen alle klinisch 

eingesetzten Biomaterialien nachteilige Gewebsreaktionen wie die Thrombose, die 

Entzündung oder die Fibrose aus (37-39). Die materialinduzierte Reaktion des Körpers ist 

hierbei ein komplexer Vorgang, dessen Verlauf einer hohen Dynamik unterliegt (siehe 

Abbildung 1-1).  

1.3.1 Verlauf der Gewebsantwort auf einen Fremdkörper 

Unabhängig vom Gewebe oder dem Organ in das ein Biomaterial eingebracht wird, tritt durch 

die herbeigeführte Verletzung der Kontakt zu Blut ein und löst eine lokale Entzündungs-

antwort aus.  

Dynamische Proteinadsorption an die Biomaterialoberflächen 

Innerhalb von Sekunden adsorbieren Proteine aus der interstitiellen Flüssigkeit sowie dem 

Blutplasma an der Materialoberfläche. Unterschiede in der Mobilität, der Affinität und der 

Konzentration zwischen den Proteinen führen zu Austauschprozessen auf der Oberfläche und 

bestimmen die Hierarchie und zeitabhängige Dynamik der Proteinadsorption (Vroman 

Effekt). (40) Beispielsweise weisen Albumine und Globuline eine hohe Mobilität auf und 

binden rasch an der Biomaterialoberfläche, werden jedoch im zeitlichen Verlauf durch 

weniger mobile Proteine mit höherer Affinität wie Fibronektin oder Blutgerinnungsfaktor XII 

ersetzt (41). Hierbei entsteht die adhäsive Bindung der Proteine durch hydrophobe, hydrophile 

und elektrostatische Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

Materialoberfläche und den Aminosäureendgruppen (42). Die durch Verletzung (extrinsisch) 

und Materialkontakt (intrinsisch) hervorgerufene Aktivierung der Blutgerinnung führt zur 

Einbettung des Biomaterials in eine erste provisorische Proteinhülle bestehend aus einem 

Fibrinnetz (39). Im Zusammenspiel mit Adhäsionsproteinen wie Fibronektin stellt die 

dreidimensionale Fibrinnetzstruktur eine Nische für die Migration und die Adhäsion von 

Zellen dar. Außerdem bilden zahlreiche biochemische Komponenten im Blutplasma wie 

Chemokinen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren ein Milieu für Proliferations- und 

Syntheseprozesse sowie den Aufbau von chemischen Gradienten. (35) 
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Hierbei unterliegen sowohl (A) die zellulären als auch (B) die extrazellulären Komponenten zeitlichen 

Veränderungen. Die Abbildung orientiert sich an Bryers (2012), Witte (1997) und Gasik (2017) (43-45).  

Gerichtete Wanderung von Leukozyten entlang von chemischen Gradienten  

Das Einbringen eines Medizinprodukts führt zur Verletzung des umliegenden Gewebes. 

Hierdurch werden Alarmsignale in den extrazellulären Raum abgegebenen. Diese Signale 

lösen in einer mehrtägigen akut entzündlichen „Homing“-Phase die Migration von 

Leukozyten aus dem vaskulären Gefäßsystem zum lokalen Gewebsdefekt aus und führen zur 

Anreicherung von Entzündungszellen. (46, 47) 

 

Abbildung 1-1 Die Reaktion des Körpers auf einen Fremdkörper ist ein dynamischer Vorgang. 
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Dieser mehrstufige Prozess besteht aus dem Anbinden und dem Rollen der Leukozyten am 

Endothel, der festen Adhäsion und schlussendlich dem Durchtritt aus dem Gefäßsystem in das 

Gewebe (Diapedese). Hierbei wird der gerichtete Austritt von Leukozyten aus dem 

Gefäßsystem in das umliegende Gewebe durch Adhäsionsmoleküle auf der Leukozyten- und 

Endotheloberfläche gesteuert. (48) Außerdem erleichtert die Freisetzung von Enzymen wie 

beispielsweise Matrixmetalloproteinasen die Permeabilisierung der Basalmembran (49). Die 

gerichtete Wanderung der Leukozyten durch das Gewebe zum Entzündungsherd wird durch 

steigende chemische Gradienten (Chemotaxis) koordiniert (50). Der Aufbau chemischer 

Gradienten im extrazellulären Raum erfolgt durch eine Vielzahl exogener und endogener 

Komponenten. Zum Beispiel führt die Verletzung von Gewebe zur Freisetzung von 

intrazellulären Proteinen wie Hitzeschockproteinen und Metaboliten wie Adenosintriphosphat 

(ATP) sowie zur Entstehung von Spaltprodukten der extrazellulären Matrix. Weitere zelluläre 

Sekretionsprodukte wie Histamin oder materialabhängige Aktivierungsprodukte wie 

Komplementfaktoren können ebenfalls chemotaktisch wirken. (51, 52) 

Akute Entzündungsantwort auf die Verletzung und den implantierten Fremdkörper 

In der akuten Entzündungsantwort dienen die zelluläre Sekretion von Enzymen und der 

Einschluss von Fremdmaterial durch Phagozytose der Wundreinigung. Hierfür reichern sich 

innerhalb weniger Stunden nach Implantation kurzlebige neutrophile Granulozyten am 

Entzündungsort an. Diese werden in den nachfolgenden Tagen durch langlebige Makropha-

gen ersetzt. (43) An die Materialoberfläche gebundene Opsonine wie Immunglobulin G (IgG) 

und komplementaktiviertes Fragment C3b bilden eine Brücke zwischen dem Biomaterial und 

der Zelle und ermöglichen über Integrinoberflächenrezeptoren die Erkennung und die 

Anhaftung der Phagozyten (53). Weitere Plasmaproteine wie Fibrinogen, Fibronektin und 

Vitronektin unterstützen über Tripeptidsequenzen aus den Aminosäuren Arginin, Glycin und 

Asparagin (RGD-Domänen) das Anhaften von Zellen an die Biomaterialoberfläche (35). Im 

Anschluss an die Erkennungs- und Anhaftungsphase erfolgt idealerweise der zelluläre 

Einschluss des Fremdmaterials. Weist das makromolekulare Biomaterial keine extrazelluläre 

Abbaubarkeit auf, scheitert der zelluläre Einschluss des Fremdkörpers am Größenverhältnis 

zwischen der Zelle und der Materialoberfläche. Jedoch ab einer Partikelgröße von fünf bis 

zehn Mikrometern (µm) kann Fremdmaterial nicht durch eine einzelne Zelle umschlossen 

werden. (54) Als Alternativreaktion findet eine stark sekretorische Phase (frustrierte 
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Phagozytose) statt. Die „frustrierten“ Phagozyten setzen degradierende Produkte wie 

Proteasen, Kollagenasen und Elastasen sowie reaktive Sauerstoffspezies in den extrazellulä-

ren Raum frei, die das umliegende Gewebe und das Biomaterial strukturell angreifen (53).  

Chronische Entzündungsantwort 

Innerhalb von einer Woche löst die chronische Entzündungsphase normalerweise die akute 

Entzündungsphase ab. In dieser Phase findet die Stabilisierung des Wunddefekts durch die 

Versorgung mit neuen Blutgefäßen und den Neuaufbau von Bindegewebe statt. Während der 

chronischen Entzündungsphase unterscheidet sich der Bindegewebsaufbau im Vergleich zur 

Fremdkörperreaktion durch die zelluläre Zusammensetzung. Zusätzlich wird die chronische 

Entzündungsphase neben Monozyten und Makrophagen durch Lymphozyten am Entzün-

dungsort bestimmt. (35) Hierbei sind Lymphozyten als zelluläre Komponenten des 

erworbenen Immunsystems unter anderem an der Antikörpersynthese (Plasmazellen) und der 

Entwicklung einer Hypersensitivitätsreaktion beteiligt. Die Bildung von Anti-Polymer-

Antikörpern ist beispielsweise nach Implantation von Silikon beschrieben (55). Bei dieser 

systemischen, erworbenen Immunantwort auf ein Implantat präsentieren möglicherweise 

Makrophagen die entsprechenden Antigene wie kontaktinduzierte veränderte Proteindomänen 

oder internalisierte Materialabbauprodukte den T-Lymphozyten des erworbenen Immunsys-

tems. Des Weiteren beeinflusst das Verhältnis an T-Helferzellen vom Typ 1 (TH1) zu den     

T-Helferzellen vom Typ 2 (TH2) in der chronischen Entzündungsphase die spätere Progression 

der Wundheilung. Hierbei moduliert die Freisetzung von profibrotischen Zytokinen wie 

Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) durch TH2-Lymphozyten sowie antifibrotische 

Zytokine wie Interferon γ (IFNγ) und Interleukin-12 (IL-12) durch TH1-Lymphozyten den 

Bindegewebsaufbau. (49) Ein Zusammenhang zwischen der Anreicherung von fibrösem 

Bindegewebe und der Verschiebung des Zytokinprofils durch TH2-Lymphozyten (IL-4, IL-13) 

konnte bereits bei Schistosomiasis festgestellt werden (56). Zusätzlich unterstützen 

Makrophagen durch Sekretion zahlreicher Produkte wie Proteasen, Chemokine, reaktive 

Sauerstoffspezies, Komplementkomponenten, Koagulationsfaktoren, Wachstumsfaktoren, 

Zytokine und Säuren sowohl die chronische Entzündungsantwort als auch die anschließende 

Wundheilungsphase (35). 
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Wundheilungsreaktion auf einen Fremdkörper 

Die Fremdkörperreaktion ist eine normale Wundheilungsreaktion des Körpers auf einen 

Fremdkörper. Ein Heilungsprozess kann zwei unterschiedliche Endpunkte der Reaktion des 

Gewebes herbeiführen: (I) die Regeneration, das heißt der Ersatz des Wundgewebes durch die 

Wiederherstellung von funktionellem Gewebe oder (II) die Fibroplasie beziehungsweise 

Fibrose, das heißt den Ersatz des Wundgewebes durch fibröses Bindegewebe. Für den 

Ausgang eines solchen Heilungsprozesses entscheidend sind die Proliferationsfähigkeit der 

gewebsspezifischen Zellen, der Schweregrad der Verletzung beziehungsweise die Größe des 

entstandenen Defekts sowie der damit einhergehende Erhalt der extrazellulären Matrix. (35) 

Die Regenerationskapazität eines Organs wird durch Zellen, (I) die kontinuierlich proliferie-

ren oder (II) die nach Induktion erneut proliferieren können, bestimmt. Das hämatopoetische 

System oder Epithelien wie die Haut oder der Darm unterliegen einem kontinuierlichen hohen 

regenerativen Umsatz, der durch Stammzellen getragen wird. Andere Gewebe wie die Leber 

oder der Pankreas besitzen unter nativen Bedingungen keine Proliferationskapazität, können 

jedoch beispielsweise durch die Verletzung des Gewebes erneut zur Regeneration des 

funktionellen Gewebes angeregt werden. Im Gegensatz dazu weisen Gewebe, die hauptsäch-

lich aus permanenten Zellen wie Nerven- oder Herzmuskelzellen bestehen, eine geringe 

regenerative Kapazität auf und neigen bei Verletzung zur Umstrukturierung und zur 

Ausbildung von Bindegewebe. (57) Die Regeneration eines Gewebes aus permanent 

proliferierenden oder induziert proliferationsfähigen Zellen ist jedoch ebenfalls fakultativ und 

von der Proliferation und der Aktivität von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten abhängig. 

Der Erhalt der nativen Matrixstruktur bildet hierbei eine tragende Rolle. Bleibt die Struktur 

der nativen Matrix bei einer Verletzung erhalten, so ist die Wahrscheinlichkeit einer 

Regeneration hoch, kommt es jedoch zur Zerstörung der extrazellulären Matrix trägt dies zu 

Entstehung von fibrösem Bindegewebe bei. (35) Neben lokalen Faktoren wie der Quantität 

und der Qualität des jeweiligen Gewebes, tragen systemische Faktoren wie Veränderungen 

des Stoffwechsels oder der jeweilige Lebensstil sowie die medikamentöse Behandlung von 

Erkrankungen zur individuellen Biokompatibilität des Medizinprodukts bei (58-60). 
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1.3.2 Zelluläre Mediatoren der Fremdkörperreaktion 

Die Mikroumgebung in einer Wunde wird sensorisch durch Zellen erfasst und kann zu einer 

Anpassung deren Aktivität und Funktionalität sowie des molekularen Phänotyps führen. 

Neben den Zelltypen, die in unmittelbarem Kontakt mit dem Biomaterial stehen, modulieren 

ebenfalls die Anzahl sowie das Verhältnis der verschiedenen Zelltypen die Reaktion auf einen 

Fremdkörper. In der chronischen Phase der Fremdkörperreaktion verbleiben Makrophagen 

auf der Materialoberfläche und modulieren die Reaktion von Fibroblasten im umliegenden 

Bindegewebe (46). 

Zentrale Funktion von Makrophagen  

Makrophagen bilden eine heterogene Zellpopulation, die sowohl für die Gewebshomöostase 

wichtig ist, als auch eine erste Abwehr des angeborenen Immunsystems gegen Pathogene 

bildet (61). Mit einem Anteil von 10 bis 15 Prozent der Gesamtzellzahl kommen Makropha-

gen in allen humanen Geweben vor. Im Darm, der Lunge oder der Haut gehen die gewebs-

ständigen Makrophagen aus Monozyten hervor. Die aus einer myeloiden Vorläuferzelle im 

Knochenmark gebildeten Monozyten zirkulieren etwa ein bis zwei Tage im Blut und bilden 

hier ein Reservoir an Vorläuferzellen. Im Menschen bestehen etwa 10 Prozent der Leukozyten 

und in der Maus zwei bis vier Prozent aus Monozyten. Nach Einwanderung in ein Gewebe 

differenzieren die Monozyten zu gewebsständigen Makrophagen (siehe Abbildung 1-2). Nach 

Eintritt einer Entzündung kann durch Infiltration weiterer Monozyten aus dem Blutkreis-

laufsystem die Zahl der Makrophagen im Gewebe stark ansteigen. In anderen Geweben wie 

dem zentralen Nervensystem oder der Leber entsteht während der Embryogenese aus einer 

Keimbahnvorläuferzelle ein gewebseigener Makrophagenpool. Entsprechend dem Ort, an 

dem sich die gewebsständigen Makrophagen befinden, werden die Makrophagen unterschied-

lich bezeichnet - Beispiele hierfür sind: Osteoklasten im Knochen, alveolare Makrophagen in 

der Lunge, Mikrogliazellen im zentralen Nervensystem, Histiozyten im Bindegewebe, 

Kupfferzellen in der Leber und Langerhanszellen in der Haut. (62) In Tiermodellen konnte 

bereits gezeigt werden, dass die Depletion von Makrophagen zu einer reduzierten Entzündung 

sowie einer reduzierten Fibrose führt und die Wundheilung beeinträchtigt (63, 64). Der 

Übergang von der Entzündungsphase in die Wundheilungsphase ist durch eine Polarisierung 

des Zellphänotyps von kurzlebigen, proentzündlichen Makrophagen des Typs M1 zu 

langlebigen, wundheilenden Makrophagen des Typs M2 gekennzeichnet. (52, 65)  
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Die Abbildung ist modifiziert, nach Italiani und Boraschi (2014) dargestellt (62). 

 

Diese langlebigen Makrophagen können die gesamte Lebensdauer auf der Materialoberfläche 

eines Implantats verbleiben, in direktem Kontakt zum Biomaterial das umliegende 

Bindegewebe stimulieren und die Aktivität von Fibroblasten im umliegenden Gewebe 

modifizieren. Das funktionelle Profil der Makrophagen wiederum ist abhängig von dem 

Milieu aus löslichen Mediatoren, das die Monozyten bei Einwanderung in das Wundgewebe 

vorfinden und die Differenzierung zu Makrophagen beeinflusst.  

Abbildung 1-2 Die Bildung von Makrophagen erfolgt aus einer Keimbahnvorläuferzelle oder 

aus Monozyten nach Diapedese in das Gewebe. 
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Makrophagen differenzieren unter dem Einfluss zahlreicher Faktoren zu bestimmten Phänotypen, die wiederum 

die Bindegewebsbalance beeinflussen. Die Zeichnung ist eigenständig erstellt und orientiert sich an 

Martinez (2014), Franz (2011) und Kendall (2014) (52, 66, 67).  

 

Die lokale Mikroumgebung aus löslichen Mediatoren wie beispielsweise materialadhärenten, 

pathogenassoziierten molekularen Mustern (aus dem Englischen pathogen-associated 

molecular patterns; PAMPs) oder Zytokinen bestimmt die Polarisierung der 

Makrophagen. (68) Makrophagen in einem proentzündlichen Milieu aus IFN-γ, Lipopolysac-

chariden (LPS), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) oder Granulozyten und Makrophagen 

koloniestimulierendem Faktor (englisch granulocyte macrophage colony-stimulating factor, 

GM-CSF) differenzieren zu M1-Makrophagen (siehe Abbildung 1-3). Beispielsweise führt 

die unzureichende Reinigung zum Verbleib von LPS auf der Materialoberfläche und arretiert 

Abbildung 1-3 Im Zusammenspiel bilden die Makrophagen und die Fibroblasten während der 

chronischen Fremdkörperreaktion die zentralen Zellen. 
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Makrophagen im proentzündlichen Status (69). Die Polarisierung zu M2-Makrophagen kann 

wiederum durch IL-4, IL-10, IL-13, Immunkomplexe, Interleukin-6 (IL-6), Adenosin, 

Glukokortikoide und Makrophagen koloniestimulierendem Faktor (englisch macrophage 

colony-stimulating factor, M-CSF) ausgelöst werden. (66) Im Gegensatz dazu können 

Granulozyten oder TH2-Lymphozyten in der Wunde IL-4 freisetzen und die Entstehung von 

M2-Makrophagen unterstützen (70, 71). 

Hierbei verändert die Polarisierung der Makrophagen deren Effektorfunktionen wie die 

Expression von Oberflächenrezeptoren und die Zytokinsynthese. Während M1-Makrophagen 

in der akut entzündlichen Phase die Implantatoberfläche durch die Freisetzung von Enzymen 

und reaktiven Sauerstoffspezies angreifen, bilden M2-Makrophagen in der Wundheilungspha-

se Zellschichten auf der Biomaterialoberfläche. Die in ihrer Morphologie Epithelzellen 

ähnelnden, epitheloiden Makrophagen weisen eine starke Verzahnung auf und können unter 

Membranzusammenschluss mit mehreren Zellen zu Gigantenzellen (aus dem Englischen 

„giant cells“) fusionieren. (35) Für den zellulären Membranzusammenschluss von mehreren 

Makrophagen sind die Wechselwirkung mit materialadsorbierten Proteinen wie Komple-

ment C3, Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin, die anschließende Adhäsion über Integrine 

und das Leukozytenoberflächenantigen CD47 (englisch cluster of differentiation, CD) sowie 

die interzellulären Wechselwirkungen notwendig. (72) Anschließend bilden die fusionierten 

Makrophagen die erste adhärente zelluläre Schicht auf dem Biomaterial und isolieren den 

Fremdkörper vom Körperinneren. Diese chronische Ablagerung von M2-Makrophagen auf 

der Implantatoberfläche stimuliert das umliegende Bindegewebe zur Ausbildung einer dichten 

fibrösen Kapsel. (52, 65)  

Zentrale Funktion von Fibroblasten 

Die native Gewebsarchitektur wird durch den Aufbau von extrazellulären Strukturen zur 

Abgrenzung wie beispielsweise der Lamina propria oder der strukturierten Anordnung 

unterschiedlicher Zelltypen sowie zur Stabilisierung von funktionellem Gewebe geschaffen. 

In diesem Bindegewebe bilden Fibroblasten Strukturproteine wie Kollagen und Elastin, 

Adhäsionsproteine und die füllende Grundsubstanz des interstitiellen Raums wie beispiels-

weise Glykosaminoglykane. Neben dem Matrixaufbau sind Fibroblasten an der Synthese von 

matrixabbauenden Enzymen (Matrixmetalloproteinasen) und deren Inhibitoren (englisch 

tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMP) beteiligt und tragen somit zusätzlich zu der 
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Umstrukturierung, der Regeneration und dem Abbau der extrazellulären Matrix bei. (67) Der 

Erhalt der natürlichen Gewebsarchitektur ist ein balancierter Prozess aus extrazellulärer 

Matrixsynthese und Matrixabbau (Anabolismus versus Katabolismus). (73) Bei einer 

chronischen Gewebsverletzung kann dieses Gleichgewicht zur pathologischen Anreicherung 

von extrazellulärer Matrix verschoben werden (74, 75). Die in die Wundumgebung 

eingewanderten Entzündungszellen wie Makrophagen induzieren ein reiches chemisches 

Milieu aus parakrinen Signalen wie Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren, das 

wiederum von den Fibroblasten erfasst wird. Die Aktivierung von Fibroblasten durch diese 

Vielzahl an Signalen beeinflusst (I) deren Differenzierung zu Myofibroblasten, die 

Anreicherung von Fibroblasten in der Wundumgebung durch (II) die Proliferation sowie 

(III) die Einwanderung aus dem umliegenden Gewebe in das Defektareal und 

(IV) die vermehrte extrazelluläre Matrixsynthese. (67) 

1.3.3 Lösliche Mediatoren der Fremdkörperreaktion  

Lösliche Mediatoren können lokal den Aktivierungsstatus von gewebsständigen Zellen wie 

Fibroblasten, Endothelzellen oder Makrophagen sowie rekrutierten Entzündungszellen 

regulieren und systemisch Effekte wie Fieber, Hypertonie oder die Synthese von Proteinen 

der Akutphase auslösen. Die löslichen Mediatoren während einer Entzündungsreaktion lassen 

sich in vier Kategorien einteilen: 

(I) aus zellulären Phospholipiden gebildete entzündliche Metabolite wie 

beispielsweise Derivate der Arachidonsäure - Prostaglandin, Leukotrien, 

Lipoxin 

(II) die drei Protease-Substrat-Kaskaden - Koagulation, Komplement und Kinin  

(III) reaktive Sauerstoffspezies wie Stickoxid, Superoxid und Wasserstoffperoxid  

(IV) zellfreigesetzte Zytokine 

Jegliche Immunreaktionen werden durch Zytokine moduliert und koordiniert - dies 

verdeutlicht ihre zentrale Schlüsselfunktion. (76) Die Zytokine sind potente Signalproteine 

(~ 6 bis 80 Kilodalton, kDa), die von Entzündungszellen gebildet werden oder auf Zellen des 

Immunsystems wirken (77). Aus dem Zusammenspiel zahlreicher Zytokine ergibt sich ein 

Netz aus kumulierenden, synergistischen und antagonistischen Signalen, welche die Funktion 
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unterschiedlicher Zielzellen regulieren. (67) Zytokine können von zahlreichen Zellen gebildet 

werden, so auch von den zentralen Zellen während einer Fremdkörperreaktion - den 

Fibroblasten und den Makrophagen. Beispielsweise tragen Fibroblasten durch die Synthese 

von transformierendem Wachstumsfaktor-ß1 (englisch transforming growth factor-ß1,     

TGF-ß1), Interleukin-1ß (IL-1ß) und IL-6 zum Erhalt des Entzündungsmilieus bei (76, 78). 

Im Gegenzug wirken Zytokine, die von Makrophagen freigesetzt werden, wie der Fibro-

blastenwachstumsfaktor (englisch fibroblast growth factor, FGF), blutplättchenfreigesetzter 

Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF), TGF-ß1, IL-1ß, IL-6 und TNF-α 

auf Fibroblasten. (67) Hieraus ergeben sich komplexe Regelkreise aus Signalen, die auf die 

Zelle selbst (autokrin) oder die auf benachbarte Zellen wirken (parakrin) (siehe Abbil-

dung 1-4). Als molekulare Mediatoren können Zytokine basierend auf ihrer Wirkung in 

Entzündungsprozessen klassifiziert werden: (I) Mediatoren, die eine starke Entzündungsreak-

tion stimulieren oder regulieren, (II) Chemokine, die chemische Gradienten zur gerichteten 

Einwanderung von Zellen zum Entzündungsort aufbauen sowie (III) Proliferation und 

Matrixsynthese stimulierende Wachstumsfaktoren. Die Mechanismen der materialinduzierten 

Zytokinfreisetzung und die Zusammensetzung des Zytokinmilieus während der Fremdkörper-

reaktion sind bisher nicht beschrieben (79). Studien aus angrenzenden Forschungsgebieten, 

insbesondere von fibrotischen Erkrankungen, verweisen jedoch auf die Beteiligung 

bestimmter Zytokine an einer biomaterialvermittelten Fremdkörperreaktion.  

(I) In der frühen Wundheilungsphase kann ein stark proentzündliches Milieu aus Zytokinen 

wie IL-1ß, IL-6 und TNF-α ein Auslöser für die spätere Entwicklung einer Fibrose sein.  

Die Aktivierung von Entzündungszellen sowie Fibroblasten durch das proentzündliche IL-1ß 

moduliert das Entzündungsmilieu und trägt hierdurch zum Erhalt einer Entzündung bei. Zum 

Beispiel kann IL-1ß in Fibroblasten die Freisetzung weiterer proentzündlicher Zytokine wie 

M-CSF, IL-6, Interleukin-8 (IL-8) und Makrophagen chemotaktisches Protein-1 (englisch 

macrophage chemotactic protein-1, MCP-1) stimulieren (80-83). Auf zellulärer Ebene jedoch 

weist IL-1ß durch die Stimulation der Kollagenbildung und der TIMP-Synthese sowie durch 

die Stimulation der Proliferation eine einzigartig bifunktionelle Beteiligung sowohl am 

Gewebsabbau als auch an der Gewebsreparatur auf (84, 85).  
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Abbildung orientiert sich an Kendall (2014) (67).  

 

In systemischen Tiermodellen konnte bereits gezeigt werden, dass die exogene Zufuhr sowie 

die Überexpression von IL-1ß mit einer starken Entzündung, der Umstrukturierung von 

Gewebe und der Entwicklung einer Fibrose einhergeht (86, 87). Das hochpotente IL-1ß wird 

unter nativen Zell- und Gewebszuständen jedoch nicht in den extrazellulären Raum 

freigesetzt. Zusätzlich erfordert die Freisetzung aktivierende Signale wie PAMPs oder weitere 

Alarmsignale wie extrazelluläres ATP. Die Zusammenlagerung des Multiproteinkomplexes 

Inflammasom, die hieraus resultierende Aktivierung der Caspase-1 und die anschließende 

proteolytische Spaltung eines IL-1ß-Propeptids bilden eine stark regulierte Aktivierungs-

kaskade. (88, 89) 

Die profibrotische Wirkung von IL-1ß wird durch weitere proentzündliche Zytokine wie IL-6 

ergänzt. Als proentzündliches Schlüsselzytokin stimuliert IL-6 auf lokaler Ebene beispiels-

Abbildung 1-4 Makrophagen und Fibroblasten setzen Zytokine in ihre Mikroumgebung frei, die 

auf parakrine und autokrine Wirkungsweise eine zelluläre Reaktion auslösen. 



 1. Einleitung  

                

 

17 

 

weise die Proliferation von Fibroblasten (90). Die peritoneale Infusion sowie die wiederholte 

Injektion anderer proentzündlicher Stimulatoren wie zellfreie Staphylococcus epidermidis 

Überstände induzieren eine IL-6-vermittelte Fibrose (91, 92). Des Weiteren korrelieren beim 

Menschen mit systemischer Sklerose oder nach Infektion mit der Tremato-

de Opisthorchis viverrini die IL-6-Plasmaspiegel mit dem fibrotischen Verlauf der 

Erkrankung (93, 94).  

Die proentzündlichen Effekte von IL-1ß und IL-6 werden auf systemischer Ebene durch   

TNF-α ergänzt, jedoch weist TNF-α lokal eine antifibrotische Wirkung auf. TNF-α hemmt 

auf zellulärer Ebene die Kollagensynthese und verstärkt den Matrixabbau (95, 96). Die 

molekularen Mechanismen dieser lokalen Effekte sind bereits aufgeklärt: durch Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors NF-kB (englisch nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells) und die Bildung des Aktivatorprotein-1 (AP-1; JunB und cJun) hemmt 

TNF-α die Kollagenexpression (97-99). Kontrovers verweisen systemische Modelle auf 

profibrotische Effekte von TNF-α (100). Die Überlagerung lokaler antifibrotischer Effekte 

durch systemische fibrotische Effekte ist durch Distler und Kollegen (2008) dargestellt (101). 

Klinische Fallstudien unterstützen diese Hypothese durch den erfolgreichen Einsatz von   

TNF-α-Antagonisten zur Behandlung von systemischer Sklerose (102).  

(II) Chemokine bauen chemische Gradienten zur gerichteten Einwanderung von Zellen zum 

Entzündungsort auf und wirken hierdurch indirekt auf die Entstehung einer Fibrose. 

Die Freisetzung des Chemokins IL-8 durch beispielsweise Fibroblasten oder Makrophagen 

generiert einen chemischen Gradienten, der die Infiltration weiterer Entzündungszellen und 

Fibroblasten zum Gewebsdefekt ermöglicht (103-105). Zum Beispiel konnte bei Patienten mit 

Leberfibrose ein Zusammenhang zwischen IL-8 und der Ansammlung von Makrophagen 

gezeigt werden (106). 

Für das Zytokin IL-10 ist ebenfalls eine chemotaktische Rekrutierung von Fibrozyten 

beschrieben (107). Als antientzündliches Zytokin kann IL-10 jedoch zu einer verminderten 

Kollagenanreicherung im Gewebe führen (108). Knockoutmodelle bestätigen anhand einer 

zunehmenden Entzündung und Fibrose die antientzündliche Wirkung von IL-10 (109, 110). 

Kontroverserweise zeigte ein IL-10-Hyperexpressionsmodell eine Rekrutierung von 

Fibrozyten und die Aktivierung von M2-Makrophagen – beides wichtige Teilprozesse, die zu 

einer Fibrose beitragen (107). Diese kontroverse Studienlage verdeutlicht die Multifunktiona-
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lität von IL-10 und eine mögliche Konzentrationsabhängigkeit des IL-10-vermittelten Effekts 

auf die Bindegewebsbalance.  

(III) Die Effekte der Wachstumsfaktoren TGF-ß1, PDGF und FGF beschränken sich nicht nur 

auf Proliferations- und Matrixsyntheseprozesse, sondern leisten ebenfalls als Chemokine 

einen Betrag zur Entwicklung einer Fibrose. 

Insbesondere der Wachstumsfaktor TGF-ß1 erfüllt eine multifunktionale Schlüsselfunktion 

bei der Verschiebung des Gewebsgleichgewichts zu einer höheren Kollagenablagerung.  

TGF-ß wirkt auf die Proliferation von Zellen und die Matrixsynthese, rekrutiert weitere 

Immunzellen sowie Fibroblasten und induziert die Differenzierung von Fibroblasten zu 

Myofibroblasten (67, 111-113). Die Anwendung von TGF-ß-Rezeptorantagonisten und der 

Knockout des TGF-ß-Rezeptors verdeutlichen die zentrale Rolle von TGF-ß1 bei der 

Entstehung einer Fibrose (114, 115). Zum Beispiel weisen tranilastbeschichtete              

(TGF-ß-Inhibitor) Silikonimplantate nach Implantation eine verminderte Kapseldicke, 

Kollagendichte und Zellzahl auf (116). Neben der Beteiligung an fremdkörperinduzierter 

Fibrose trägt TGF-ß1 zu anderen chronischen Entzündungsprozessen wie der Leberfibrose bei 

(117). Zusätzlich wird die Wirkung des hochpotenten Wachstumsfaktors TGF-ß1 durch die 

Wachstumsfaktoren PDGF und FGF ergänzt. Hierbei induziert der durch Makrophagen 

gebildete Wachstumsfaktor PDGF die Chemotaxis von Fibroblasten (118-121) sowie eine 

verstärkte Proliferation, Differenzierung und Matrixsynthese (78). Neben seiner Funktion als 

Fibroblastenwachstumsfaktor führt ein Gradient aus FGF zur Chemotaxis von 

Fibroblasten (111, 122). In vivo konnte gezeigt werden, dass die Anreicherung von FGF in 

der bronchoalveolären Flüssigkeit mit der Ansammlung von Leukozyten korreliert (123). 

Zusammengefasst weisen zahlreiche Zytokine einen Einfluss auf die Entstehung einer Fibrose 

auf. Das Milieu aus proentzündlichen Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren wird 

von den Zellen in unmittelbarer Umgebung erfasst und in eine Reaktion des Bindegewebes 

übersetzt - erst das Zusammenspiel dieser zahlreichen Faktoren bestimmt die Quantität und 

Qualität der fibrösen Bindegewebskapsel.  
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1.3.4 Zusammensetzung der fibrösen Bindegewebskapsel um 

einen Fremdkörper 

Bereits drei bis fünf Tage nach Implantation eines Biomaterials wird die erste provisorische 

Fibrinmatrix durch Granulationsgewebe aus Kollagen ersetzt. Innerhalb der ersten vier bis 

fünf Wochen führt die erhöhte Zellzahl in der Wundumgebung sowie eine gesteigerte 

Syntheseaktivität pro Zelle zu einer erhöhten Kollagensynthese. (124) Bei größeren 

Gewebsdefekten bildet sich im weiteren Verlauf um das Implantat eine fibröse Kapsel. (125) 

Natives Bindegewebe besteht zu circa 70 bis 80 Prozent des Trockengewichts aus Kollagen. 

Hierbei bilden Kollagen Typ I (80 bis 90 Prozent) zusammen mit Kollagen Typ III (10 bis 

20 Prozent) den Hauptbestandteil des gesamten Kollagens (126, 127). Die Zugfestigkeit und 

stabilisierende Funktion von Kollagen im Bindegewebe wird durch seine Triplehelixstruktur 

gewährleistet. Diese entsteht durch posttranslationale Hydroxylierung von Prolin- und 

Lysinendgruppen, der Glykolysierung sowie der Ausbildung von Disulfidbrücken zwischen 

drei Propeptiden. Nach Sekretion wird die Triplehelix durch Peptidasen zu reifen Monomeren 

prozessiert, die sich zu Mikrofibrillen (67 nm) aus fünf Kollagenmonomeren zusammen 

lagern und diese wiederum bilden multimikrofibrilläre Kollagenbündel. Inter- und 

intramikrofibrilläre Verbindungen zwischen den Aldehydendgruppen der Aminosäuren Lysin 

und Hydroxylysin verleihen den Kollagenbündeln ihre Zugkraft. (75) Während einer 

Wundheilungsphase verschiebt sich das Kollagengleichgewicht zu einer verstärkten Bildung 

von Kollagen III. Hierbei kann die Neusynthese an Prokollagen III während der ersten Tage 

nach Gewebsverletzung auf bis zu 40 Prozent des gesamten Prokollagens ansteigen (128). Bei 

einem Heilungsvorgang stabilisiert Kollagen des Typs III durch den stärkeren Aufbau von 

Querverbindungen den Gewebsdefekt (129). Im Vergleich zu Kollagen I, bestehend aus 

dicken Fasern mit einer hohen Zugkraft, bildet Kollagen III dünnere, elastische Fibrillen und 

beeinflusst hierdurch die physikalischen Eigenschaften des Wundgewebes (130). In 

Narbengewebe wird die native zufällige Orientierung dicker Fasern durch dünne Kollagenfa-

sern paralleler Ausrichtung abgelöst (131). Dagegen geht eine fehlende Kollagen-III-Bildung 

mit der Differenzierung zu Myofibroblasten und einer starken Wundkontraktion einher (132). 

Bei Regeneration der nativen Gewebsstrukturen wird im Verlauf der Wundheilung das dünne 

Kollagen-III-Netz durch dickere, organisierte Kollagen-I-Bündel ersetzt. Hierdurch gewinnt 
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das Bindegewebe erneut an Stärke, erreicht jedoch maximal 80 Prozent der ursprünglichen 

Zugkraft. (124, 133)  

1.4 Präklinische Testverfahren zur Erfassung von 

Medizinprodukten 

Die Komplexität der Reaktion des menschlichen Körpers auf das Einbringen eines 

Fremdkörpers in das Gewebes verdeutlicht einerseits die Notwendigkeit geeigneter 

präklinischer Testverfahren zur Abschätzung von Aspekten wie Sicherheit, Funktionalität, 

Effizienz und Performanz des Implantats. Andererseits führt sie zur Herausforderung 

geeignete Testverfahren, die diese Komplexität abbilden, zu entwickeln.  

Internationale Standards zur Biokompatibilitätstestung 

Die Bewertung von Medizinprodukten, deren einzelnen Bestandteilen und deren Kombinatio-

nen richtet sich nach internationalen Standards. Hierbei fasst die Richtlinie ISO 10993 

Vorgehensweisen zur Testung der Biokompatibilität zusammen (134). Die Auswahl 

geeigneter Testmethoden und der Testumfang orientieren sich an der klinischen Anwendung 

des Produkts und der vorgesehenen Kontaktdauer sowie der potentiellen Gefahr, die von 

einem Material ausgeht. Insbesondere wird zwischen haut- oder schleimhautexponierten 

Medizinprodukten, extern kommunizierenden und mit dem Körper verbundenen Medizinpro-

dukten oder in Kontakt zu Blut, Kochen oder anderen Geweben implantierten Medizinpro-

dukten unterschieden. Entsprechend ihrer vorgesehenen Kontaktdauer mit dem menschlichen 

Körper erfolgen die Einstufung in kurzzeitig (bis zu einem Tag), langzeitig (bis zu 30 Tage) 

und dauerhaft (ab 30 Tagen) eingesetzte Medizinprodukte. Dabei fallen die Testverfahren zur 

Validierung der Biokompatiblität in zwei Kategorien: (I) indirekte Charakterisierungsverfah-

ren unter Verwendung von Extrakten und Testung deren Effekt auf lebende Zellen oder 

Organismen und (II) direkte Testverfahren von Medizinprodukten oder deren Komponenten 

unter in vitro oder in vivo Bedingungen. Wie bereits beschrieben richtet sich die Anwendung 

der Biomaterialien in den entsprechenden Testverfahren nach dem jeweilig vorgesehenen 

Einsatz. Hierfür müssen die Materialien in Form, Dichte, Härte, Oberflächenbeschaffenheit, 

Sterilisierung und Handhabung für die Biokompatibilitätstestung übereinstimmen. (35, 36) 
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Standardisierte in vivo Testmethoden 

Für die Testung einer lokalen Gewebsantwort muss ein Biomaterial oder ein Medizinprodukt 

chirurgisch an den zukünftigen Anwendungsort in den Körper eingebracht werden (35). Im 

Anschluss an eine mehrwöchige Testphase kann die Integration des Fremdkörpers in das 

Gewebe untersucht werden. Zur Charakterisierung der Qualität und Quantität der Gewebein-

tegration nach Implantation des Biomaterials dienen histologische Verfahren. Diese schließen 

Bewertungskriterien wie die Neubildung von fibrösem, entzündlichem, nekrotischem, 

granulomatösem und vaskulärem Gewebe sowie die Ablagerung von Materialbestandteilen 

und die Bildung von Fetteinlagerungen ein. [ISO 10993-6:2007, Teil 6] (134)  

Aktuelle Entwicklungen von in vitro Modellsystemen 

In vitro Testsysteme finden insbesondere zur Identifizierung neuer Biomaterialkandidaten 

sowie als Teil mehrstufiger Testprozesse zur Bewertung von Medizinprodukten 

Anwendung (35). Hierbei erfassen in vitro Testmethoden unterschiedliche zelluläre 

Endpunkte wie beispielsweise die Morphologie, die Adhäsion, die Integrität, die Proliferation 

oder die Sekretion von Produkten. Die Integration von in vitro Testverfahren in standardisier-

te Testprozesse richtet sich nach der Verfügbarkeit validierter, verlässlicher und reproduzier-

barer Methoden. Jedoch hält die regulatorische Akzeptanz von alternativen Testmethoden 

nicht den aktuellen Entwicklungen stand. Ein Beispiel für einen anerkannten Test ist der auf 

humanem Vollblut basierende, zur Testung von Pyrogenen (fieberinduzierenden Substanzen) 

angewandte Monozytenaktivierungstest (MAT) (79). Jedoch können anerkannte, standardi-

sierte in vitro Zellkultursysteme keine dreidimensionalen Gewebsstrukturen abbilden und 

eignen sich nur für kurze Testphasen. Daher stellen nach wie vor Tiermodelle für die 

Erfassung lokaler Effekte nach Implantation eines Biomaterials in ein Gewebe den aktuellen 

Goldstandard dar [ISO 10993-6:2007, Teil 6] (134). Nichts desto trotz sollte die Notwendig-

keit einer in vivo Studie begründet und keine Alternativmethode vorhanden sein. (5) Darüber 

hinaus adressiert die Präferenz von in vitro vor in vivo Testverfahren die Aspekte des         

3R-Prinzips (Russell und Burch, 1959) „Replacement, Reduction, Refinement“ (deutsch 

Ersatz, Reduzierung, Verbesserung) zu einem bewussten und sorgfältigen Einsatz von 

Tiermodellen in der Wissenschaft (135).  Beispielsweise können Vorstudien für akute Effekte 

zwischen Blutkomponenten und Biomaterial wie die Aktivierung der Koagulation sowie des 

Komplementsystems oder die Adhäsion von Zellen an der Materialoberfläche anhand von 
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in vitro Testungen stattfinden [ISO 10993-4:2002, Teil 4] (134). Hierbei kann die Testung 

in vitro kosten- und zeiteffizienter sein und durch die Anwendung humaner Zellen eine 

höhere Übertragbarkeit aufweisen. In den in vitro Testverfahren finden Zelltypen Anwen-

dung, die bei Implantation in das Zielgewebe mit dem Biomaterial in Kontakt treten. Zur 

Untersuchung der Fremdkörperreaktion werden primäre Monozyten oder Makrophagen aus 

dem Blut (14, 17) oder Zelllinien wie U937 (human) (12), RAW 264.7 (murin) (18) oder 

P388D1 (murin) (20) eingesetzt. Testverfahren mit Zelllinien weisen im Vergleich zu 

primären Zellen eine hohe Zellverfügbarkeit, eine hohe Reproduzierbarkeit und damit 

einhergehend eine niedrigere Anzahl an Replikationszyklen auf. Die aus Tumorgewebe 

gewonnenen, immortalisierten Zelllinien sind jedoch im Hinblick auf Veränderungen ihres 

Phänotyps im Vergleich zu nativen Zellen oft unzureichend charakterisiert. (35) Zusätzlich 

erfordern international anerkannte in vitro Methoden oft eine Anpassung der Testbedingungen 

für die Testung von Medizinprodukten so auch der bereits beschriebene Monozytenaktivie-

rungstest (MAT) (79). Im Hinblick auf die steigende Potenz von Pyrogenen durch 

Oberflächenexposition (136) erfordert das Standardverfahren unter Anwendung von Eluaten 

die Anpassung des Vorgehens zu einer direkten oberflächenexponierten Testung von 

Medizinprodukten (137, 138). Jedoch adressiert der MAT ausschließlich Aspekte der 

Oberflächenkontamination mit Pyrogen und lässt Biokompatibilitätsaspekte außen vor. Ein 

relativ neues Forschungsfeld zur Erfassung der Biokompatibilität ist die Charakterisierung des 

Freisetzungsprofils von Entzündungsmediatoren wie den Zytokinen (79). Die Kapazität von 

Materialien, die Zytokinantwort zu modulieren, konnte bereits mit der murinen Makropha-

genzelllinie RAW 264.7 und primären Monozyten gezeigt werden (18, 139). Jedoch sind die 

Mechanismen der oberflächeninduzierten Freisetzung von Zytokinen und ihr Einfluss auf die 

Biokompatibilität bisher geringfügig verstanden (79). Insgesamt zeichnet sich in der 

Biomaterialforschung eine Verschiebung des analytischen Profils von zellulären Analysen 

(Zelltyp, Zellzahl) zu molekularen Nachweisen wie Signalproteinen (Zytokine, matrix-

modulierende Proteine) ab (140, 141). 
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1.5 Motivation und Gesamtziel der Doktorarbeit 

Aktuelle zellbasierte, standardisierte in vitro Modellsysteme umfassen keine Verfahren zur 

Testung von (I) dreidimensionalen Bindegewebsprozessen wie sie bei einer Fremdkörperreak-

tion eintreten und (II) decken längere Kontaktphasen zwischen Blutkomponenten und 

Biomaterialien nicht ab [ISO 10993-4, Teil 4] (134). Die Entwicklung von in vitro 

Modellsystemen, die den Kontakt zu Blutkomponenten sowie die Reaktion des umliegenden 

Bindegewebes bei lokaler Implantation abbilden können, ist von großer Bedeutung für die 

Identifizierung potentieller Biomaterialkandidaten, die idealerweise eine verbesserte 

Gewebsintegration aufweisen. 

Ziel dieser Doktorarbeit war: 

(I) Die Entwicklung eines indirekten, zellbasierten Modellsystems zur 

Untersuchung von Teilprozessen wie (a) die Chemotaxis und (b) der 

Bindegewebsumbau während einer biomaterialinduzierten Fremdkörperreaktion.  

(II) Die Bewertung unterschiedlicher physiologischer Testbedingungen hinsichtlich 

ihrer Korrelation zu literaturbasierten Biomaterialbewertungen. Hierzu sollte ein 

multifaktorielles, zytokinbasiertes Biokompatibilitätstestverfahren aufgebaut 

und ein vergleichendes Bewertungsmodell für Biomaterialien eingeführt 

werden.  

(III) Der Aufbau eines direkten, dreidimensionalen Kokultursystems, das die 

Matrixumgebung einer Wunde abbildet, Makrophagen und Fibroblasten 

integriert und einen Aufschluss über fibrotische Prozesse liefert.  

Die notwendige Validierung der entwickelten Testverfahren erfolgte anhand von Referenz-

materialien, deren Gewebsreaktion nach Implantation in präklinischen und klinischen Studien 

beschrieben ist.  
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2. Material und Methoden 

Im folgenden Kapitel sind die verwendeten Materialien in tabellarischer Form zusammenge-

fasst. Der anschließende Methodenteil dient der Nachvollziehbarkeit und der Reproduzier-

barkeit der entwickelten Methoden sowie der durchgeführten Analysen. 

2.1 Verwendete Materialien 

In tabellarischer Form fasst das nachfolgende Kapitel die verwendeten Gewebe und Zellen, 

alle biologischen und chemischen Stoffe, die angewandten Referenzmaterialien, alle Geräte, 

die Software und die Konsummaterialien, die Zell- und Gewebskulturmedien sowie die 

verwendeten Zellkulturpuffer und alle Komponenten der analytischen Nachweisverfahren 

zusammen. 

2.1.1 Gewebe- und Zellmaterial  

Der Aufbau von zellbasierten Modellsystemen erforderte die Isolierung von Zellen und die 

Gewinnung von biologischen Matrixstrukturen aus Gewebe. In Tabelle 2-1 ist das in dieser 

Arbeit verwendete Gewebe- und Zellmaterial dargestellt. 

Produkt Bezeichnung Produktnummer Bereitsteller (Ort, Land) 

Blutplasma (human) gefrorenes Frischplasma, 

(+) Citrat-Phosphat-

Dextrose, Blutgruppe 0 

  Blutspendedienst des 

Bayerischen Roten Kreuzes 

(München, Deutschland)  

  Spender 1 80215162074   

  Spender 2 80215134830   

  Spender 3 80215385447   

  Spender 4 80215385419   

  Spender 5 80215353230   

  Spender 6 80215420650   

  Spender 7 80215162067   

  Spender 8 80215661868   

  Spender 9 80215590764   

  Spender 10 80214120563   

Tabelle 2-1 Gewebe- und Zellmaterial. 
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Produkt Bezeichnung Produktnummer Bereitsteller (Ort, Land) 

Fibroblastenzelllinie 

HFF-1 (human) 

Pool aus zwei Spendern 

(Neugeborene, Vorhaut, 

gesund) 

SCRC-1041 

(LOT 63229645) 

ATCC (Wesel, Deutschland) 

Kollagen Typ I 7,2 mg per ml in 0,1 % 

Essigsäure, aus 

Rattenschwänzen von 

männlichen Anzuchtratten  

(8 - 10 Wochen alt) 

- Eigenherstellung (Würzburg, 

Deutschland) 

Leukozytenkonzentrat anonymisiert, (+) EDTA - Universitätsklinikum Würzburg 

(Würzburg, Deutschland) 

Vollblut (human) gekühlte Blutkonserve, 

(+) Citrat-Phosphat-

Dextrose, Blutgruppe A oder 

B 

  Blutspendedienst des 

Bayerischen Roten Kreuzes  

(München, Deutschland)  

  Spender 1 A Rh+ K+ 80214363564   

  Spender 2 A Rh+ K+ 80214330356   

  Spender 3 A Rh+ K+ 80215272191   

  Spender 4 A Rh+ K+ 80215315058   

  Spender 5 B Rh+ K- 80215104648   

  Spender 6 A Rh+ K- 80215104993   

  Spender 7 B Rh+ K+ 80215691842   

  Spender 8 B Rh+ K+ 80215202489   

  Spender 9 B Rh+ K- 80215206202   

  Spender 10 A Rh+ K- 80216203014   

Vorhäute (human) Spender 1 (4 Jahre, gesund, 

Chemotaxis) 

 lokale Arztpraxis  

(Würzburg, Deutschland) 

  Spender 2 (4 Jahre, gesund, 

Fibrinstandardisierung) 

    

  Spender 3 (6 Jahre, gesund, 

Fibrinstandardisierung) 

    

  Spender 4 (7 Monate, 

gesund, Fibrinstandardisie-

rung) 

    

  Spender 5 (13 Jahre, gesund, 

Westernblotkontrolle) 
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2.1.2 Biologische und chemische Stoffe  

Die in dieser Arbeit angewandten biologischen und chemischen Stoffe sind in Tabelle 2-2 in 

alphabetischer Reihenfolge zusammengestellt.  

Stoffbezeichnung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Aceton 5025.5 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Acrylamid Rotiphoresegel 30 (37,5:1) 3029.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Aluminiumkaliumsulfatdodecahydrat  CN78.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES) 440140 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Ammoniumperoxidsulfat (APS) 9592 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Anilinalkohol 1.013.800.500 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Anilinblau Orange G 1.014.400.500 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Aquatex 1.08562.0050 Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Avidin-Meerrettichperoxidase (HRP)-

Konjugat 

A-7419 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazolin-

6-Sulphon)-Säure (ABTS) 

A3219 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Azokarmin 1.014.701.000 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Beta-Mercaptoethanol  

(ß-Mercaptoethanol) 

4227.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Bovines Serumalbumin 8076.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Bromphenolblau A512.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Calciumchlorid (CaCl2) C7902-5006 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Chloralhydrat C8338 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Chloroform 372978 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Chondroitinsulfat  C4384 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Citronensäuremonohydrat C1909 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

4′,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) -

Fluoromount 

004959-52 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 8418 Sigma Aldrich (München Deutschland) 

Dispase 17105-041 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) in Pulverform 

SH30003.03 GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) 

Entellan  107960 Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) 

Eselserum  D9663 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Tabelle 2-2 Biologische und chemische Stoffe. 
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Stoffbezeichnung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Essigsäure 6755.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Essigsaurer Alkohol  1.137.401.000 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Ethanol 9065.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) E5134 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Fetales Kälberserum  41F1142K Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Fettstift S002 Agilent (Waldbronn, Deutschland) 

Ficoll (1,078 g/ml) 17-5442-03 GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) 

„Fragment crystallizable region“  

Rezeptor (FcR) Blockierungslösung 

130-059-901 Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

Glutaraldehydlösung (25 %) G5882 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Glycerol M6145 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Glycin 3908.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Hämatoxylin H9627 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Hyaluronidase H4272 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Hydroxyethylpiperazinethan-

sulfonsäure (HEPES) 

H4034 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Interleukin-4 (IL-4) 200-04 Peprotech (New Jersey, US) 

Isopropanol 6752.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Kaliumbicarbonat (KHCO3) P748 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Kaninchenserum  R9133 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Kollagenase 001745401 Serva (Heidelberg, Deutschland) 

L-Ascorbinsäure-2-Phosphat A8960 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

Lipopolysaccharid (LPS)  

aus Escherichia coli 0111:B4 

L4391 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

magnesium- und calciumangereicherte 

phosphatgepufferte Saline (PBS+)  

D8662 Sigma Aldrich (München Deutschland) 

Makrophagen koloniestimulierender 

Faktor (M-CSF) 

300-25  Peprotech (New Jersey, US) 

Mausserum  M5905 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Methanol 34860-2.5C-R Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Milchpulver T145.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumazid K305.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumchlorid (NaCl) HN00.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumcitrat 5110.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumdesoxycholat D6750 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumdodecylsulfat CN30.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
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Stoffbezeichnung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) HN01.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Natriumhydroxid (NaOH) 1.091.371.000 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumiodat S4007 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Natriumpyruvat 11360-039 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Paraffin 587 Sasol (Hamburg, Deutschland) 

Paraformaldehyd P087.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Penicillin-Streptomycin 15140122 Sigma Aldrich (München, Deutschland)  

phosphatgepufferte Saline (PBS)  D8537 Sigma Aldrich (München Deutschland) 

Phosphorwolframsäure 1.032.400.500 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Propanol 6752.5 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Proteaseinhibitor 4693132001 Roche (Mannheim, Deutschland) 

Proteinmarker Pro Sieve Quad Color  830537 Biozyme (Hessisch Oldendorf, Deutschland) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2367.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Thrombin T4393 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Tranexamsäure (t-AMCA) PZN0523241 Pfizer Pharma (Münster, Deutschland) 

Transforming growth factor-ß1 

(TGF-ß1) 

100-21 Peprotech (New Jersey, US) 

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 

(Tris) 

T6066 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Tris-Hydrochlorid (Tis-HCl) 9090.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Triton-X T8787 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Trypsin-EDTA 59418C Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Tween P1379 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

Salzsäure (HCl) 4625.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) CN30.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Versen 15040-033 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 8070.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Weigerts' Hämatoxylin 10225B/A.00500 Morphisto (Frankfurt, Deutschland) 

Xylol 9713.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Ziegenserum  D9663 Sigma Aldrich (München, Deutschland) 

 



 2. Material und Methoden  

                

 

29 

 

2.1.3 Referenzbiomaterialien 

Der Aufbau der entwickelten Modellsysteme erfolgte auf den Oberflächen von Referenzbio-

materialien. Die Auswahl verwendeter Referenzmaterialien ist in Tabelle 2-3 zusammenge-

fasst.  

Biomaterial Beschreibung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Glas Natronkalkglasschälchen  

(Ø 34 mm; Ø 30 mm) 

455701 Brand  

(Wertheim, Deutschland) 

Polyethylen (PE) Zellkulturschale (Ø 35 mm) 81156 Ibidi (München, Deutschland) 

Polytetrafluorethylen 

(PTFE) 

Rhenolase MK I-grau 

Oberflächenbeschichtung auf 

Glasschälchen  

(Ø 34 mm; Ø 30 mm) 

V11A003620, 

V11A003695 

Rhenotherm GmbH  

(Kempen, Deutschland) 

Silikon Kammersystem aus  

Biopor® AB clearX Silikon  

(17 x 53 mm
2
) 

28400M Dreve Otoplastik GmbH  

(Unna, Deutschland) 

Titan Oberflächenbeschichtung auf 

Glasschälchen  

(Ø 34 mm; Ø 30 mm) 

- Tobias Schmitz  

(Würzburg, Deutschland) 

 

2.1.4 Geräte, Software und Konsummaterialien  

Die Vorbereitung und die Durchführung der Testverfahren, die anschließende Analyse und 

die nachfolgende Auswertung der Daten erforderten verschiedene Geräte, Software und 

Konsummaterialien. Die angewandten Materialien sind wie folgt dargestellt: Tabelle 2-4 zeigt 

die verwendeten Geräte; in Tabelle 2-5 sind die verwendeten Softwares dargestellt 

und in Tabelle 2-6 sind die Konsummaterialien zusammengefasst. 

Gerät Spezifizierung Hersteller (Ort, Land) 

Analysewaage PFB 1200-2 Kern und Sohn (München, Deutschland) 

Autoklav DX-Bench-top  Systec GmbH (Wettenberg, Deutschland) 

Autoklav Technoclav Biomedis Laborservice (Gießen, Deutschland) 

Blockstation EG 150H  Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland) 

Tabelle 2-3 Biomaterialien. 

Tabelle 2-4 Geräte. 
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Gerät Spezifizierung Hersteller (Ort, Land) 

Blottkammer - Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

Durchflusszytometer FACS Calibur BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland) 

Einbettautomat Microm STP 120  Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland) 

Elektrophoresekammer - Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

Fluoreszenzmikroskop BZ-9000 Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland) 

Hochvakuumbeschichtungsanlage EM ACE600 Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland) 

Inkubator BDD 6220  Thermo Electron Led  

(Langenselbold, Deutschland) 

Kamera Digital IXUS 80 IS Canon (Krefeld, Deutschland) 

Konfokalmikroskopieplattform  TCS SP8 Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland) 

Kritischpunkttrockner BALTEK CPD030  Baltic Präparation (Niesgau, Deutschland) 

Mikroplattenmessgerät Tecan Reader 

Infinite® M200 

Tecan (Crailsheim, Deutschland) 

Mikrotom SM2010R  Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland) 

Mikrozentrifuge SD 220VAC Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 

Netzteil EV243 Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

Netzteil EV202 Peqlab (Erlangen, Deutschland) 

pH-Messgerät Five Easy FE20  Mettler-Toledo (Columbus, Ohio, USA) 

Rasterelektronenmikroskop Supra 25 Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 

Thermozykler - Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Ultraschallbad 8510 EMERSON Technologies (Dietzenbach, 

Deutschland) 

Ultraschallgerät Branson SSE-1 VWR (Darmstadt, Deutschland) 

Vortexer Vortex Genie2G-

560E 

Scientific Industies (New York, USA) 

Westernblot Bildaufnahmesystem FluoroChem Q ProteinSimple (San Jose, Kalifornien, USA) 

Zentrifuge Heraeus Multifuge 

X1R  

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland) 

Software Version Anwendung Hersteller (Ort, Land) 

CellQuestPro  6.0 Durchflusszytometrie BD Biosciences  

(Heidelberg, Deutschland) 

Chemotaxis- und  

Migrationstool 

- Chemotaxisanalyse Ibidi GmbH (München, Deutschland) 

EndNote X7.7.1 Literaturverwaltung Thomson Reuters (New York, USA) 

Tabelle 2-5 Software. 
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Software Version Anwendung Hersteller (Ort, Land) 

FCAP Array Software 3.0 Zytometrische  

Partikelanalyse 

BD Biosciences  

(Heidelberg, Deutschland) 

FlowJo 10 Zytometrische Analyse Tree Star (Ashland, USA) 

Fluorochem Q V3.2.2.2.0 Aufnahme der  

Westernblots 

ProteinSimple  

(San Jose, Kalifornien, USA) 

ImageJ 1.49m Bildbearbeitung Nationalinstitut für Gesundheit  

(Bethesda, USA) 

Keyence BZ II Viewer 2.1 Fluoreszenz-

mikroskopie 

Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland) 

LAS X Leica 1.1.0.12420 Konfokalmikroskopie Leica Mikrosysteme  

(Wetzlar, Deutschland) 

Manuelles Tracking 

Plugin für ImageJ 

2 Chemotaxisanalyse Fabrice Cordelieres  

(Orsay, Frankreich) 

MatLab R2014a Chemotaxisanalyse The MathWorks  

(Ismaning, Deutschland) 

Microsoft Excel 2010 zahlreiche  

Anwendungen 

Microsoft Corporation  

(Redmond, USA) 

Microsoft Visio 2010 Bildbearbeitung Microsoft Corporation  

(Redmond, USA) 

OriginPro 2016G Statistik OriginLab Corporation  

(Northhampton, USA) 

RStudio 0.99.489 Graphiken RStudio (Boston, USA) 

Tecan i-control 1.1 Mikroplattenmessung Tecan (Männedorf, Schweiz) 

UnscramblerX - Hauptkomponenten-

analyse 

Camo (Oslo, Norwegen) 

Konsummittel Beschreibung Hersteller (Ort, Land) 

Chemotaxiskammersystem 3D µ-Slide Chemotaxis, zellkulturbe-

handelt, sterilisiert 

Ibidi (Martinsried, Deutschland) 

Deckgläser 24 × 60 mm Menzel  

(Braunschweig, Deutschland) 

Einbettfilterpapier - Labonord  

(Mönchengladbach, Deutschland) 

Einbettkassetten - Klinipath (Duiven, Niederlande) 

Einfrierröhrchen - Greiner Bio-One  

(Frickenhausen, Deutschland) 

Tabelle 2-6 Konsummaterial. 
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Konsummittel Beschreibung Hersteller (Ort, Land) 

Einmalpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Greiner Bio-One  

(Frickenhausen, Deutschland) 

ELISA-Mikrowellplatten 96-Well, Nunc-Immuno-MaxiSorp,  

Polystyrol, durchsichtig, flacher Boden 

Nunc (Wiesbaden, Deutschland) 

FACS-Mikrotiterröhrchen 1,2 ml Hartenstein  

(Würzburg, Deutschland) 

FACS-Röhrchen 2 ml Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Filterspitzen  0,1 - 10 µl, 0,1 - 100 µl, 100 - 1000 µl  Nerbe plus  

(Winsen/Luhe, Deutschland) 

MACS-Mehrfachständer - Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

MACS-Säulenadapter mittleres Format "midi" Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

MACS-Trennsäulen großes Format "large scale" Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

Nitrocellulosemembran Amersham Protran,  

Porendurchmesser Ø 0,2 µm  

GE Healthcare 

(Freiburg, Deutschland) 

Objektträger Glas, 76 x 26 x 1 mm, Superfrost Menzel  

(Braunschweig, Deutschland) 

Objektträger Glas, 76 x 26 x 1 mm, Poly-L-Lysin Menzel  

(Braunschweig, Deutschland) 

Parafilm - Sigma Aldrich  

(München, Deutschland) 

Pasteurpipetten Glas, 120 mm, 2 ml  Brand (Wertheim, Deutschland) 

Petrischalen  - Greiner Bio-One  

(Frickenhausen, Deutschland) 

Pipettenspitzen 0,5 - 10 µl, 10 - 100 µl, 100 - 1000 µl  Greiner Bio-One  

(Frickenhausen, Deutschland) 

Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Sarstedt  

(Nümbrecht, Deutschland) 

Wellplatten 96-Well, schwarz, flacher Boden Greiner Bio-One  

(Frickenhausen, Deutschland) 

Zellkulturflaschen 150 cm
2
 TPP (Trasadingen, Schweiz) 

Zellkulturkammersystem 8-Well, Nunc-Lab-Tek, Glas Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 



 2. Material und Methoden  

                

 

33 

 

Konsummittel Beschreibung Hersteller (Ort, Land) 

Zellkulturplatten 6-Well, 48-Well und 96-Well,  

transparent, flacher Boden 

TPP (Trasadingen, Schweiz) 

Zellkulturschalen 60 cm
2
 TPP (Trasadingen, Schweiz) 

Zellkulturträgersystem Polycarbonatmembran mit einem  

Porendurchmesser von 0,4 µm  

Merck Millipore  

(Darmstadt, Deutschland) 

Zellschaber - Sarstedt  

(Nümbrecht, Deutschland) 

Zellsieb Porendurchmesser Ø 40 µm BD (Heidelberg, Deutschland) 

Zentrifugationsröhrchen 15 ml, 50 ml  Nerbe plus (Winsen / Luhe, 

Deutschland), Greiner Bio-One 

(Frickenhausen, Deutschland) 

2.1.5 Zell- und Gewebskulturmedium, Lösungen und Puffer  

Für die Kultivierung von Zellen und Gewebe waren spezifische Medien notwendig. 

Tabelle 2-7 zeigt die Zell- und Gewebekulturmedien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.  

Medium Spezifizierung Anwendung Produktnummer Hersteller 

DMEM  (+) Glukose 4,5 g/l, 

(+) GlutaMax 

Fibroblastenkultur 61965-026 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

DMEM-Pulver (+) L-Glutamin, 

(-) Natriumpyruvat 

Herstellung 2x-

konzentriertes 

DMEM 

SH30003.03 GE Healthcare  

(Freiburg, Deutschland) 

Minimal 

Essential 

Medium  

(+) Glutamax Chemotaxis  41090-028 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

Minimal 

Essential 

Medium  

10x konzentriert,  

(-) Glutamin 

Chemotaxis  11430-030 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

RPMI 1640 (+) GlutaMax Makrophagenkultur, 

Kokultur 

61870-010 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

 

Die Supplementierung von beispielsweise Nährstoffen wie Natriumpyruvat unterstützte die 

Kultivierung von Zellen zusätzlich. Die eingesetzten Supplemente und ihr Anwendungszweck 

sind in Tabelle 2-8 zusammen gestellt.  

Tabelle 2-7 Zell- und Gewebekulturmedien. 
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Supplement Endkonzentration  

(Stockkonzentration) 

Anwendung Produkt-

nummer 

Hersteller 

Ascorbinsäure-

phosphat 

100 µM  

(100 mM in DMEM  

+ 10 % fetales  

Kälberserum) 

Kofaktor der  

Kollagensynthese 

A8960-5G Sigma Aldrich  

(München, Deutschland)  

Dimethylsulfoxid 

(DMSO) 

10 % (konzentriert) Kyrokonservierung D2438-

50ML 

Sigma Aldrich  

(München, Deutschland)  

Fetales  

Kälberserum 

10 % (konzentriert) Wachstumsförderung 41F1142K Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

Natriumpyruvat 1 mM (100 mM) Glukosestoffwechsel 11360-039 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

Tranexamsäure 

(t-AMCA) 

160 µg pro ml  

(100 mg pro ml) 

Antifibrinolytikum PZN0523241 Pfizer Pharma  

(Münster, Deutschland) 

 

Die Zusammensetzung des eingesetzten Kulturmediums aus einem Basalmedium und 

zusätzlichen Supplementen ist im jeweiligen Methoden-kapitel beschrieben. In Tabelle 2-9 

sind die Enzym- und Substratlösungen zusammengestellt, die zur Kultivierung und zum 

Aufbau von Zell- und Gewebskulturen notwendig waren. 

Enzym oder Substrat Zusammensetzung    Verwendungszweck 

Ascorbinsäurephosphat Ascorbinsäurephosphat 100 mM diverse Zellkulturmedien 

fetales Kälberserum 10 % 

in DMEM   

Calciumchlorid CaCl2 150 mM Fibringelierung 

in H2O   

Chondroitinsulfat Chondroitinsulfat 10 mM Herstellung der 

Gelneutralisierungslösung in PBS  

Dispase Dispase 2 * 103 U/l Separierung der Epidermis 

von Dermis   in PBS   

DMEM (2x) 

  

  

DMEM-Pulver 26,9 g/l Herstellung der 

Gelneutralisierungslösung Natriumpyruvat 7,4 g/l 

in H2O  

    

Tabelle 2-8 Supplemente für Kulturmedien. 

Tabelle 2-9 Enzym- und Substratlösungen. 
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Enzym oder Substrat Zusammensetzung    Verwendungszweck 

Gelneutralisierungs- 

lösung I 

MEM (10x) 20 % Kollagengelierung 

(Chemotaxis) HEPES-Lösung (3 M) 5 % 

in H2O; 

pH 8,3 eingestellt 

  

Gelneutralisierungs-

lösung II 

HEPES-Lösung (3 M) 3 % Kollagengelierung  

(Bindegewebsmodelle) Chondroitinsulfatlösung (10 mM) 1 % 

fetales Kälberserum 3 % 

in DMEM (2x);  

pH 8,5 eingestellt 

  

HEPES HEPES 3 M Herstellung der 

Gelneutralisierungslösung   in PBS   

Hyaluronidase Hyaluronidase 0,2 % Histologie 

  in H2O     

IL-4 IL-4 0,1 mg/ml Zellstimulation 

  bovines Serumalbumin 0,1 %   

  in H2O     

Kollagenase Kollagenase 5 * 105 U/l  Fibroblastenisolierung 

  in PBS     

Kollagen I  Kollagen I 7,2 mg/ml Kollagengelherstellung 

  Essigsäure 0,1 %   

  in H2O     

LPS LPS 0,1 mg/ml Zellstimulation 

  bovines Serumalbumin 0,1 %   

  in H2O     

M-CSF M-CSF 0,1 mg/ml Makrophagen-

differenzierung   bovines Serumalbumin 0,1 % 

  in H2O   

PBS-EDTA EDTA 0,54 mM Zellpassage 

  in PBS     

TGF-ß1 TGF-ß1 0,1 mg/ml  Zellstimulation 

  bovines Serumalbumin 0,1 %   

  Citronensäure 10 mM   

  in H2O     

Thrombin Thrombin 20 U/ml Fibringelierung 

  CaCl2 150 mM   

  in H2O     
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Enzym oder Substrat Zusammensetzung    Verwendungszweck 

Trypsin-EDTA Trypsin-EDTA 10 % Zellpassage 

in Versen   

 

Die Isolierung von Monozyten erforderte die Anwendung spezifischer Zellkulturpuffer. Die 

verwendeten Zellkulturpuffer sind in Tabelle 2-10 dargestellt.  

Lösung Zusammensetzung  Anwendung 

Erythrolysepuffer NaCl 140 mM Erythrolyse 

  KHCO3 10 mM   

  EDTA 130 µM   

  in H2O;  

pH 7,2 eingestellt 

    

MACS-Puffer EDTA 2 mM magnetische Zellselektion 

  bovines Serumalbumin 0,5 %   

  in PBS;  

pH 7,2 eingestellt 

    

Monozytenwaschpuffer 

  

  

EDTA 0,54 mM Monozytenisolierung 

  fetales Kälberserum 1 % 

in PBS   

 

Tabelle 2-10 Zellkulturpuffer. 
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2.1.6 Analytische Nachweise und Komponenten 

Antikörper fanden in unterschiedlichen analytischen Nachweisverfahren wie der Immunhistologie, dem Westernblot sowie der Zytometrie Einsatz. 

In Tabelle 2-11 sind die spezifischen Antikörper und ihre Anwendungsbereich dargestellt.  

Antikörper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdünnung Produktnummer Hersteller 

ß-Aktin Phalloidintoxin Alexa Fluor 

555 

Histologie 1:40 in PBS- + 1 % BSA A34055 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

ß-Aktin IgG2b Maus  

anti-human  

ohne Westernblot 1:1000 in TBST + 5 % Milch 3700 Cell Signaling Technologies  

(Leiden, Deutschland) 

CD3 IgG1 Maus  

anti-human 

APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0036-41 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD8a IgG1 Maus  

anti-human 

APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0088-41 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD14 IgG2b Maus  

anti-human 

FITC Zytometrie 1:2.5 in FACS-Puffer 555-397 BD Bioscience  

(Heidelberg, Deutschland) 

CD20 IgG2b Maus  

anti-human 

APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0209-41 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD54 IgG1 Maus  

anti-human  

ohne Histologie 1:100 in Verdünnungslösung AHS5411 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD68 IgG2b Maus  

anti-human 

FITC Zytometrie 1:10 in  

Permeabilisierungswaschpuffer 

11-0689-42 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Tabelle 2-11 Antikörper. 
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Antikörper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdünnung Produktnummer Hersteller 

CD80  IgG1 Maus 

anti-human 

FITC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 11-0809-42 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD163 IgG1 Maus  

anti-human 

PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 12-1639-42 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD163 IgG (polyklonal) 

Kaninchen  

anti-human 

ohne Histologie 1:200 in Verdünnungslösung PA5-32308 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

CD197 IgG1 Maus  

anti-human 

PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 130-093-621 Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

CD206  IgG1 Maus  

anti-human 

PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 12-2069-42 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

IgG1  

Isotypkontrolle 

IgG1 Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-4714 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

IgG1  

Isotypkontrolle 

IgG1 Maus FITC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 11-4714-42 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

IgG1  

Isotypkontrolle 

IgG1 Maus PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 130-092-212 Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, Deutschland) 

IgG2b  

Isotypkontrolle 

IgG2b Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-4732 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

IgG2b  

Isotypkontrolle 

IgG2b Maus FITC Zytometrie 1:2.5 in FACS-Puffer/ 1:10 in  

Permeabilisierungswaschpuffer 

IC0041F R&D Systems  

(Wiesbaden, Deutschland)  
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Antikörper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdünnung Produktnummer Hersteller 

Kollagen I IgG (polyklonal) 

Schaf anti-human 

ohne Westernblot 1:1000 in TBST + 5 % Milch AF6220 R&D Systems  

(Wiesbaden, Deutschland)  

Kollagen III IgG (polyklonal) 

Kaninchen  

anti-human 

ohne Histologie 1:200 in Verdünnungslösung HPA007583 Sigma Aldrich  

(München, Deutschland) 

Sekundärantikörper IgG (polyklonal) 

Esel anti-murin 

Alexa Fluor 

488  

Histologie 1:400/1:500 in Verdünnungslösung A-21202 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Sekundärantikörper IgG (polyklonal) 

Esel anti-Kaninchen 

Alexa Fluor 

647  

Histologie 1:500 in Verdünnungslösung A-31573 Thermo Fisher Scientific  

(Dreieich, Deutschland) 

Sekundärantikörper IgG (polyklonal) 

Ziege anti-murin, 

HRP-konjugiert 

ohne Westernblot 1:10000 in TBST + 5 % Milch 115-035-146 Dianova (Hamburg, Deutschland) 

Sekundärantikörper IgG (polyklonal) 

Esel anti-Schaf, 

HRP-konjugiert 

ohne Westernblot 1:10000 in TBST + 5 % Milch 713-035-003 Dianova (Hamburg, Deutschland) 
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Analytische Nachweiskits bestehen aus mehreren Komponenten und erleichterten die Durchführung von Analysen. Die Zusammensetzung der in 

dieser Arbeit verwendeten analytischen Nachweiskits ist in Tabelle 2-12 dargestellt. 

 

Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Azanfärbekit Anilinalkohol Histologische Kollagen- 

und Fibrinfärbung 

  

  

  

12079 Morphisto  

(Frankfurt, Deutschland) Essigsaurer Alkohol (1 %)   

Azokarmin   

Phosphorwolframsäure (5 %)   

Anilinblau-Orange G   

CellTiter-Glo  

Lumineszenzvitalitätstest 

(I) CellTiter-Glo-Substrat und  

(II) Analysepuffer 

ATP-Quantifizierung G7570 Promega  

(Mannheim, Deutschland) 

DC-Proteinnachweis (I) alkalische Kupfertartratlösung,  

(II) Folinreagenz und (III) Tensidlösung 

Proteinquantifizierung 5000116 BioRad  

(München, Deutschland) 

Fixierungs-Permeabilisierungs-

Kit 

(I) Fixierungs- und Permeabilisierungslösung sowie 

(II) Waschlösung (10x; verdünnt in dH2O) 

Durchflusszytometrie 554714 BD Biosciences  

(Heidelberg, Deutschland) 

HRP-Polymer-Kit mit 3,3'-

Diaminobenzidine (DAB) 

  

Polymerverstärker Histologische Färbung PD000KIT DCS Diagnostics  

(Hamburg, Deutschland) 

  

Polymerreagenz     

DAB-Konzentrat     

  DAB-Substratpuffer       

Tabelle 2-12 Analytische Nachweiskits. 
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Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

humaner CBA  

gegen entzündliche Zytokine 

Interleukin-8 (IL-8),  

Interleukin-1ß (IL-1ß),  

Interleukin-6 (IL-6),  

Interleukin-8 (IL-8),  

Interleukin-10 (IL-10),  

Interleukin-12 (IL-12p70),  

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und  

transformierender Wachstumsfaktor-ß1 (TGF-ß1) 

Fängerpartikel  

Zytokinquantifizierung 551811 BD Biosciences  

(Heidelberg, Deutschland) 

  

  

  

  

  

  

  

  PE-Zytokindetektionsreagenz      

  Zytokinstandard     

  zytometrische Kalibrierpartikel     

  PE-gekoppelte Positivkontrolle     

  FITC-gekoppelte Positivkontrolle     

  Waschpuffer     

  Analysepuffer     

humaner FGF-ELISA anti-human FGF-Antikörper Zytokinquantifizierung 900-K08 Peprotech  

(New Jersey, US) 

  

  

  

  humaner FGF-Standard     

  anti-human FGF-Antikörper  

(biotingekoppelt) 

    

  Avidin-HRP-Konjugat     
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Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

human PDGF-BB ELISA anti-human PDGF-Antikörper Zytokinquantifizierung 900-K04 Peprotech  

(New Jersey, US) 

  

  

  

  humaner PDGF-Standard     

  anti-human PDGF-Antikörper (biotingekoppelt)     

  Avidin-HRP-Konjugat     

humaner TGF-β1-ELISA 96-Mikrowellplatte mit monoklonalem Antikörper 

gegen humanes TGF-ß1 beschichtet  

Zytokinquantifizierung BMS249 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 

  Biotinkonjugat        

  monoklonaler Antiköper gegen humanes TGF-ß1       

  Avidin-HRP-Konjugat       

  humaner TGF-ß1-Standard       

  Analysepuffer (20x; PBS mit 1% Tween 20, 10% 

bovines Serumalbumin)  

      

  Waschpuffer (20x; PBS mit 1% Tween 20)        

  Substratlösung (Tetramethylbenzidin)        

  Stopplösung (1 M Phosphorsäure)       
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Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land) 

Pan Monozyten Isolierungskit FcR-Blockierungslösung Isolierung von Monozyten 130-096-537 Miltenyi Biotec  

(Bergisch Gladbach, 

Deutschland) 

  

  

  biotingekoppelter Antikörpercocktail zur  

negativ Selektion von Monozyten 

    

  magnetische Partikel gegen Biotin     

Western Bright  

Chemilumineszenzsubstrat  

Quantum 

(I) Luminolverstärker und  

(II) Wasserstoffperoxidlösung 

Entwicklung Westernblot 32106 Thermo Fisher Scientific 

(Dreieich, Deutschland) 
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Für die Durchführung von Analysen waren Puffer und Lösungen erforderlich, deren 

Zusammensetzung und Anwendung in Tabelle 2-13 dargestellt ist.  

Lösung Zusammensetzung   Anwendung 

Ammoniumperoxidsulfat 

(APS) 

APS 10 % Elektrophoresegel 

in H2O     

Blotpuffer(10x) Tris 250 mM Westernblot  

  Glycin 1,9 M   

  in H2O     

Blotpuffer (1x) Blotpuffer (10x) 10 % Westernblot  

  Methanol 20 %   

  in H2O     

Bromphenolblaulösung Bromphenolblau 10 % Westernblot 

  in H2O     

CBA-Analysepuffer fetales Kälberserum 10 % CBA 

  in RPMI     

ELISA-Analysepuffer 

(FGF-und PDGF) 

  

Tween 0,05 % ELISA 

bovines Serumalbumin 0,1 %  

in PBS     

ELISA-Analysepuffer 

(TGF-ß1) 

  

Tween 1 % ELISA 

bovines Serumalbumin 10 %   

in PBS     

ELISA-

Blockierungspuffer 

bovines Serumalbumin 1 % ELISA 

in PBS   

ELISA-Waschpuffer 

(FGF und PDGF) 

Tween  0,05 % ELISA 

in PBS     

ELISA-Waschpuffer 

(TGF-ß1) 

Tween 1 % ELISA 

in PBS     

FACS-Puffer EDTA 2 mM Zytometrie 

  bovines Serumalbumin 1 %   

  in PBS     

    

    

    

    

    

Tabelle 2-13 Analytische Puffer und Lösungen. 
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Lösung Zusammensetzung   Anwendung 

Hämatoxylinlösung Hämatoxylin  6 g Histologie 

 Natriumiodat 1 g  

 Aluminiumkaliumsulfat-

Dodecahydrat  

250 g  

 Chloralhydrat 250 g  

 Citronensäure 5 g  

  ad 4500 ml H2O;  

Inkubation über Nacht unter dem 

Abzug und ad 5000 ml dH2O;  

anschließend muss die Lösung für 

mindestens 4 Wochen reifen 

    

Lämmlipuffer (5x) Tris (pH 8) 337,5 mM Westernblot  

  Glycerol  50 %   

  SDS 10 %   

  Bromphenolblaulösung 0,25 %   

  ß-Mecaptoethanol (frisch zugeben) 5 %   

Laufpuffer Tris 250 mM Westernblot  

  Glycin 1,9 M   

  SDS 1,5 %   

Natriumcitratpuffer 

(10x) 

Natriumcitrat 200 mM Demaskierungspuffer 

in H2O; pH 6,0 einstellen    

Natriumcitratpuffer (1x) Natriumcitratpuffer (10x) 10 % Demaskierungspuffer 

  in H2O     

PBS mit Tween Tween 0,5 % Histologie 

  in PBS     

Permeabilisierungspuffer Triton-X 0,2 % Histologie 

  in PBS     

Proteaseinhibitorlösung 

(25x) 

  

1 Tablette   Gewebelyse 

in 2 ml H2O     
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Lösung Zusammensetzung   Anwendung 

RIPA-Puffer Tris (pH 6,8) 10 mM Gewebelyse 

  NaCl 100 mM   

  EDTA 1 mM   

  Glycerol 10 %   

  Triton-X 1 %   

  SDS 0,1 %   

  Natriumdesoxycholat 0,5 %   

Silanacetonlösung APTES 2 % Silanisierung 

 in Aceton  

TBS (10x) Tris-HCl 500 mM Westernblot 

  NaCl 1,5 M   

  in H2O; pH 7,6     

TBST (1x) TBS (10x) 10 % Westernblot 

  Tween 0,05 %   

  in H2O      

Tris-EDTA-Puffer (10x) Tris 100 mM Demaskierungspuffer 

  EDTA 10 mM   

  in H2O; pH 9,0 einstellen     

Tris-Puffer (pH 6,8) Tris 500 mM Elektrophoresegel 

  in H2O; pH 6,8 einstellen     

Tris-Puffer (pH 8,8) Tris 2 M Elektrophoresegel 

  in H2O; pH 8,8 einstellen     

Wasserstoffperoxid 

(H2O2) 

H2O2 3 % Histologie 

in H2O     
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2.2 Methoden 

Ethische Grundsätze zur Arbeit mit humanen Geweben 

Die Verwendung von Gewebe zur Isolierung von Zellen und interzellulären Matrix-

komponenten erfolgte nach Einwilligung des Patienten und unter Zustimmung der 

Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universität Würzburg (Abstimmung 182/10).  

- Präputien (lokale Arztpraxen, Würzburg, Deutschland) 

- Periphere Volblutkonserven und gefrorenes Frischplasma (Blutspendedienst des 

Bayerischen Roten Kreuzes, München, Deutschland)  

- Leukozytenkonzentrat (Unversitätsklinikum Würzburg, Würzburg, Deutschland) 

2.2.1 Isolierung, Kultivierung und Differenzierung von Zellen 

Die Isolierung von Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen war für die 

Entwicklung von Fremdkörpermodellen eine zentrale Voraussetzung. Die zytometrische 

Charakterisierung vor und nach der Differenzierung stellte ein wesentliches Qualitätskriteri-

um der angewandten Isolierungs- und Kultivierungstechniken dar. Vordifferenzierte 

Makrophagen fanden zur Untersuchung von Wechselwirkungen mit der Materialoberfläche 

Einsatz (siehe Kapitel 2.2.3 und 2.2.4). Bereits direkt nach der Isolierung ließen sich 

Monozyten in dreidimensionale Fremdkörpermodelle integrieren (siehe Kapitel 2.2.5). 

Zusätzlich erforderte der spätere Aufbau von Bindegewebe die Isolierung und Kultivierung 

von primären Fibroblasten (siehe Kapitel 2.2.3.2). Mit dem Ziel einer höheren Standard-

isierung fand in der späteren Modellentwicklung (siehe Kapitel 2.2.5) die Fibroblasten-

zelllinie HFF-1 (englisch human foreskin fibroblasts-1) Anwendung.  

Primäre humane Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen 

Die Dichtegradientenzentrifugation von Leukozytenkonzentrat und die anschließende 

magnetische Aufreinigung ermöglichte die Isolierung humaner Monozyten. Zuerst erforderte 

die anschließende Dichtegradientenzentrifugation die Verdünnung des Leukozytenkonzentrats 

(circa 8 ml) mit Zellisolationswaschpuffer auf ein Gesamtvolumen von 50 ml oder im Fall 

von Leukozytenkonzentrat, das aus Vollblut hergestellt wurde, die Verdünnung im Verhältnis 

zwei zu drei. In einem 50-ml-Zentrifugenröhrchen ließen sich 20 ml Ficoll (Saccharose-
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polymer der Dichte 1,078 g pro ml) mit 25 ml Blutpuffergemisch überschichten. Die 

Zentrifugation bei 800 x g0 und 20 °C für 30 Minuten ohne Bremse ermöglichte die 

Auftrennung der Blutbestandteile. Hierbei setzen sich Erythrozyten und Granulozyten 

entsprechend ihrer Dichte am Boden ab, die periphere mononukleare Zellfraktion bildete eine 

weißliche Phase zwischen der oberen Flüssigkeitsphase aus Plasma und Thrombozyten sowie 

dem Ficoll. Die zelluläre Zwischenphase ließ sich mit einer Pipette abnehmen und 

anschließend dreimal waschen. Hierfür erfolgte das Auffüllen mit Zellisolationswaschpuffer 

auf 50 ml und anschließend die Zentrifugation für 10 Minuten bei 300 x g0 mit Bremse. Die 

nachfolgende Lyse der Erythrozyten erleichterte die Durchführung der magnetischen 

Zellaufreinigung. Hierfür waren die Aufnahme und die Resuspension des gewaschenen 

Zellpellets in 10 ml Erythrolysepuffer und die anschließende Inkubation für 10 Minuten 

erforderlich. Ein weiterer Waschschritt stoppte das Fortschreiten der Reaktion. Die Gabe der 

Zellsuspension durch einen Filter mit einem Porendurchmesser von 40 µm vereinzelte die 

Zellen und erleichterte die anschließende antikörpervermittelte Selektion der Monozyten. Aus 

der peripheren mononuklearen Zellfraktion ließen sich durch magnetische Negativselektion 

nachfolgend Monozyten auf reinigen. Bei einer Negativselektion erfolgt mit Hilfe von 

biotingekoppelten Antikörpern die Markierung aller Zellen außer Monozyten. Hierbei fanden 

Antikörper gegen CD3 (T-Lymphozyten), CD7 (T-Lymphozyten), CD16 (NK-Zellen, 

neutrophile Granulozyten), CD19 (B-Lymphozyten), CD56 (Natürliche Killerzellen), CD123 

(dendritische Zellen, basophile Granulozyten) und Glycophorin (Erythrozyten) Einsatz. 

Anschließend banden diese Zell-Antikörper-Komplexe über magnetische Partikel, die an 

Biotin koppeln, an eine magnetische Säule. Die unmarkierten Monozyten passierten hierbei 

die magnetische Säule und befanden sich im Durchfluss. Die Aufreinigung erfolgte nach dem 

Protokoll des Herstellers Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland). Hierfür kamen 

1 * 10
7
 Zellen in 30 µl MACS-Puffer zum Einsatz. Die Zugabe von 10 µl Fc-

Rezeptorblockierungslösung verhinderte die Bindung der konstanten Antikörperregion 

(englisch fragment crystallizable region, Fc) an den Fc-Rezeptor (FcR) von phagozytischen 

oder zytotoxischen Zellen. Anschließend konnte die Zugabe von 10 µl biotingekoppelten 

Antikörpern erfolgen. Nach Resuspension schloss eine Inkubation für 5 Minuten bei 5 °C an. 

Im folgenden Schritt ermöglichte die Zugabe von 30 µl MACS-Puffer und 

20 µl magnetischen Partikeln die Bindung an Zell-Antikörper-Komplexe innerhalb von 

10 Minuten bei 5 °C. Zur magnetischen Aufreinigung war eine große Trennsäule mit 
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3 ml MACS-Puffer zu befeuchten und nach Durchfluss des Volumens die Zellsuspension 

aufzubringen. Das dreimalige Waschen der Säule mit 3 ml MACS-Puffer ermöglichte das 

Herauslösen der Monozyten. Anschließend befand sich die Zielpopulation im Durchfluss. Die 

so erhaltenen Monozyten kamen entweder direkt zum Aufbau von dreidimensionalen 

Fremdkörpermodellen (siehe Kapitel 2.2.5) zum Einsatz oder es schloss eine Differenzierung 

vor der anschließenden Biomaterialtestung an (siehe Kapitel 2.2.3 und Kapitel 2.2.4). Für die 

Vordifferenzierung erfolgte in einer Dichte von 1,5 * 10
5
 Zellen pro cm

2
 Zellkulturoberfläche 

die Aussaat von 1 * 10
6
 Monozyten pro ml Medium bestehend aus 10 % fetalem Kälberserum 

in RPMI. Nach bereits etablierten Protokollen fand innerhalb einer Kultivierungsphase von 

6 Tagen durch Zusatz von rekombinantem humanem M-CSF in einer Konzentration von 

40 ng pro ml Kulturmedium die Differenzierung statt (142, 143). Die Verstärkung der 

Differenzierung erforderte die Erneuerung des Mediums am dritten Tag der Differenzierung. 

Nach 10-minütiger Vorinkubation in PBS-EDTA auf Eis ließen sich die Zellen an Tag 6 

mechanisch mit einem Zellschaber von der Oberfläche lösen. 

Zytometrische Charakterisierung von humanen primären Monozyten und Makrophagen 

Zur Charakterisierung der Zellreinheit nach magnetischer Aufreinigung sowie des 

Makrophagenphänotyps im Anschluss an die Differenzierung fanden 2 * 10
5
 Zellen pro 

zytometrischer Analyse Einsatz. Jedes analysierte Antigen erforderte für den eingesetzten 

Antikörper das Mitführen einer entsprechenden fluorophorgekoppelten Isotypkontrolle. 

Vorerst erfolgte das Waschen der Zellen in 3 ml FACS-Puffer und die anschließende 

Zentrifugation für 5 Minuten bei 250 x g0. Das Zellpellet war in 80 µl FACS-Puffer unter 

Zugabe von 1 µl FcR-Blockierungslösung für 15 Minuten bei 4 °C zu inkubieren. Für 

oberflächenexponierte Antigene erfolgte nach einem erneuten Waschschritt in 50 µl FACS-

Puffer die Zugabe von fluoreszenzgekoppelten Antikörpern (Zusammenfassung der 

verwendeten Antikörper sowie ihre Expression ist in Tabelle 2-14 dargestellt). Die 

anschließende Inkubation für 30 Minuten bei 4 °C fand unter Lichtausschluss statt. Für die 

anschließende zytometrische Analyse waren die Zellen erneut in FACS-Puffer zu waschen 

und in 300 µl FACS-Puffer aufzunehmen. Für intrazelluläre Proteine kamen fixierte Zellen 

mit aufgeschlossener Zellmembran zum Einsatz. Dies erforderte die Resuspension der Zellen 

in 250 µl Fixierungs- und Permeabilisierungslösung sowie die Inkubation für 20 Minuten bei 

4 °C.  
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Antikörper Expression des Antigens Isotyp, Spezies 

und Reaktivität 

Fluorophor Verdünnung 

CD3  Extrazellulär,  

T-Lymphozyten 

IgG1 Maus  

anti-human 

APC 1:10 

CD8a  Extrazellulär, 

T-Lymphozyten 

IgG1 Maus  

anti-human 

APC 1:10 

CD14 Extrazellulär,  

Monozyten, Makrophagen 

IgG2b Maus  

anti-human 

FITC 1:2,5  

CD20 Extrazellulär,  

B-Lymphozyten 

IgG2b Maus  

anti-human 

APC 1:10 

CD68 Intrazellulär,  

Makrophagen 

IgG2b Maus  

anti-human 

FITC 1:10  

CD80  Extrazellulär,  

M1-Makrophagen 

IgG1 Maus  

anti-human 

FITC 1:10  

CD163 Extrazellulär,  

M2-Makrophagen 

IgG1 Maus  

anti-human 

PE 1:10  

CD197 Extrazellulär,  

M1-Makrophagen 

IgG1 Maus  

anti-human 

PE 1:10  

CD206  Extrazellulär, Makrophagen IgG1 Maus  

anti-human 

PE 1:10  

IgG2b - IgG2b Maus APC 1:10 

IgG2b 

Isotypkontrolle 

- IgG2b Maus FITC 1:2,5 oder 1:10  

IgG1 

Isotypkontrolle 

- 

 

IgG1 Maus FITC 1:10  

IgG1 

Isotypkontrolle 

- IgG1 Maus PE 1:10  

 

Es folgte das zweimalige Waschen der Zellen mit 250 µl Permeabilisierungswaschpuffer 

sowie die Zentrifugation für 5 Minuten bei 250 x g0. Die Bindung des fluoreszenzgekoppelten 

Antikörpers an das intrazelluläre Antigen fand während einer Inkubation für 30 Minuten bei 

4 °C in 50 µl Permeabilisierungswaschpuffer statt. Anschließend erfolgte das zweimalige 

Waschen in 3 ml Permeabilisierungswaschpuffer und die Zentrifugation für 5 Minuten bei 

250 x g0. Die anschließende Analyse im Durchflusszytometer erforderte die Resuspension der 

Tabelle 2-14 Antikörper zur zytometrischen Charakterisierung der Monozyten nach 

Zellisolierung sowie der Makrophagen nach 6-tägiger Differenzierung. 
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Zellen in 300 ml FACS-Puffer. Je Messzyklus erfolgte die Analyse von 1 * 10
4
 Zellen. Die 

Auswertung konnte mit der Software FlowJo durchgeführt werden. 

Humane dermale Fibroblasten 

In dieser Arbeit dienten humane Präputien von gesunden Spendern zur Isolierung von 

primären dermalen Fibroblasten. Zur Sterilitätskontrolle erfolgte die Inkubation von 

3 ml Transportlösung bestehend aus magnesium- und calciumangereicherter phosphatgepuf-

ferter Salzlösung (PBS+) mit 1 % Penicillin-Streptomycin bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdi-

oxid. Anhaftende Blutreste ließen sich mit PBS+ entfernen und überschüssiges Fett- und 

Bindegewebe mit einem Skalpell abtragen. Während der Aufarbeitung gewährleistete PBS+ 

die Feuchthaltung der Haut. Das Schneiden der Hautbiopsie in 2 bis 3 millimeterbreite Steifen 

erzielte eine vergrößerte Angriffsfläche für den anschließenden enzymatischen Verdau. Es 

folgte ein Waschschritt mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS). Nach dem enzymatischen 

Verdau der zwischen Epidermis und Dermis liegenden Basalmembran mit 5 ml Dispase 

(2 * 10
3
 Einheiten pro l) bei 4 °C über Nacht ließ sich am nächsten Tag die Epidermis von der 

Demis mit einer Pinzette trennen. Mit einem Skalpell erfolgte die mechanische Zerkleinerung 

der Dermis zu einer homogenen Masse. Der um die Zellen liegende extrazelluläre Bindege-

websverband schloss sich weiterhin durch Inkubation mit 10 ml Kollagenase 

(5 * 10
5
 Einheiten pro l) innerhalb von 45 Minuten bei 37 °C auf. Eine anschließende 

Zentrifugation für 5 Minuten bei 250 x g0, ein weiterer Waschschritt in 10 ml DMEM und die 

wiederholte Zentrifugation für 5 Minuten bei 250 x g0 ermöglichte die Reinigung der 

Gewebefragmente. Die Aufnahme der aufgeschlossenen Gewebefragmente in 2 ml DMEM 

plus 10 % fetalem Kälberserum sowie die Überführung der Suspension in eine Zellkulturfla-

sche mit einer Fläche von 75 cm
2
 diente der Anhaftung der Gewebefragmente an die 

Zellkulturoberfläche. Am anschließenden Tag folgte die Zugabe von zusätzlich 6 ml DMEM 

plus 10 % fetalem Kälberserum. Der Verbrauch des Mediums durch die Zellen erforderte die 

Erneuerung des Kulturmediums alle 2 bis 3 Tage. Aus den Gewebefragmenten wuchsen 

Fibroblasten aus und bildeten einen Zellrasen. Ab einer Dichte von 70 bis 80 % mussten die 

Zellen vom Boden der Flasche gelöst und in geringerer Dichte in einer neuen Zellkulturfla-

sche ausgesät werden. Die Passage der Zellen fand unter Anwendung von Standardprotokol-

len mit Trypsin-EDTA statt. Dies erforderte das Waschen der Zellschicht mit PBS-EDTA und 

die anschließende Inkubation für maximal 3 Minuten mit 60 µl Trypsin-EDTA 
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(37 °C) pro cm
2
 Zellkulturoberfläche. Zu den gelösten Zellen in Suspension sollte rasch die 

Zugabe von 10 % fetalem Kälberserum erfolgen, um so die enzymatische Reaktion durch 

Sättigung zu stoppen. Anschließend konnten die Zellen in einer definierten Dichte von 

4 * 10
3
 Zellen pro cm

2
 ausgesät werden. Vor Anwendung in Versuchen erfolgte die 

Expansion der Fibroblasten bis zur dritten Passage (siehe Verwendung in den Versuchen 

Kapitel 2.2.3.1 und Kapitel 2.2.3.2). 

Dermale Fibroblastenzelllinie HFF-1  

Bei der Zelllinie HFF-1 (englisch human foreskin fibroblasts-1) handelt es sich um eine von 

ATCC (Wesel, Deutschland) 2003 aus zwei gesunden Vorhautspendern isolierte und 

vereinigte Fibroblastenzelllinie. Im Jahr 2016 bezog der Lehrstuhl für Tissue Engineering und 

Regenerative Medizin (Würzburg, Deutschland) diese Zelllinie. Die Aussaat der Fibroblas-

tenzelllinie erfolgte ebenfalls in einer definierten Dichte von 4 * 10
3
 Zellen pro cm

2
 sowie die 

Kultivierung in 10 % fetalem Kälberserum und 1 mM Natriumpyruvat in DMEM. Die 

Stoffwechselprozesse der Zellen erforderten eine Erneuerung des Mediums an jedem zweiten 

bis dritten Tag. Die Fibroblastenzelllinie fand zum Aufbau der dreidimensionalen Fremdkör-

permodelle Anwendung und erfolgte mit Zellen in der Passage 18 (siehe Kapitel 2.2.5 für die 

Anwendung zur Herstellung von dreidimensionalen Fremdkörpermodellen). Die Passage der 

Zellen war analog wie für primäre Fibroblasten durchzuführen.  

2.2.2 Herstellung und Vorbereitung der Referenzbiomaterialien 

Die im folgenden Kapitel beschriebenen Testmaterialien dienten als Referenz für die 

Entwicklung von in vitro Modellsystemen. Als standardisierte Testoberflächen fanden 

Schälchen aus Natronkalkglas mit einem Durchmesser von 30 sowie 34 mm der Firma Brand 

(Wertheim, Deutschland) Einsatz. Diese eigneten sich für die Beschichtung mit Titan sowie 

Polytetrafluorethylen (PTFE). Hierfür war im Voraus die Reinigung der Glasschälchen für 

jeweils 10 Minuten in einem Ultraschallbad und danach in Aceton, Isopropanol und 

ultrareinem Wasser notwendig. Die anschließende Trocknung konnte unter Stickstoff-

begasung erfolgen. Das Verfahren des reaktiven Magnetronsputterns ermöglichte die 

Titanoberflächenbeschichtung dieser Glasschälchen. Hierbei war ein Titantarget (120 mm 

Durchmesser, 10 mm Höhe) mit einem Abstand zwischen Ziel und Substrat von 100 mm zu 

verwenden. Nach Evakuierung der Prozesskammer auf einem Basisdruck von unter       
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1 * 10
-6 

mbar konnte mit 300 W und unter Argonatmosphäre mit einem Druck von               

3,4 * 10
-3 

mbar für 80 Minuten der Beschichtungsprozess ablaufen. Das Aufbringen der 

PTFE-Beschichtung auf den beschriebenen Glasschälchen erfolgte durch die Kunststoffbe-

schichtungsfirma Rhenotherm GmbH (Kempen, Deutschland). Hierbei kennzeichnen die 

aufgebrachten Schichten, bestehend aus Rhenolase MK I-grau, eine Dicke von 10 bis 20 µm, 

ein Härtegrad von D 72 und eine Rauhigkeit von weniger als 4 µm. Als Testkörper aus 

Silikon ließ sich ein Kammersystem aus Biopor
®

 AB clearX 70 shore A Silikon 

(17 x 53 mm
2
) der Firma Dreve Otoplastik GmbH (Unna, Deutschland) selbst herstellen. 

Hierbei handelt es sich um ein transparentes, additionsvernetzendes Otoplastiksilikon, das 

herkömmlicherweise zur Herstellung von beispielsweise Hörhilfen Einsatz findet. Die 

Referenzbiomaterialien Glas, Titan, PTFE und Silikon erforderten vor Anwendung in den 

zellbasierten Testverfahren eine Reinigung für 30 Minuten in einem Ultraschallbad mit 

demineralisiertem Wasser. Anschließend folgte die Sterilisierung der Proben für 15 Minuten 

in 70 % Ethanol und das nachfolgende Autoklavieren. Sterile Zellkulturschälchen bestehend 

aus Polyethylen (PE; 35 mm Durchmesser) der Firma Ibidi (Martinsried, Deutschland) 

dienten ebenfalls als Referenzmaterial. 

Histologische Färbungen ließen sich in einem 8-Well-Zellkulturkammersystem aus Glas 

durchführen. Zur histologischen Färbung von Zellen auf den Biomaterialien PTFE und Titan 

erfolgte die Beschichtung von Glasobjektträgern nach den im vorangegangen Abschnitt 

beschriebenen Verfahren. Das Verbinden der beschichteten Objektträger mit dem Rahmen-

system des 8-Well-Zellkulturkammersystems ermöglichte die parallele Durchführung 

mehrerer Versuchsansätze. Die optischen Eigenschaften sowie der Arbeitsabstand verhinderte 

die Etablierung von histologischen Färbungen auf den Silikon- und PE-Oberflächen.  
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2.2.3 Entwicklung von indirekten zellbasierten Modellsystemen  

Ein indirektes zellbasiertes Modellsystem ermöglichte die Untersuchung von Teilprozessen 

während einer Fremdkörperreaktion wie die Chemotaxis von Fibroblasten sowie den Umbau 

von Bindegewebe durch Fibroblasten in Antwort auf Sekretionsprodukte von Makrophagen. 

Kultivierung von Makrophagen auf Referenzoberflächen und Gewinnung von konditioniertem 

Medium sowie Referenzmedium  

Im Anschluss an die Differenzierung von Monozyten aus peripherem Vollblut (siehe 

Kapitel 2.2.1) folgte in einer Dichte von 3 * 10
4
 Zellen pro cm

2
 und einem Volumenoberflä-

chenverhältnis von 0,22 ml pro cm
2 

die Aussaat der gewonnen Makrophagen in RPMI plus 

10 % fetalem Kälberserum auf Titan-, Glas- und PTFE-Oberflächen. Als Referenzmedium für 

Wechselwirkungen zwischen Medium und Biomaterial diente ein im gleichen Volumenober-

flächenverhältnis auf den jeweiligen Testoberflächen kultiviertes Medium. Im Anschluss an 

eine Kultivierungsphase von 48 Stunden bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid ließ sich das 

Medium gewinnen und Zellfragmente durch Zentrifugation des Überstands bei 10.000 x g0 für 

5 Minuten entfernen. Zur Konservierung bis zur Anwendung in den Versuchen erfolgte die 

Lagerung der Überstände bei - 20 °C. Insgesamt fand von insgesamt fünf primären 

Zellspendern (n = 5) nach Inkubation auf den Referenzmaterialien die Gewinnung von 

konditioniertem Medium statt. Die nachfolgende Analyse von chemotaktischen Wachstums-

faktoren wie TGF-ß1, FGF und PDGF im konditionierten Kulturmedium sowie im 

Referenzmedium ermöglichte einen Rückschluss auf aktive Sekretions- sowie über passive 

Adsorptionsprozesse an den Materialoberflächen (Durchführung der Analysen siehe 

Kapitel 2.1.6).  

2.2.3.1 Modell zur Chemotaxis von Fibroblasten 

Migrationsexperiment 

Die Migrationsexperimente orientierten sich an einem bereits publizierten Protokoll (144). 

Dies erforderte die Mischung von Rattenschwanzkollagen Typ I (7,2 mg pro ml in 

0,1 % Essigsäure) mit einem gleichen Volumenanteil Gelneutralisierungslösung I. 

Anschließend erfolgte die Suspension von Fibroblasten (6 * 10
6
 pro ml) in DMEM mit 

30 % fetalem Kälberserum. Die eingestellte Zellsuspension kam im Verhältnis eins zu zwei 
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mit dem neutralisierten Kollagengel zum Einsatz. Dabei waren um die Gelierung des 

Hydrogels zu verzögern alle Schritte auf Eis durchzuführen. Das Einbringen von 

6 µl Kollagengel mit einer Endkonzentration von 2
 

* 10
6
 Fibroblasten pro ml in den 

Beobachtungskanal eines dreidimensionalen µ-Chemotaxiskammersystems erfolgte wie durch 

den Hersteller Ibidi (Martinsried, Deutschland) beschrieben. In den Experimenten fanden 

primäre Fibroblasten von einem Spender Anwendung. Nach Gelierung für 30 Minuten bei 

37 °C erfolgte das Befüllen der Reservoirs mit 65 µl MEM-DMEM in einem zwei zu eins 

Verhältnis (2:1) sowie zusätzlich 10 % fetalem Kälberserum.  

Evaluierung des dreidimensionalen µ-Chemotaxiskammersystems 

Der Austausch von 50 % des Reservoirvolumens (33 µl) durch TGF-ß1-angereichertes MEM-

DMEM (2:1) mit 10 % fetalem Kälberserum ermöglichte die Evaluation des dreidimensiona-

len µ-Chemotaxiskammersystems. Hierbei fand eine Endkonzentration von 12,5 pg pro ml 

TGF-ß1 im Reservoir Anwendung. Die Evaluierung des experimentellen Aufbaus erfolgte 

durch Anlegen unterschiedlicher Gradienten im Kammersystem: (I) Zusatz des Stimulanz in 

nur einem Reservoir (unipolar), (II) Zusatz des Stimulanz in beiden Reservoirs (bipolar) oder 

(III) ohne Gradient, das heißt mit Standardmedium MEM-DMEM (2:1) plus 10 % fetalem 

Kälberserum. 

Biomaterialtestung in einem dreidimensionalen µ-Chemotaxiskammersystem  

Das µ-Chemotaxiskammersystem ermöglichte eine Bewertung der materialabhängigen 

Freisetzung von Chemokinen durch Makrophagen und deren Wirkung auf die Wanderung von 

Fibroblasten. Hierfür erfolgte in einem Kammerreservoir ein Austausch des Mediums im 

Verhältnis von 50 % des Volumenanteils (33 µl) durch zellkonditioniertes Medium. Der 

Ausschluss von Effekten, die auf Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und Medium 

zurückgehen, erforderte das Befüllen des zweiten Reservoirs mit 50 % biomaterialinkubier-

tem Referenzmedium (33 µl). 

Echtzeitbilderfassung 

An einer Konfokalmikroskopieplattform ermöglichte ein integriertes Echtzeitbilderfassungs-

systems die Aufnahme der Fibroblastenwanderung unter Standardkultivierungsbedingungen 

von 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid. Zur Beobachtung der Fibroblastenwanderung waren 

über einen Zeitraum von 48 Stunden alle 15 Minuten Aufnahmen zu machen. Die Wanderung 
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der Zellen ließ sich mit dem manuellen Tracking Plugin der Software ImageJ verfolgen. Je 

Experiment erfolgte die Auswertung eines Datensatz bestehend aus Bewegungstrajektorien 

von 20 Zellen. Hierbei lässt sich eine Bewegungstrajektorie ausgehend von einer bestimmten 

Startposition �⃗�𝑖 der Zelle mittels n Vektoren {�⃗�𝑖}𝑖=1
𝑛  beschreiben. Das Chemotaxis- und 

Migrationstool der Firma Ibidi (Martinsried, Deutschland) ermöglichte die Übertragung der 

Bewegungstrajektorien in ein X-Y-Koordinatensystem.  

Berechnung von Migrationsparametern 

Die Berechnung von Migrationsparametern erforderte den Import der Datensätze in die 

Software MATLAB. Aus dieser Datenmatrix ließ sich aus der euklidischen Distanz dE (in µm) 

und der akkumulierten Distanz dA (in µm) die Direktheit als Maß für die Geradlinigkeit der 

Zellwanderung berechnen (144). Die euklidische Distanz dE beschreibt hierbei den Abstand 

zwischen Start- (�⃗�1) und Endpunkt (�⃗�𝑛) der Zellbewegung. Wohingegen die akkumulierte 

Distanz die Gesamtwanderungsstrecke 𝑑𝐴 = ∑ |�⃗�𝑖 − �⃗�𝑖−1|
𝑛
𝑖=2  beschreibt. Aus beiden linearen 

statistischen Parametern, der euklidischen und der akkumulierten Distanz, leitet sich die 

Direktheit der Zellwanderung wie folgt ab:  

 

𝐷𝑖𝑟𝑒𝑘𝑡ℎ𝑒𝑖𝑡 =
𝑑𝐸

𝑑𝐴
          (Gleichung 1) 

 

Hierbei hat bei einer geradlinigen Zellwanderung die Direktheit einen Wert von eins. Die 

Vorwärtswanderung in Richtung des chemischen Gradienten lässt sich durch einen 

Einheitsvektor �⃗� beschreiben und konnte durch den Vorwärtsmigrationsindex 

(𝑉𝑜𝑟𝑤ä𝑟𝑡𝑠𝑚𝑖𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑖𝑛𝑑𝑒 𝑥�⃗⃗�) charakterisiert werden. Dieser setzt sich wie folgt 

zusammen: 

 

𝑉𝑜𝑟𝑤ä𝑟𝑡𝑠𝑚𝑖𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥�⃗⃗� =
〈�⃗⃗�,�⃗�𝑛−�⃗�1〉

𝑑𝐴
          (Gleichung 2) 

 

Hierbei stellt 〈 , 〉 das Skalarprodukt dar. Die Projektion der Trajektorien auf einen Kreis, der 

sich aus n-1 Winkeln {𝛼𝑖}𝑖=1
𝑛−1 zusammensetzt, beschreibt die Ausrichtung der Zellwanderung. 

Dabei ermöglichte die Anwendung zirkulärer Statistik die Bestimmung der Winkel-

verteilung (145).  
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Hierfür erfolgte die Ableitung des zirkulären Mittelwerts �̃� und der mittleren Länge R der 

Winkelverteilung: 

 

𝑅 𝑐𝑜𝑠(�̃�) = ∑
𝑐𝑜𝑠(𝛼𝑖)

𝑛−1

𝑛−1
𝑖=1 , 𝑅 𝑠𝑖𝑛(�̃�) = ∑

𝑠𝑖𝑛(𝛼𝑖)

𝑛−1

𝑛−1
𝑖=1           (Gleichung 3) 

 

Strebt die mittlere Winkellänge R gegen 1 entspricht dies einer engen, scharfen Winkelvertei-

lung, wohingegen für sehr gleich verteilte Winkelverteilungen R gegen null tendiert (146).  

Statistische Auswertung von kontinuierlichen, spenderabhängigen Daten 

Nach dem Shapiro-Wilk-Test lagen die kontinuierlichen, spenderabhängigen Daten 

normalverteilt vor. Die Untersuchung auf statistische Unterschiede zwischen den Versuchs-

gruppen erfolgte mit einer one-way ANOVA für Messwiederholungen und einem anschlie-

ßendem post-hoc Fishers Least-Significant-Difference-Test. Für alle Daten lagen bei einem   

p-Wert von ≤ 0,05 signifikante Unterschiede vor.  

2.2.3.2 Bindegewebsmodelle zur Bewertung von Langzeiteffekten 

Kultivierung von Bindegewebsmodellen unter konditioniertem Medium und Referenzmedium  

Bindegewebsmodelle ermöglichten Studien zu Langzeiteffekten von zellkonditioniertem 

Medium. Hierfür erforderlich war die Mischung von Kollagen Typ I (7,2 mg pro ml in 

0,1 % Essigsäure) in einem Verhältnis von zwei zu eins mit der Zellsuspension in Gelneutra-

lisierungslösung II. Die eingesetzte Endkonzentration der Fibroblasten im Kollagengel betrug 

2 * 10
5
 Fibroblasten pro ml. In eine 48-Well-Zellkulturplatte ließen sich 500 µl des Kollagen-

Zell-Gemisches vorlegen. Zusätzlich diente ein Kollagenhydrogel ohne Zellen als Negativ-

kontrolle. Je primärem Makrophagenspender (n = 5) erfolgte der Aufbau der Versuchsansätze 

in Triplikaten. Im Anschluss an eine Gelierungsphase von 30 Minuten bei 37 °C folgte die 

Überschichtung der Hydrogele mit 250 µl Medium. Der Zusatz von 30 % konditioniertem 

Medium zu DMEM plus 10 % fetalem Kälberserum ermöglichte die Untersuchung von 

Effekten des konditionierten Mediums. Als Referenz diente der Zusatz von gleichen 

Volumenanteilen materialinkubiertem Referenzmedium. Der Wirkungsbereich zwischen 

starker Stimulation und Standardkultivierung ließ sich durch die Anreicherung von 

Standardkulturmedium mit 1 ng pro ml TGF-β1 sowie die Kultivierung in Standardkulturme-

dium (DMEM plus 10 % fetalem Kälberserum) abdecken. Die Zugabe von 
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100 µM Ascorbinsäurephosphat zu allen Kulturmedien unterstützte die Kollagensynthese. 

Eine Erneuerung des Mediums erfolgte an jedem zweiten bis dritten Tag.  

Gewebeaufarbeitung nach 14-tägiger Kultivierung 

Zur Bewertung der Gewebeabnahme fand an Tag 14 von zwei Modellen die Bestimmung des 

Nassgewichts statt. Die nachfolgende histologische Analyse erforderte die Fixierung des 

dritten Modells über Nacht bei 4 °C in 4 % Paraformaldehyd und das automatische Einbetten 

des fixierten Modells in Paraffin. An Gewebeschnitten auf Poly-L-Lysin-beschichteten 

Objektträgern folgte eine Azanfärbung (siehe Kapitel 2.1.6). Anschließend ließen sich die 

histologischen Färbungen an einem Fluoreszenzmikroskop aufnehmen. Die Bildanalyse der 

mittleren Cyanintensität (MCI) mit der Software ImageJ ermöglichte eine Quantifizierung des 

Gewebeumbaus. Je Modell erfolgte die Aufnahme von zwei Bildern, jeweils die MCI-

Analyse und die Bildung des Mittelwerts zwischen beiden Aufnahmen. Dies erforderte die 

Zerlegung der histologischen Bilder in die drei Farbbestandteile Blauanteil Cyan (C), 

Rotanteil Magenta (M), Gelbanteil Yellow (Y) und den Schwarzanteil Key (K). Anschließend 

war die Umwandlung des Cyankanals in ein 8-bit-Bild erforderlich. Die Histogramme der 

Farbintensität ermöglichten die Analyse der mittleren Cyanintensität (MCI). Zur exemplari-

schen Darstellung erfolgte von allen Bildern eines Bildsatzes die Subtraktion des Hinter-

grundes (nach der rollenden Ball Methode mit einem Durchmesser von 3000 Pixeln). 

Statistische Auswertung von kontinuierlichen, spenderabhängigen Daten 

Die Auswahl des statistischen Tests orientierte sich für die kontinuierlichen spenderabhängi-

gen Daten an der mit dem Shapiro-Wilk-Test geprüften Normalverteilung. Bei normalverteil-

ten Daten erfolgte die Testung auf statistische Unterscheide zwischen den Versuchsgruppen 

mit einer einfachen ANOVA für Messwiederholungen und der anschließenden Durchführung 

eines post-hoc Fishers Least-Significant-Difference-Test. Nicht normalverteilte Daten 

erforderten zum Vergleich der Versuchsgruppen die Durchführung einer Friedman-ANOVA 

mit anschließendem paarweisem Wilcoxon-Vorzeichenrangtest. Für alle Daten war das 

Signifikanzniveau auf einen p-Wert von ≤ 0,05 festgelegt.  
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2.2.4 Vergleichender Modellansatz zur Bewertung 

physiologischer Testvariablen 

Ein vergleichender Modellansatz ermöglichte eine Bewertung verschiedener Biomaterialien 

unter definierten Testbedingungen wie der Oberflächenbehandlung mit humanem autologem 

Blutplasma und der Stimulation mit LPS oder mit IL-4. Hierfür fanden Studien auf den 

Referenzmaterialien Glas, Titan, PTFE, Silikon und PE statt.  

Isolierung von humanem Plasma aus Vollblut 

Zur späteren Oberflächenbehandlung der Referenzmaterialien ließ sich aus humanem Vollblut 

durch Zentrifugation für 15 Minuten bei 2.500 x g0 ohne Bremse humanes Blutplasma von 

den zellulären Bestandteilen des Blutes trennen. Hierbei bewirkte die Zentrifugation eine 

Auftrennung der Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte. Die flüssigen Bestandteile des 

Blutes bildeten eine Schicht oberhalb der konzentrierten zellulären Bestandteile, die sich mit 

einer Einmalpipette aus Plastik abnehmen ließ. Für die späteren Anwendungen in den 

Versuchen erfolgte die Hitzeinaktivierung eines Plasmaanteils für eine Stunde bei 56 °C in 

einem Thermozykler. Anschließend ließen sich durch Zentrifugation bei 20.817 x g0 für eine 

Minute gebildete Präzipitate abtrennen. Bis zur Anwendung in den Versuchen konnte das 

hergestellte hitzeinaktivierte Plasma sowie das native Plasma bei - 80 °C gelagert werden. 

Zusätzlich ließ sich die entstandene aufgelagerte weißliche zelluläre Schicht aus peripheren 

mononuklearen Zellen abnehmen und Monozyten wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben isolieren. 

Im späteren Verfahren erfolgte die Materialtestung unter Anwendung von Plasma und 

Monozyten aus einem Spender. 

Plasmavorbehandlung der Materialoberflächen  

Zur Vorbehandlung der Materialoberflächen musste das gefrorene Plasma für 30 Minuten bei 

37 °C auftauen. Anschließend folgte das gleichmäßige Verteilen des Plasmas in einem 

Volumenoberflächenverhältnis von 50 µl pro cm
2 
auf der Biomaterialoberfläche. Die Wirkung 

des Stabilisators bestehend aus Citrat und Phosphat ließ sich durch Zusatz von 

150 mM Calciumchloridlösung zu einer Endkonzentration von 15 mM aufheben und leitete 

die Koagulation des Plasmas ein. Innerhalb der anschließenden Inkubation für 30 Minuten bei 

37 °C bildete sich Fibrin auf der Materialoberfläche aus.  



 2. Material und Methoden   

               

 

60 

 

Aussaat der primären Makrophagen auf den Referenzmaterialien  

Die Varianz zwischen primären humanen Makrophagen erforderte die Testdurchführung mit 

Zellen von zehn individuellen Spendern (n = 10). Die Charakterisierung der Entzündungsre-

aktion von Makrophagen in Antwort auf (I) unbehandelte, (II) mit nativen plasmabehandelte 

und (III) mit hitzeinaktiviertem plasmabehandelte Materialoberflächen war Ziel der Studie. 

Weiterhin bildeten Stimulanzien im Kulturmedium das Entzündungsspektrums von M1- über 

M2-Makrophagen ab. Hierfür fand eine Polarisierung mit (IV) LPS (100 ng pro ml 

Kulturmedium) sowie (V) IL-4 (20 ng pro ml Kulturmedium) statt. In allen Versuchsansätzen 

erfolgte die Aussaat der Makrophagen in einer definierten Dichte von 3 * 10
4
 Zellen pro cm

2
 

und einem Volumenoberflächenverhältnis von 0,22 ml pro cm
2
 in RPMI plus                          

10 % fetalem Kälberserum. Die Wechselwirkung zwischen Kulturmedium und Materialober-

fläche ließ sich durch die Inkubation von (VI) RPMI plus 10 % fetalem Kälberserum auf den 

Materialoberflächen untersuchen. Es folgte die Kultivierung für 48 Stunden bei 37 °C und 

5 % Kohlenstoffdioxid.  

Probenentnahme im Anschluss an die 48-stündige Inkubationsphase 

Im Anschluss an 48 Stunden erfolgte die Mediumgewinnung und zur Abtrennung von 

Zellbestandteilen eine Zentrifugation für 5 Minuten bei 10.000 x g0. Bis zur Analyse der 

Zytokine IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α und TGF-ß1 waren die Zellkulturüberstände bei - 

20 °C zu lagern (siehe hierfür zytometrischer Nachweis mittels fluoreszenzmarkierter Partikel 

in Kapitel 2.1.6). Auf der Biomaterialoberfläche ließ sich direkt im Anschluss an die 

Versuchsdurchführung die Zellvitalität bestimmen (siehe hierfür chemilumineszenzbasierte 

Vitalitätsbestimmung in Kapitel 2.1.6). Die Bewertung der Zellmorphologie ermöglichte die 

immunhistologische Färbung von CD54 und ß-Aktin in einem 8-Well-

Zellkulturkammersystem (siehe hierfür immunhistologische Doppelfärbung in Kapitel 2.1.6). 

Vergleichendes Bewertungs- und Rankingmodell 

Nach dem Shapiro-Wilk-Test lagen die spenderabhängige Konzentration der Zytokine sowie 

die Daten der Vitalitätsbestimmung nicht normalverteilt vor. Daher ließen sich signifikante 

statistische Unterschiede zwischen den Testbedingungen mit einer Friedman ANOVA gefolgt 

von einem paarweisen Vergleich mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest testen. Hierfür fanden 

alle statistischen Tests mit der Software OriginPro statt.  
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Zum Vergleich der Materialien konnte ein Bewertungsmodell eingeführt werden. Hierfür 

waren für zwei Materialien M1 {𝑓𝑀1,𝑖}𝑖=1
𝑛

 und M2 {𝑓𝑀2,𝑖}𝑖=1
𝑛
 signifikante Unterschiede 

zwischen zwei Datensätzen aus n gemessenen Faktoren f (Messparameter) mit dem 

Wilcoxon-Vorzeichenrangtest festzustellen. Für alle statistischen Tests galt ein p-Wert 

von ≤ 0,05 als signifikant und konnte als Bewertungsgrenze eingeführt werden: 

 

({𝑓𝑀1,𝑖}𝑖=1
𝑛
, {𝑓𝑀2,𝑖}𝑖=1

𝑛
 ) →   

{
 

 
 0,                                            𝑝 > 0,05          

1, {𝑓𝑀1,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅

> {𝑓𝑀2,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
 𝑢𝑛𝑑  𝑝 ≤ 0,05

−1, {𝑓𝑀1,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅

< {𝑓𝑀2,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅
 𝑢𝑛𝑑 𝑝 ≤ 0,05

         Gleichung (4) 

 

Ein signifikant höherer Mittelwert für Material M1 im Vergleich zu Material M2 konnte für 

Material M1 in einen Signifikanzwert von eins übersetzt werden. Für einen signifikant 

niedrigeren Mittelwert für Material M1 im Vergleich zu Material M2 erfolgte die Bewertung 

von Material M1 mit einem Wert von minus eins. Wenn keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Materialgruppen (p-Wert > 0,05) bestanden, erforderte dies die Eingliederung 

eines null Wertes in die Bewertung. 

Hierbei stellt {𝑓𝑀1,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅

 den Mittelwert des Datensatzes aus n gemessenen Faktoren f für M1 

und {𝑓𝑀2,𝑖}𝑖=1
𝑛̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅

 für M2 dar. Zur Bewertung spezifischer Faktoren erfolgte die Summenbildung 

aus allen Signifikanzwerten des paarweisen Materialvergleichs. Dies zielte auf die 

messparameterabhängige Bewertung eines Materials im Vergleich zu allen anderen 

Materialien. Basierend auf allen Faktoren f ließ sich die messparameterabhängige Bewertung 

in einer Biomaterialrangordnung zusammenfassen. Hierfür erfolgte die Summenberechnung 

aus allen messparameterabhängigen Signifikanzwerten. 
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2.2.5 Dreidimensionale Gewebemodelle zur Bewertung der 

Fremdkörperreaktion 

Die Kombination unterschiedlicher Matrixkomponenten wie Fibrin und Kollagen ermöglichte 

zusammen mit Fibroblasten und Monozyten den Aufbau dreidimensionaler Gewebemodelle, 

die eine Implantationswunde nachstellen sollten.  

Herstellung eines Plasmapools 

Im Gegensatz zu der in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Herstellung von Plasma aus Vollblut 

diente gefrorenes humanes Frischplasma vom Blutspendedienst des Bayerischen Roten 

Kreuzes (München, Deutschland) zur Herstellung eines standardisierten Plasmapools. 

Hierdurch ließ sich das Plasma für einen größeren Testumfang einsetzen. Vorerst erforderte 

dies das Auftauen des gefrorenen Frischplasmas für 2,5 Stunden bei 37 °C in einem 

Inkubator. Zur Standardisierung erfolgte von insgesamt zehn Plasmaspendern (n = 10) die 

Vereinigung gleicher Volumenanteile. Der gewonnene Plasmapool konnte bei - 80 °C 

gelagert werden. Zur Anwendung in den nachfolgenden Versuchen tauten beispielsweise 

50 ml humanes Plasma innerhalb von 2 Stunden bei 37 °C auf. Die Präzipitatablagerungen an 

der Wand ließen sich durch vorsichtiges Schütteln lösen. 

Fibrinbildung unter Zusatz von Calcium 

Die Absorptionsmessung ermöglichte die Bewertung der Fibrinbildung unter dem Zusatz 

unterschiedlicher Calciumkonzentrationen. Für eine optimale Fibrinbildung war die 

Anwendung aller Lösungen bei 37 °C Voraussetzung. In einer flachen transparenten           

96-Mikrowellplatte erfolgte zu 160 µl Blutplasma der Zusatz von 20 µl Medium (DMEM plus 

10 % fetales Kälberserum). Im Folgenden leitete die Zugabe von 20 µl Calciumlösung die 

Fibrinbildung ein. Hierbei sollte der Einfluss unterschiedlicher Calciumchloridkonzentratio-

nen von 0 - 7,5 - 15 - 30 - 60 mM gezeigt werden. Als Referenzleerwert dienten 

200 µl Wasser. Im Anschluss an eine 30-minütige Inkubation bei 37 °C fand die Absorpt-

ionsmessung von 280 nm bis 480 nm mit einem Abstand von 2 nm statt. Alle Versuchsansät-

ze ließen sich in einer sechsfachen Bestimmung durchführen. Zur Auswertung der Daten 

erfolgte die Subtraktion des mittleren Referenzleerwerts von den jeweiligen Messwerten.  
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Zeitabhängige Fibrinbildung unter Zusatz von Thrombin  

Die Absorptionmessung bei 320 nm im Zeitverlauf ermöglichte die Bestimmung der 

Fibrinbildung unter dem Einfluss verschiedener Thrombinkonzentrationen. In einer flachen 

transparenten 96-Mikrowellplatte ließen sich 160 µl Plasma mit 20 µl Medium (10 % fetalem 

Kälberserum in DMEM) und 10 µl 300 mM Calciumchloridlösung mischen. Ebenfalls in 

einer sechsfachen Bestimmung erfolgte anschließend der Zusatz von 10 µl Thrombinlösung 

zu einer Endkonzentration von 0 - 0,5 - 1 - 2 - 4 enzymatischen Einheiten pro ml Fibrinhyd-

rogel. Über einen Zeitraum von 30 Minuten fand im Abstand von 3 Minuten die Absorpti-

onsmessung bei 320 nm statt. 

Langzeitstabilisierung der Fibrinmatrix 

In einer 48-Well-Zellkulturplatte ließen sich aus 100 µl Zellsuspension der Konzentration 

2 * 10
6
 primäre Fibroblasten pro ml DMEM plus 10 % fetalem Kälberserum und 

800 µl Plasma herstellen. Für zellfreie Fibrinmodelle fand anstelle der Zellsuspension der 

Zusatz von 100 µl DMEM plus 10 % fetalem Kälberserum statt. Die Zugabe von 

(I) 100 µl 150 mM Calciumchloridlöung oder (II) 100 µl einer Lösung aus 

150 mM Calciumchlorid und 20 enzymatischen Thrombineinheiten pro ml leitete die 

Gerinnung des Gemisches ein. Anschließend gelierte das Fibrin während einer Stunde bei 

37 °C. Je Modell ließen sich mit Zellen von jeweils drei humanen primären Spendern 

Duplikate herstellen. Die Kultivierung erfolgte unter Zugabe von 400 µl DMEM plus 

10 % fetalem Kälberserum und 100 µM Ascorbinsäurephosphat. Wie bereits von Chole-

winski (2009) beschrieben, ermöglichte die zusätzliche Supplementierung des Kulturmediums 

mit Tranexamsäure (t-AMCA) in einer Konzentration von 160 µg pro ml eine antifibrinolyti-

sche Stabilisierung (147). Der Mediumverbrauch erforderte den Austausch des Kulturmedi-

ums an jedem zweiten bis dritten Tag. Im Anschluss erfolgte an Tag 7, 14 und 21 die 

Bestimmung des Nassgewichts. 

Dreidimensionale Fremdkörpermodelle 

Auf den Referenzmaterialien Glas, Titan und PTFE erfolgte mit primären Makrophagen von 

insgesamt fünf Spendern (n = 5) sowie mit der humanen Fibroblastenzelllinie HFF-1 der 

Aufbau von kollagen- und fibrinbasierten Kokulturmodellen. In direktem Kontakt zur 

Biomaterialoberfläche ließen sich hierfür Monozyten in ein Fibrinhydrogel einbringen. Ein 

fibröses kollagen- oder fibrinbasiertes Bindegewebsmodell konnte in einem Zellkulturträger-
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system aufgebaut werden und auf die basale untere Modellkomponente apikal aufgebracht 

werden. Je Spender erfolgte der Aufbau der Modelle in Triplikaten. Auf dem Referenzmateri-

al Glas dienten Monokulturmodelle mit Makrophagen oder mit Fibroblasten sowie Modelle 

ohne Zellen als Referenz.  

Basales fibrinbasiertes Gewebe  

Direkt im Anschluss an die Isolierung von Monozyten aus Leukozytenkonzentrat (siehe 

hierfür Kapitel 2.2.1) erfolgte in direktem Kontakt zur Materialoberfläche (7 cm
2
) der Aufbau 

von 1 ml Fibrinhydrogelen mit 1 * 10
6
 eingebrachten Monozyten. Hierfür mussten 

800 µl Plasma gleichmäßig auf der Biomaterialoberfläche verteilt werden und 

100 µl Zellsuspension der Konzentration 1 * 10
7
 Monozyten pro ml Kokulturmedium (RPMI 

plus 10 % fetales Kälberserum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 µM Ascorbinsäurephosphat und 

160 µg pro ml t-AMCA) zugegeben werden. Ersatzweise ließen sich zellfreie Fibrinhydrogele 

durch Zugabe von 100 µl Kokulturmedium herstellen. Schließlich leiteten 100 µl Thrombin 

(20 enzymatische Einheiten pro ml) in 150 mM Calciumchloridlösung die Koagulation ein. 

Die Fibrinmatrix bildete sich innerhalb von 30 Minuten bei 37 °C aus. 

Apikales fibröses Bindegewebsmodell 

In einem Zellkulturträgersystem mit einer Polycarbonatmembran des Porendurchmessers 

0,4 µm ließen sich Bindegewebsmodelle aus (I) Fibrin sowie (II) Kollagen herstellen. In allen 

zellbeladenen Modellen befanden sich in einem Endvolumen von 500 µl Hydrogel 

2 * 10
5
 HFF-1-Fibroblasten.  

(I) Fibrinbasiertes Gewebe 

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben unterstütze ein stehendes Zellkulturtägersys-

tem den Aufbau von Fibrinhydrogelen. Zusammengefasst bestanden die Fibrinhydrogele aus 

400 µl Plasma, 50 µl Zellsuspension (4 * 10
6
 Zellen pro ml Kokulturmedium) und 

50 µl Thrombin (20 enzymatische Einheiten pro ml) in 150 mM Calciumchloridlösung. Bei 

zellfreien Fibrinhydrogelen fand anstelle der Zellsuspension 50 µl Kokulturmedium Einsatz. 

Das Fibrin gelierte für 30 Minuten bei 37 °C. 
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(II) Kollagenbasiertes Gewebe  

Für die zellbeladenen kollagenbasierten Bindegewebsmodelle ließen sich HFF-1-Fibroblasten 

(1,2 * 10
6
 Zellen pro ml) in Gelneutralisierungslösung II aufnehmen und im Verhältnis eins 

zu zwei mit Kollagen I (7,2 mg pro ml in 0,1 % Essigsäure) mischen. Zellfreie Kollagenmo-

delle konnten mit zwei Volumenanteilen Kollagen Typ I und einem Volumenanteil 

Gelneutralisierungslösung II hergestellt werden. Innerhalb von 30 Minuten bei 37 °C gelierte 

das Kollagen. Im Anschluss an die Inkubationsphase ließen sich die (I) fibrinbasierten und 

(II) kollagenbasierten Bindegewebsmodelle im Zellkulturträgersystem auf die basalen 

Fibringewebe aufsetzen.  

Kulturbedingungen der dreidimensionalen Fremdkörpermodelle  

Die Kultivierung der Gewebemodelle erfolgte in 2 ml Kokulturmedium (RPMI plus 

10 % fetales Kälberserum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 µM Ascorbinsäurephosphat und 

160 µg pro ml t-AMCA). Die Zugabe von zusätzlich 40 ng pro ml M-CSF für die ersten 

6 Tage unterstützte die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen. Der Mediumver-

brauch erforderte den Austausch des Kulturmediums an jedem zweiten oder dritten Tag.  

Aufarbeitung der Modelle für die anschließende Analytik 

Nach 13 Tagen ließ sich das Kulturmedium abnehmen und für 5 Minuten bei 10.000 x g0 

zentrifugieren. Bis zur Analyse der Zytokine IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α und TGF-ß1 

lagerten die Zellkulturüberstände bei - 20 °C. Anschließend war separat das Nassgewicht des 

basalen und apikalen Gewebes zu erfassen. Je Spender fand die Gewichtsbestimmung für 

zwei Modelle statt. Für die anschließende Charakterisierung von Kollagen I und ß-Aktin im 

Westernblot ließen sich die Bindegewebseinheiten bei - 80 °C lagern. Auf der Materialober-

fläche folgte eine Vitalitätsbestimmung mit dem CellTiter-Glo-Nachweis. Für die spätere 

histologische Aufarbeitung erfolgte eine Fixierung des Modells über Nacht in 

4 % Paraformaldehyd. Nach einer Azanfärbung ließ sich wie bereits in Kapitel 2.2.3.2 

beschreiben die mittlere Cyanintensität der histologischen Schnitte quantitativ auswerten. Zur 

exemplarischen Darstellung erfolgte für alle Bilder die Einstellung des Kontrasts. Bei der 

durchgeführten immunhistologischen Kollagen-III-Färbung war keine Bildbearbeitung 

erforderlich. Die Durchführung der Analysen ist in Kapitel 2.2.6 beschrieben.  



 2. Material und Methoden   

               

 

66 

 

Statistische Auswertung der kontinuierlichen, spenderunabhängigen Daten  

Eine Normalverteilung der kontinuierlichen, spenderunabhängigen Daten bestand nach dem 

Shapiro-Wilk-Test nicht. Für die nicht normalverteilte Daten erfolgte zum paarweisen 

Vergleich der Daten eine Kruskal-Wallis-ANOVA mit anschließendem Man-Whitney-Test. 

Das Signifikanzniveau war mit einem p-Wert von ≤ 0,05 als signifikant festgelegt.  

Hauptkomponentenanalyse 

Die multifaktoriellen, quantitativ erfassten Daten ließen sich in einer Hauptkomponentenana-

lyse reduzieren und die Datensätze so auf eine Klassifizierung der Messparameter und der 

Versuchsgruppen prüfen. Die Zentrierung der Daten auf den Mittelwert und die Skalierung 

auf die Standardabweichung ermöglichte unabhängig vom Messbereich und den Messeinhei-

ten eine gleiche Gewichtung der Messparameter. Hierdurch ergaben sich im berechneten 

Datensatz für den Mittelwert ein Wert von 0 und eine Varianz von 1. Mit dem Programm 

UnscramblerX ließ sich eine Hauptkomponentenanalyse mit der generierten Datenmatrix 

durchführen. Zur Untersuchung der Unterscheidungskapazität zwischen den Referenzmateria-

lien umfasste die Hauptkomponentenanalyse die Daten aus den Kokulturmodellen. Hierbei 

erfolgte eine getrennte Analyse der kollagenbasierten Modelle und der fibrinbasierten 

Modelle.  

2.2.6 Biochemische, immunologische und histologische 

Nachweisverfahren  

Azanfärbung nach Heidenheim von paraffineingebetteten Gewebeschnitten  

Die Azanfärbung nach Heidenheim ermöglichte eine Färbung von Kollagenstrukturen in blau 

und eine Färbung von Fibrinstrukturen in Rot. Die Färbung von den in Kapitel 2.2.3.2 und 

Kapitel 2.2.5 beschriebenen Gewebemodellen erfolgte an paraffineingebetteten Gewebs-

schnitten nach einem modifizierten Färbeprotokoll (Morphisto, Frankfurt, Deutschland). Die 

5-µm-dicken Gewebsschnitte ließen sich auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger 

aufziehen. Die aufgezogenen Gewebsschnitte hafteten über Nacht bei 37 °C an die 

Glasoberfläche an. Anschließend folgte für 60 Minuten im Wärmeschrank bei 63 °C das 

Schmelzen des am Gewebeschnitt anhaftenden Paraffins. Das modifizierte Färbeprotokoll ist 

in Tabelle 2-15 dargestellt. 
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Lösung Inkubationszeit  Arbeitstemperatur Funktion 

Xylol 

Xylol 

5 Minuten 

5 Minuten 

Raumtemperatur 

 

Deparaffinierung 

Ethanol (96 %ig, denaturiert) 

Ethanol (96 %ig, denaturiert) 

4 Minuten 

4 Minuten 

Raumtemperatur Wässern 

Anilinalkohol  1 Minute Raumtemperatur Vorbehandlung 

Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Waschen 

Azokarmin 45 Minuten  60 °C Färben 

Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Differenzieren 

Essigsaurer Alkohol (1 %ig) 1 Minute Raumtemperatur Abstoppen 

Destilliertes Wasser 10 Minuten Raumtemperatur Waschen 

Phosphorwolframsäure (5 %ig) 60 Minuten Raumtemperatur Beizen 

Destilliertes Wasser 1 Minuten Raumtemperatur Waschen 

Anilin-Blau-Orange-G 60 Minuten Raumtemperatur Färben 

Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Entfärben 

Ethanol (96 %ig, denaturiert) 

Ethanol (96 %ig denaturiert) 

Isopropanol 

Xylol 

Xylol 

2 Minuten 

3 Minuten 

2 Minuten 

3 Minuten 

3 Minuten 

Raumtemperatur Wässern 

 

Anschließend ermöglichte das Eindecken mit Entellan eine Versiegelung der Färbung. 

Chemilumineszenzbasierte Vitalitätsbestimmung mit dem CellTiter-Glo-Nachweis 

Im Anschluss an die Versuchsdurchführung (siehe Kapitel 2.2.4 und 2.2.5) ließ sich die 

Biomaterialoberfläche mit PBS waschen und der Überstand absaugen. Vor der Anwendung 

im Testverfahren war die Verdünnung des CellTiter-Glo-Reagenz mit einem gleichen 

Volumenanteil Medium erforderlich (die Wahl des entsprechenden Mediums orientierte sich 

an der Versuchsdurchführung). In einem Volumenoberflächenverhältnis von 78 µl pro cm
2
 

folgte das Aufbringen des verdünnten Reagenz. Nach 2 Minuten Inkubation auf einem 

Schüttler bei 200 Umdrehungen pro Minute inkubierte die Platte für weitere 10 Minuten unter 

Lichtausschluss. Während der Inkubationszeit ermöglichte eine ATP-abhängige Reaktion die 

Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin. Nach der Inkubation stoppte das Überführen des 

Überstands in eine 24-Wellplatte die Reaktion. In Abhängigkeit von der getesteten 

Tabelle 2-15 Optimierte Vorgehensweise zur Azanfärbung nach Heidenheim. 
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Materialoberfläche ließ sich das Volumen in Duplikate oder Triplikate von jeweils 200 µl 

aufteilen und in eine schwarze 96-Mikrowellplatte überführen. Die Lumineszenz war in 

einem Mikroplattenmessgerät zu bestimmen.  

Enzymgekoppeltes immunadsorbierendes Nachweisverfahren von TGF-ß1, FGF und PDGF 

im Zellkulturüberstand (englisch enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA) 

Die Konzentrationsbestimmung der humanen Wachstumsfaktoren TGF-ß1, FGF und PDGF 

in konditioniertem Medium sowie in Referenzmedium (siehe Kapitel 2.2.3.1, 2.2.4 und 2.2.5) 

erfolgte mit einem ELISA nach Angaben der Hersteller. Der durchgeführte enzymgekoppelte 

Immunnachweis beruht auf der Bindung des Analyt an oberflächenadsorbierte Antikörper. In 

einem zweiten Schritt bildet ein zweiter Antikörper zusammen mit dem oberflächenadsorbier-

ten Immunkomplex einen Sandwich aus Primärantikörper, Analyt und Sekundärantikörper. 

Der Sekundärantikörper ist hierbei biotinmarkiert und ermöglicht die Bindung des Enzyms 

Meerrettichperoxidase (englisch horseradish peroxidase, HRP) an den Komplex. Das Enzym 

wiederum setzt ein Substrat zu einem farbigen Produkt um, das photometrisch bestimmt 

werden kann.  

Humaner TGF-ß1-ELISA 

An die Oberfläche lagen anti-human TGF-ß1-Primärantikörper gebunden vor und ermöglich-

ten nach Vorbereitung der Proben den direkten Einsatz der 96-Mirkowellplatte. Zuvor waren 

20 µl Probe in 180 µl Analysepuffer (PBS mit 1 % Tween und 10 % bovinem Serumalbumin) 

zu verdünnen. Die Aktivierung der Probe erfolgte mit 20 µl 1 N Salzsäure; hierfür waren die 

Lösungen gut zu mischen und für eine Stunde bei Raumtemperatur zu inkubieren. Die 

anschließende Zugabe von 20 µl 1 N Natriumhydroxidlösung neutralisierte den sauren pH-

Wert. Der TGF-ß1-Konzentrationsstandard (4 ng pro ml) ließ sich in destilliertem Wasser 

homogen durch Mischen und 30 Minuten Inkubation konstituieren. Im Anschluss fand in 

Analysepuffer eine serielle Verdünnung des Standards von 200 auf 0 pg pro ml statt. Die 

zweimalige Inkubation für 10 bis 15 Sekunden mit Waschpuffer (1 % Tween in PBS) 

ermöglichte das Befeuchten der 96-Mikrowellplatte. Pro Well folgte das Auftragen von 

jeweils (I) 100 µl Standard oder (II) 40 µl säureaktivierte Probe plus 60 µl Analysepuffer im 

Duplikat. Nach dem Verschließen mit einer Inkubationsfolie inkubierte die Platte für 

2 Stunden auf einem Schüttler (400 Umdrehungen pro Minute). Nachfolgend war die Platte 

fünfmal für 10 bis 15 Sekunden mit jeweils 400 µl Waschpuffer zu waschen. Letztendlich 
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schloss die Beladung mit 100 µl biotingekoppeltem Sekundärantikörper und die Inkubation 

für eine Stunde auf dem Schüttler (400 Umdrehungen pro Minute) an. Wie bereits 

beschrieben folgte das fünfmalige Waschen der Platte. Die Zugabe von 100 µl steptavidinge-

koppelter HRP zu jedem Well und die Inkubation für eine Stunde auf dem Schüttler 

(400 Umdrehungen pro Minute) ermöglichte die enzymatische Kopplung an die biotingekop-

pelten Sekundärantikörper. Anschließend war die Platte erneut fünfmal zu waschen. Im 

nächsten Schritt ermöglichte die indirekt TGF-ß1-gekoppelte HRP die Umsetzung von 

100 µl Tetramethylbenzidinsubstrat (TMB, gelb) zum blauen Diimin. Bei einer Anregungs-

wellenlänge von 620 nm war die lichtsensitive Reaktion bei Erreichen einer optischen Dichte 

von 0,9 des höchsten Standards (200 pg pro ml) durch 100 µl 1 M Phosphorsäure zu stoppen. 

Die Messung fand anschließend im Mikroplattenmessgerät bei einer Anregungswellenlänge 

von 450 nm statt. Als Referenzwellenlänge diente eine Wellenlänge von 570 nm.  

Humaner FGF- und PDGF-ELISA 

Die Bestimmung der FGF- und PDGF-Konzentration erforderte die Oberflächenbeschichtung 

einer Maxisorb-96-Mikrowellplatte mit 100 µl des jeweiligen Primärantikörpers in einer 

Konzentration von 1 µg pro ml PBS über Nacht. Im Folgenden war die Platte viermal mit 

jeweils 300 µl Waschpuffer (0,05 % Tween in PBS) zu waschen. Anschließend ließen sich 

freie Bindungsstellen der Oberfläche mit 300 µl Blockierungspuffer (1 % bovines Serum-

albumin in PBS) durch Inkubation für eine Stunde belegen. Daraufhin folgte das erneute 

viermalige Waschen. Als Standard fand eine serielle Verdünnung von 10 bis 0 ng pro ml in 

PBS mit 0,05 % Tween und 0,1 % bovinem Serumalbumin Anwendung. Im Anschluss ließen 

sich 100 µl Standard oder 100 µl Probe jeweils im Duplikat aufbringen und für 2 Stunden 

inkubieren. Vor dem Auftragen von100 µl biotingekoppelte Sekundärantikörper 

(500 ng pro ml) waren vier weitere Waschschritte erforderlich. Nach einer Inkubation für 

2 Stunden mit dem Sekundärantikörper fanden anschließend vier Waschschritte statt. 

Während einer Inkubation für 30 Minuten konnten 100 µl avidingekoppeltes HRP-Konjugat 

an die Antikörper binden. Anschließend folgten weitere vier Waschschritte. Für die 

Umsetzung des chromogenen Substrats zu seinem grüngefärbten Dianion ließen sich 100 µl 

2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulphon)-Säure-Substratlösung (ABTS, farblos) 

aufbringen. Bei einer Anregungswellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 
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650 nm erfolgte die Messung der Farbumsetzung im zeitlichen Verlauf. Zur Konzentrations-

bestimmung sollte die optische Dichte des höchsten Standards 1,2 Einheiten betragen. 

Immunhistologische Doppelfärbung von CD54 und ß-Aktin 

Nach einem Standardprotokoll erfolgte die immunhistologische Färbung der Makrophagen 

auf den Materialoberflächen (siehe Versuchsdurchführung Kapitel 2.2.4 und Zusammenfas-

sung der verwendeten Antikörper Tabelle 2-16).  

Antikörper und Toxine Expression des Antigens Spezies und Reaktivität Verdünnung 

CD54, ICAM-1 extrazellulär Maus, anti-human 1:100 

Sekundärantikörper 

 (Alexa Fluor 488) 

unspezifisch Esel, anti-murin 1:400 

Anti-ß-Aktin-Phalloidintoxin  

(Alexa Fluor 555) 

intrazellulär keine 1:40 

 

Hierfür war das Fixieren der Zellen für 10 Minuten in 4 % Paraformaldehyd notwendig. Für 

die intrazelluläre ß-Aktinfärbung mussten die Zellen zusätzlich für 5 Minuten in 100 µl PBS 

plus 0,2 % Triton-X permeabilisiert werden. Eine Inkubation für 20 Minuten in Antikörper-

verdünnungslösung mit 5 % Eselserum blockierte die unspezifische Antikörperbindung. Im 

Anschluss folgte die Inkubation des primären Anti-CD54-Antikörpers in der Verdünnung 

1:100 bei 4 °C über Nacht. Am nächsten Tag waren drei Waschschritte mit 0,5 % Tween in 

PBS durchzuführen. Für 60 Minuten inkubierte anschließend der fluorophorgekoppelte 

Sekundärantikörper (Alexa Fluor 488, grün) in einer Verdünnung von 1:400 auf den 

Oberflächen. Es folgte ein weiterer Waschschritt. Für die ß-Aktinfärbung schloss die 

Inkubation mit dem fluorophorgekoppelten Phalloidintoxin (Alexa Fluor 555, rot) in der 

Verdünnung 1:40 in PBS plus 1 % bovinem Serumalbumin für 20 Minuten im Dunkeln an. 

Nachfolgend waren zwei Waschschritte der Objektträger erforderlich. Die Zellkernfärbung 

und die Versiegelung erfolgten mit Dapi in Fluoromount. Die gefärbten Zellen auf Glas-, 

PTFE- und Titanoberflächen ließen sich an einem Konfokalmikroskop aufnehmen. Mit der 

Software ImageJ ließ sich der Hintergrund von allen Bildern abziehen und der Kontrast 

optimal einstellen. Hierbei waren alle Bilder gleichermaßen zu behandeln. Wegen der 

Oberflächenbeschaffenheit, der optischen Eigenschaften und des Arbeitsabstands waren 

Aufnahmen von Silikon- und PE-Oberflächen nicht möglich.  

Tabelle 2-16 Zusammenfassung der verwendeten Antikörper und Toxine. 
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Immunhistologische Doppelfärbung von CD54 und CD163 

Die Makrophagen auf Glasoberflächen (siehe dreidimensionale Gewebemodelle in 

Kapitel 2.2.5) fixierten vor der Färbung für 10 Minuten in 4 % Paraformaldehyd und 

permeabilisierten für 5 Minuten durch 0,5 % Tween in PBS. Die unspezifische Antikörper-

bindung ließ sich mit 5 % Eselserum in Antikörperverdünnungslösung und Inkubation für 

30 Minuten blockieren. Anschließend erfolgte eine Verdünnung der primären Antikörper 

(I) CD54 im Verhältnis 1:100 und (II) CD163 im Verhältnis 1:200 in Antikörperverdün-

nungspuffer und die gleichzeitige Inkubation beider Antikörper auf den Glasoberflächen über 

Nacht bei 4 °C (siehe Tabelle 2-17).  

Antikörper Antigenexpression Spezies und Reaktivität Verdünnung 

CD54, ICAM-1 extrazellulär Maus, anti-human 1:100 

CD163 extrazellulär Kaninchen, anti-human 1:200 

Sekundärantikörper  

(Alexa Fluor 488) 

unspezifisch Esel, anti-murin 1:500 

Sekundärantikörper  

(Alexa Fluor 647) 

unspezifisch Esel, anti-Kaninchen 1:500 

 

Vor der Inkubation mit den sekundären Antikörpern waren die Oberflächen dreimal in PBS 

plus 0,5 % Tween für 5 Minuten zu waschen. Für die Detektion der Antigen-Antikörper-

Komplexe inkubierten die sekundären Antikörper gegen die Spezies (I) Maus und 

(II) Kaninchen in der Verdünnung 1:500 in Antikörperverdünnungslösung für 1 Stunde auf 

der Oberfläche. Es schlossen drei weitere Waschschritte an. Die wässrige Färbung ließ sich 

nachfolgend mit Fluoromount und Dapi eindecken.  

Immunhistologische Färbung von Kollagen III in paraffineingebetteten Gewebsschnitten  

Die Silanisierung der Objektträger für 1 Minute in 2 % Silanacetonlösung erzielte ein 

verbessertes Anhaften der aufgezogenen Gewebsschnitte. Anschließend waren die 

Objektträger zweimal für jeweils 1 Minute in Aceton zu waschen und über Nacht zu trocknen. 

Für die Färbung folgte das Aufziehen von 5-µm-dicken Gewebeschnitten (siehe Kapitel 2.2.5 

Herstellung von dreidimensionalen Gewebemodellen) auf die Objektträger und das Anhaften 

dieser an die Glasoberfläche bei 37 °C über Nacht. Die Inkubation für 60 Minuten bei 63 °C 

Tabelle 2-17 Zusammenstellung der verwendeten Antikörper für die kombinierte Färbung von 

CD54 und CD163. 
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ermöglichte das Schmelzen des am Gewebe anhaftenden Paraffins. Im Anschluss ließen sich 

die Gewebsschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinieren und hydrophilisieren 

(siehe Tabelle 2-18).  

Lösung Inkubationszeit  Arbeitstemperatur Funktion 

Xylol 

Xylol 

10 Minuten 

10 Minuten 

Raumtemperatur 

 

Entparaffinieren 

Ethanol 96 %, denaturiert 

Ethanol 70 %, denaturiert 

Ethanol 50 % 

Demineralisiertes Wasser 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

Kurz eintauchen  

Raumtemperatur 

 

Wässern 

 

Die Inkubation der Schnitte in Demaskierungspuffer ermöglichte unter Erhitzen in einem 

Dampfgarer die Demaskierung der Epitope (die Wahl des Demaskierungspuffers richtete sich 

nach dem jeweiligen Primärantikörper, siehe hierfür Tabelle 2-19).  

Antikörper Demaskierungspuffer Inkubationszeit Arbeitstemperatur 

Kollagen III Natriumcitratpuffer,  

pH 6,0 

20 Minuten Hitze 

 

Nach dem Abkühlen für 20 Minuten folgte das Überführen der Gewebeschnitte in deminerali-

siertes Wasser und mit einem Fettstift die Umrandung des Schnitts. Im Gewebe vorkommen-

de endogene Peroxidasen erforderten eine Inaktivierung für 10 Minuten mit 3 % Wasserstoff-

peroxidlösung. Die Objektträger waren nachfolgend in PBS plus 0,5 % Tween einmal kurz 

und anschließend erneut für 2 Minuten zu waschen. Das Blockieren der Proteinbindungsstel-

len mit jeweils 5 % Ziegen- und Eselserum für 30 Minuten reduzierte die unspezifische 

Bindung des Primärantikörpers. Die Bindung des Primärantikörpers (siehe Tabelle 2-20) 

erfolgte über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag waren erneut drei Waschschritte für 

5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween durchzuführen.  

Antikörper Expression des Antigens Spezies und Reaktivität Verdünnung 

Kollagen III extrazellulär Kaninchen  1:200 

 

Tabelle 2-18 Entparaffinieren der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe. 

Tabelle 2-19 Aufschluss der Epitope mit Demaskierungspuffer. 

Tabelle 2-20 Eigenschaften des verwendeten Primärantikörpers. 
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Die Bindung des Primärantikörpers an das Epitop des Antigens ließ sich durch Inkubation für 

10 bis 20 Minuten mit 1 bis 2 Tropfen eines HRP-Polymer-DAB-Systems bestehend aus 

Polymerverstärker, sekundärem Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Antikörpern nachweisen. 

Anschließend fanden drei weitere Waschschritte für 5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween 

statt. Im nächsten Schritt inkubierte die DAB-Lösung bestehend aus 30 µl DAB-Konzentrat in 

1 ml DAB-Puffer unter mikroskopischer Kontrolle auf dem Gewebe. Nach 5 bis 7 Minuten 

war die Farbentwicklung durch das Waschen für 5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween zu 

stoppen. Anschließend folgte die Gegenfärbung der Zellkerne nach einem Standardprotokoll 

zur sauren Hämatoxylinfärbung nach Mayer (siehe Tabelle 2-21).  

Lösung Inkubationszeit Arbeitstemperatur Funktion 

Demineralisiertes Wasser kurz Schwenken Raumtemperatur Wässern 

Hämatoxylinlösung 15 Minuten Raumtemperatur Färben 

Demineralisiertes Wasser kurz Schwenken Raumtemperatur  

Handwarmes Leitungswasser 10 Minuten Raumtemperatur Bläuen 

Ethanol (70 %ig)  

Ethanol (96 %ig)  

Isopropanol  

Isopropanol 

Xylol 

Xylol 

Ethanol (96 %ig)  

Isopropanol  

Isopropanol 

Xylol 

Xylol 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

2 Minuten 

Raumtemperatur Entwässern 

 

Raster Elektronenmikroskopie 

Die Vorbereitung für die Rasterelektronenmikroskopie erforderte das Entwässern des 

Gewebes (siehe Kapitel 2.2.5 zur Herstellung von dreidimensionalen Gewebemodellen). 

Vorerst erfolgten vier Waschschritte in PBS und die Fixierung für zweimal 10 Minuten mit 

6 % Glutardialdehyd in PBS. Anschließend waren die Proben fünfmal für jeweils 5 Minuten 

in PBS auf Eis zu waschen. Es folgte eine Entwässerung des Gewebes in einer aufsteigenden 

Tabelle 2-21 Färbeprotokoll nach Mayer zur sauren Hämatoxylinfärbung. 
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Acetonreihe (siehe Tabelle 2-22). Die kritische Punkttrocknung der Gewebsproben ließ sich 

in einem automatisierten Trocknungssystem durchführen. Im Kammersystem war das 

Überführen der Proben in 100 % Aceton erforderlich. 

Lösung Inkubationszeit 

Aceton (30 %ig) 15 Minuten 

Aceton (50 %ig) 20 Minuten 

Aceton (75 %ig) 30 Minuten 

Aceton (90 %ig) 45 Minuten 

Aceton (100 %ig) 6 x 30 Minuten 

 

Bei 8 °C unter Druck (73,75 bar) verdrängte flüssiges Kohlenstoffdioxid das Aceton. Die 

Gewebeproben ließen sich bei einer Temperatur von 40 °C in den kritischen Zustand 

(kritischer Punkt von Kohlenstoffdioxid: 30,98 °C bei einem Druck von über 73,75 bar) 

überführen und trockneten hierbei. Anschließend ermöglichte ein Hoch-

vakuumbeschichtungsverfahren das Aufbringen von Platin (1 nm) auf die Gewebsproben. Die 

Aufnahmen erfolgten an einem Rasterelektronenmikroskop Supra 25 von Zeiss (Oberkochen, 

Deutschland) mit einer Beschleunigungsspannung von 2 kV. 

Westernblot  

Mittels Gelelektrophorese können Proteinmischungen in einem elektrischen Feld entspre-

chend ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Hierfür erforderlich waren der 

Aufschluss der Gewebeproben (siehe Kapitel 2.2.5), die Bestimmung und das Einstellen der 

Proteinkonzentration. Zusätzlich zu den Versuchsproben dienten 200 mg humane Haut als 

Vergleichswert für den Kollagengehalt in einem nativen Gewebe. Ergänzend ermöglichte eine 

Zellsuspension von 4 * 10
6
 HFF-1-Fibroblasten pro ml RIPA-Puffer als Maximalwert die 

Berechnung der relativen Expressionsdichte. Die Lyse des Gewebes erfolgte durch Zugabe 

von 480 µl RIPA-Puffer sowie 20 µl Proteaseinhibitor. Anschließend ermöglichten drei 

Ultraschallbehandlungszyklen mit einer Amplitude von 10 % für jeweils 10 Sekunden den 

Aufschluss der eisgekühlten Gewebeproben. Während dem Aufschlussverfahren diente eine 

Pause von 20 Sekunden dem Kühlen der Proben zwischen den Zyklen. Im nächsten Schritt 

ermöglichten drei Gefrierzyklen zwischen flüssigem Stickstoff (- 196 °C) und temperiertem 

Wasser (37 °C) den weiteren Aufschluss. Eine Zentrifugation bei 10.000 x g0 für 20 Minuten 

Tabelle 2-22 Entwässerung in einer aufsteigenden Acetonreihe. 
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konnte unlösliche Bestandteile abtrennen. Der Überstand ließ sich bei - 20 °C eingefroren 

Lagern. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fand mit dem DC-Proteinnachweis nach Angaben 

des Herstellers Biorad (München, Deutschland) statt. Im Detail erfolgte eine serielle 

Verdünnung eines Albuminstandards von 2000 bis 0 µg Protein pro ml RIPA-Puffer. Die 

Probenkonzentration ließ sich mit unverdünnten, zehnfach, zwanzigfach und fünfzigfach in 

RIPA-Puffer verdünnten Proben bestimmen. Der kolorimetrische Nachweis erforderte die 

Zugabe von (I) 50 µl Standard oder (II) 50 µl Probe sowie 25 µl Kupfertartratlösung und 

200 µl Folinreagenz in eine 96-Mikrowellplatte. Hierbei reagierte Kupfer mit den Proteinen 

und oxidierte die Peptide durch Reduktion des Folinreagenz. Nach 15-minütiger Inkubation 

im Dunkeln ließ sich die Farbentwicklung bei einer Anregungswellenlänge von 750 nm in 

einem Mikroplattenmessgerät messen. Die mitgeführte serielle Verdünnung des Standardpro-

teins Albumin ermöglichte den Rückschluss auf die Proteinkonzentration der Proben. Für den 

Einsatz im Westernblot erfolgte im Anschluss die Fällung definierter Proteinmengen: für die 

Kollagenmodelle waren pro Ansatz 20 µg Protein und für die Fibrinmodelle 50 µg Protein 

sowie 20 µg Protein von HFF-1-Fibroblasten und humaner Haut vorzubereiten. Das 

entsprechende Volumen der Proteinlösung ließ sich mit ultrareinem Wasser auf ein 

Endvolumen von 200 µl einstellen. Die Proteinlösung war schrittweise durch 

800 µl Methanol, 200 µl Chloroform und 600 µl ultrareinem Wasser zu ergänzen - jeder 

Schritt erforderte ausreichendes mischen der Komponenten. Die Zentrifugation für 5 Minuten 

bei 20.817 x g0 ermöglichte eine Auftrennung in eine organische untere Phase aus Chloroform 

und eine hydrophile obere Phase aus Wasser und Methanol. In der organischen unteren Phase 

lagen die Proteine gelöst vor. Der hydrophile Überstand war anschließend zu verwerfen. Nach 

der Proteinfällung mit 800 µl Methanol erfolgte das Pelletieren der Proteine durch 

Zentrifugation für 10 Minuten bei 20.817 x g0. Nach dem Entfernen des Überstands ließ sich 

das Proteinpellet an der Luft trocknen. Anschließend ließen sich die Proteine in 12 µl RIPA-

Puffer plus 3 µl fünffachkonzentriertem Laemmlipuffer lösen und die Denaturierung der 

Proteine durch Erhitzen für 5 Minuten bei 95 °C durchführen.  

Als Trägermaterial in der Elektrophorese dienten Natriumdodecylsulfatpolyacrylamidgele. 

Hierbei bindet Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) an die hydrophoben 

Regionen des Proteins und hebt so die Wechselwirkungen zwischen den Aminosäureend-

gruppen auf. Die entfaltete Struktur der SDS-Komplexe verschiedener Proteine unterscheidet 
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sich bei vergleichbaren hydrodynamischen Eigenschaften in ihrer Größe und ist damit 

unabhängig von der ursprünglichen Proteinladung. Die anschließende Elektrophorese trennte 

die SDS-Komplexe nach ihrem Molekulargewicht auf. Die Porengröße des Gels konnte so 

variiert werden, dass sich eine optimale Auftrennung der Proteine ergab. Für Prokollagen I 

mit einem Molekulargewicht von 140 kDa eigneten sich Trenngele mit einem Acylamidanteil 

von 5 %; für den Nachweis von ß-Aktin (43 kDa) fanden Trenngele mit einem Acrylamid-

anteil von 10 % Verwendung (Herstellung siehe Tabelle 2-23).  

SDS-Elektrophoresegel Zusammensetzung  Volumen 

5 %iges Trenngel Tris (2 M, pH 8,8) 

SDS (20 %) 

Acrylamid (37,5:1) 

H2O 

TEMED 

APS (10 %) 

2 ml 

50 µl 

1,7 ml 

6,2 ml 

5 µl 

60 µl 

10 %iges Trenngel  Tris (2 M, pH 8,8) 

SDS (20 %) 

Acrylamid (37,5:1) 

H2O 

TEMED 

APS (10 %)  

2 ml 

50 µl 

3,3 ml 

4,6 ml 

5 µl 

60 µl 

5 %iges Sammelgel  Tris (0,5 M, pH 6,8) 

SDS (20 %) 

Acrylamid (37,5:1) 

H2O 

TEMED 

APS (10 %) 

1,5 ml 

50 µl 

1,7 ml 

6,7 ml 

10 µl 

90 µl 

 

Nach einer Gelierphase von 30 Minuten ließ sich ein 5 %iges Sammelgel auf das Trenngel 

aufschichten. Für die Elektrophorese war die Kammer mit Laufpuffer zu befüllen und jede 

Geltasche vor dem Beladen ausreichend zu spülen. Die Taschen des Gels ließen sich mit 

5 µl Proteinmarker oder 15 µl Proteinlösung beladen. Mit Hilfe des Proteinmarkers bestehend 

aus Eichproteinen mit unterschiedlichem Molekulargewicht zwischen 4,6 und 300 kDa fand 

später die Einordnung des Molekulargewichts des untersuchten Proteins statt. Die Proteinauf-

trennung erfolgte in einem elektrischen Feld unter konstanter Spannung von 100 V für 

Tabelle 2-23 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels. 
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2 Stunden (peq-Lab EV243 Netzteil). Im Anschluss folgte durch ein elektrisches Feld 

senkrecht zum Trenngel das Übertragen der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine 

adsorbierende Membran. Dadurch ließ sich eine Kopie des Gels, ein Abklatsch, herstellen. 

Hierfür erforderlich war das Aufziehen des Trenngels auf eine Nitrocellulosemembran des 

Porendurchmessers von 0,2 µm. Auf jeder Seite dienten drei mit Blotpuffer getränkte 

Filterpapiere (Whatman) der Feuchthaltung des Sandwichs. Der Transfer auf die Nitrocell-

ulosemembran fand für 2 Stunden mit einer Stromstärke von 1 mA pro cm
2
 Gelfläche statt 

(peq-Lab EV202 Netzteil). Der Proteintransfer auf eine Membran ermöglichte den 

nachfolgenden antikörpervermittelten Nachweis einzelner Proteine. Die Immundetektion 

erforderte das Blockieren der restlichen Proteinbindungsstellen der adsorbierenden Membran. 

Hierfür war die Nitrocellulosemembran mit 5 % Milch in TBST für 1 Stunde zu blocken. Im 

Folgenden konnte die Detektion des Proteins mit einem Primärantikörper in der Verdünnung 

1:1000 in TBST plus 5 % Milchpulver sowie 0,05 % Natriumazid erfolgen. Der Primäranti-

körper inkubierte auf der Nitrocellulosemembran über Nacht bei 4 °C auf dem Schüttler 

(200 Umdrehungen pro Minute). Am nächsten Morgen waren drei Waschschritte für 

15 Minuten auf einem Schüttler (200 Umdrehungen pro Minute) erforderlich (siehe 

Tabelle 2-24).  

Antikörper Expression des Antigens Spezies und Reaktivität Verdünnung 

Kollagen I extra- / intrazellulär Schaf, anti-human 1:1000 5 % Milch in TBST 

ß-Aktin  intrazellulär Maus, anti-human 1:1000 5 % Milch in TBST 

Sekundär-

antikörper  

unspezifisch Ziege, anti-Maus 1:10000 5 % Milch in TBST 

Sekundär-

antikörper  

unspezifisch Esel, anti-Schaf 1:10000 5 % Milch in TBST 

 

Ein Sekundärantikörper gegen den Primärantikörper war in der Verdünnung 1:10000 in TBST 

plus 5 % Milch für eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Membran zu inkubieren. 

Anschließend erfolgten drei Waschschritte der Membran für 15 Minuten in TBST auf dem 

Schüttler. Der mit einer Peroxidase konjugierte Sekundärantikörper katalysierte die Oxidation 

von Luminol und ermöglichte so einen antikörpervermittelten Chemilumineszenznachweis 

des Proteins. Hierfür erfolgte die Entwicklung der Membran mit einer Mischung aus 

1 ml Luminolverstärkerlösung und 1 ml Peroxidlösung. Mit dem Bilderfassungssystem 

Tabelle 2-24 Zusammenfassung der im Westernblot verwendeten Antikörper. 
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FluorochromQ ließ sich nach einer Minute die Chemiluminesenz aufnehmen. Die Bestim-

mung der Bandendichte erforderte die Umwandlung des erfassten Bildes in ein 8-Bit-Bild 

(Graustufen) mit der Software ImageJ. Der Hintergrund der Bilder war einheitlich von allen 

Bildern abzuziehen und der Kontrast einzustellen. Das Analysetool von ImageJ ermöglichte 

die Bestimmung der Fläche unter dem Histogramm der Grauverteilung. Die relative Dichte 

ließ sich als Flächenquotient von der jeweiligen Versuchsgruppe zu einem Referenzwert 

berechnen. In diesen Versuchen erfolgte die Normierung der relativen Dichte auf die Bande 

der Zellsuspension aus HFF-1-Fibroblasten. 

Zytometrischer Nachweis von IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TNF-α im Zellkulturüber-

stand mittels fluoreszenzmarkierter Partikel (englisch cytometric bead array, CBA)  

Eine quantitative Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturüberstand (siehe Versuchsdurch-

führung Kapitel 2.2.4 und 2.2.5) ermöglichte eine zerstörungsfreie Charakterisierung des 

Entzündungsgeschehens. Ergänzend zur Analyse einzelner Zytokine mit dem ELISA konnte 

ein gebündeltes Nachweisverfahren „Cytometric Bead Array“ (CBA) gleichzeitig mehrere 

Zytokine in einem geringen Probenvolumen nachweisen. Das Verfahren basiert auf der 

Bindung des Analyten an einen APC-fluoreszenzmarkierten Fängerpartikel (APC, 

Allophycocyanin) und der anschließenden konzentrationsabhängigen Bindung eines zweiten 

PE-fluoreszenzmarkierten Detektionspartikels (PE, Phycoerythrin) an diesen Komplex. 

Anschließend erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit einem Durchflusszytometer.  

Mit einem vordefinierten Entzündungsanalyseset ließen sich die humanen Zytokine IL-1ß,  

IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TNF-α nach Angaben des Herstellers (BD, Heidelberg, 

Deutschland) bestimmen. Vorbereitend waren die Standardsphären in 2 ml Analysepuffer für 

15 Minuten vorsichtig zu mischen. Anschließend fand eine serielle Verdünnung des Standards 

von 5000 bis 0 pg pro ml in Analysepuffer statt. Für den Nachweis ließen sich von jedem 

Fängerpartikel 2,5 µl mischen. Anschließend folgte die zweifache, zehnfache und hundert-

fache Verdünnung der Proben in Analysepuffer. Nachdem dem Befeuchten einer                     

96-Mikrowellplatte mit 100 µl Waschpuffer und dem Verwerfen des Überstands folgte das 

Aufbringen von jeweils 12,5 µl Partikelmix, (I) Standard oder (II) Probe und Detektions-

reagenz (PE-gekoppelt). Hierbei war bei jeder Zugabe durch Mischen eine Agglomeration der 

Partikel zu vermeiden. Hierfür erfolgte die Inkubation der Platte für 5 Minuten bei 

1100 Umdrehungen pro Minute auf dem Schüttler. Während den folgenden 3 Stunden 
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bildeten sich Komplexe aus Fängerpartikel, Zytokinen und Detektionspartikeln. Überschüssi-

ge Partikel ließen sich mit 200 µl Waschpuffer und der nachfolgenden Zentrifugation für 

5 Minuten bei 200 x g0 entfernen. Für die Analyse waren die Proben in 200 µl Waschpuffer 

aufzunehmen. Im Durchflusszytometer fand zur Bestimmung der Konzentration die Detektion 

von 1800 Partikeln statt. Die Datenauswertung erfolgte mit der Software FCAP Array.  

2.2.7 Statistische Datenanalyse 

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit der Software OriginPro. Für jedes entwickelte 

Modellsystem ist die Wahl des jeweiligen Tests am Ende der Kapitel 2.2.3, 2.2.4 und 2.2.5 

separat zusammengefasst. Die Graphiken konnten mit der Software R erstellt und in der 

Software Visio zusammengestellt werden. Die Graphiken sowie Darstellungen im Text 

entsprechen dem Mittelwert ± Standardfehler; hierbei soll der Standardfehler die Verlässlich-

keit des Mittelwerts ausdrücken. Ausschließlich die Ergebnisse der zytometrischen 

Charakterisierung von Monozyten- und Makrophagen sind als Mittelwert ± Standardabwei-

chung dargestellt und verdeutlichen in diesem Fall die geringe Varianz zwischen den 

Spendern.  
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3. Ergebnisse 

Aufgrund der zentralen Funktion von Makrophagen, einen Fremdkörper sensorisch zu 

erfassen und das erfasste Signal in eine Veränderung des Entzündungsmilieus zu übersetzten, 

war die Isolierung von Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen Vorausset-

zung für die nachfolgende Entwicklung von zellbasierten Fremdkörpermodellsystemen. Die 

zytometrische Charakterisierung der isolierten Monozyten sowie der Makrophagen nach 

Differenzierung stellte ein wichtiges Qualitätskriterium für die nachfolgende Anwendung in 

den Versuchen dar. Für die Validierung der entwickelten Modellsysteme hinsichtlich ihrer 

Verlässlichkeit war die Auswahl geeigneter Referenzmaterialien erforderlich. Hierfür bildete 

eine retrospektive Zusammenfassung präklinischer und klinischer Studien, die die Gewebere-

aktion nach Implantation untersuchten, ein wichtiges Bewertungskriterium der in vitro 

generierten Daten.  

Während einer Fremdkörperreaktion stellen die Anreicherung von Fibroblasten sowie die 

Ablagerung von Bindegewebe zwei wichtige Teilprozesse dar. In einem indirekten 

Charakterisierungsverfahren ließ sich die Reaktion von Makrophagen auf den Kontakt mit 

Materialoberflächen erfassen und deren Einfluss auf beide Teilprozesse aufzeigen 

(2).Weiterhin bilden die gewählten Testbedingungen die Grenzen eines Modellsystems und 

beeinflussen dadurch wesentlich dessen Aussagekraft. Hinsichtlich der Entzündungsreaktion 

von Makrophagen ermöglichte eine zweidimensionale Materialstudie die Bewertung 

unterschiedlicher physiologischer Testbedingungen wie die Oberflächenbehandlung mit 

humanem Blutplasma, die Kontamination der Materialoberfläche mit bakteriellen Bestandtei-

len und das Milieu aus löslichen Entzündungsmediatoren in einer Wunde. Nach einer 

vergleichenden statistischen Modellierung des in Antwort auf die jeweiligen Referenzmateria-

lien induzierten multiparametrischen Entzündungsprofils erfolgte anschließend unter den 

jeweiligen Testbedingungen eine Bewertung der Materialien (3). Die Erkenntnisse aus den 

Studien Jannasch et al. (2017) dienten zur Weiterentwicklung eines dreidimensionalen 

Gewebemodells, das sich sowohl aus den zentralen Zellen während einer Fremdkörperreakti-

on zusammensetzt als auch die komplexe Zusammensetzung der extrazellulären Matrix in 

einer Wundnische nachbildet (2, 3). Das Gewebemodell ließ sich durch verschiedene 

quantitative Entzündungs- und Gewebsparameter charakterisieren und dessen Unterscheid-

ungskapazität konnte eine Hauptkomponentenanalyse aufzeigen. 
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3.1 Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen 

Für die Differenzierung zu gewebsständigen Makrophagen bilden die im Blut zirkulierenden 

Monozyten ein Reservoir an Vorläuferzellen. (62) Dies verdeutlicht, dass die Isolierung von 

Monozyten aus dem Blut sowie deren anschließende Differenzierung zu Makrophagen 

wichtige Teilschritte für die Entwicklung von in vitro Modellsystemen darstellten. Die 

Dichtegradientenzentrifugation eines Blutpuffergemischs ermöglichte eine Anreicherung von 

Monozyten in der peripheren mononuklearen Blutzellfraktion. Im Menschen bestehen etwa 

10 % der Leukozyten aus Monozyten (62). Daher war es erforderlich, aus der bereits 

konzentrierten peripheren mononuklearen Blutzellfraktion die Monozyten weiterhin zu 

selektieren. Eine antikörpervermittelte, magnetische Markierung und die anschließende 

magnetische Abtrennung aller markierten, nicht monozytären Bestandteile wie Lymphozyten, 

Granulozyten und natürliche Killerzellen ermöglichte die Aufreinigung von Monozyten (siehe 

Kapitel 2.2.1). Anschließend konnten in der Zytometrie spezifische Zellcharakteristika wie 

die Größe und die Granularität der Zellen sowie die Expression spezifischer Unterschei-

dungsmerkmale, sogenannter „Cluster of Differentiation“ (CD), untersucht werden (siehe 

Tabelle 3-1). Nach Durchführung des selektiven Isolierungsverfahrens wiesen die Monozyten 

eine Reinheit von circa 90 % auf (Abbildung 3-1). Die isolierte Zellpopulation zeigte den 

Monozytenmarker CD14, war jedoch negativ für die Lymphozytenmarker                    

CD3 (T-Lymphozyten), CD8 (T-Lymphozyten) und CD20 (B-Lymphozyten). Dies bestätigt, 

dass es sich bei der isolierten Zellpopulation um Monozyten handelte. In vivo differenzieren 

Monozyten direkt bei Übertritt aus dem Gefäßsystem in das Gewebe (62). In vitro konnte die 

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen durch hämatopoetische Reifungsfaktoren 

wie GM-CSF oder M-CSF eingeleitet werden. Hierbei bestimmt der Einsatz des jeweiligen 

Reifungsfaktors das Entzündungsprofil der differenzierten Makrophagen (148). Im Verlauf 

der Fremdkörperreaktion sind unterschiedliche Makrophagenphänotypen in der Wunde zu 

beobachten: in einer ersten sekretorischen Entzündungsphase greifen M1-Makrophagen das 

Biomaterial sowie das umliegende Gewebe an. Im späteren Verlauf der Immunantwort wird 

das umliegende Gewebe durch M2-Makrophagen zum Umbau des Gewebes sowie zur 

Neubildung von extrazellulärer Matrix stimuliert (65). 
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(A) Die Monozyten wiesen eine spezifische Vorwärts- und Seitwärtsstreuung auf. Ein Anteil von circa 85 % der 

isolierten Zellen war vital und 15 % der Zellsuspension bestanden aus Zellfragmenten. Die Färbung spezifischer 

Oberflächenmarker und die anschließende Charakterisierung verdeutlichte eine Reinheit der 

Monozytenpopulation von circa 90 %. (B) Die isolierten Monozyten waren positiv für den Monozytenmarker 

CD14 und (C) negativ für die Marker CD3, CD8a und CD20. Die Graphik in (A) stellt ein Dot-Plot dar, dabei 

wird die Analyse für die einzelnen Zellen in Form eines Punktes in ein X-Y-Koordinatensystem übertragen. Alle 

anderen Darstellungsweisen sind Histogramme, diese tragen die Fluorezenzintensität gegen die Zellanzahl auf. 

In lichtgrau sind die Isotypkontrollen dargestellt und in dunkelgrau die jeweiligen Fluoreszenzfärbungen. Die 

Diagramme zeigen exemplarisch für einen Spender das Ergebnis. Die Prozentangaben fassen die Mittelwerte 

und Standardabweichung von drei Blutspendern zusammen (n = 3). Die verwendete Abkürzung CD steht für 

„Cluster of differentiation“ (englisch). 

 

Die Beteiligung an der Wundheilung und der Fibrose begründete die Differenzierung der 

Monozyten zu einem moderat antientzündlichen M2-Phänotyp und der anschließenden 

Anwendung dieser differenzierten Makrophagen zum Aufbau der Modellsysteme (52). 

Hierfür erfolgte der Zusatz von M-CSF für sechs Tage zum Kulturmedium (148-150). Die 

spezifische Expression bestimmter Unterscheidungsmerkmale „Cluster of Differentiation“ 

(CD) ermöglichte die Charakterisierung des induzierten Phänotyps (Abbildung 3-2).  

Abbildung 3-1 Zytometrische Charakterisierung der Monozyten nach magnetischer Selektion 

aus der peripheren mononuklearen Blutzellfraktion. 
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(A) Nach der Differenzierungphase von sechs Tagen unter M-CSF-Stimulation ließen sich die 

Makrophagenmarker CD14, CD68 und CD206 nachweisen. (B) Die phänotypischen Unterscheidungsmerkmale 

zu M1-Makrophagen zeigten die differenzierten M2-Makrophagen. Die Zelloberfläche von M2-Makrophagen 

exprimierte den M1-phänotypische Marker CD80 nicht. Im Gegensatz hierzu wies der Marker CD197 eine 

gewebsspezifische Expression auf: nach Isolierung der Monozyten aus Vollblut (im Diagramm dargestellt) 

waren die Makrophagen positiv für den Marker CD197, wohingegen die Isolierung aus Leukozytenkonzentrat zu 

keiner Expression führte. Die Differenzierung zum M1-Phänotyp konnte durch die Expression des Markers 

CD163 bestätigt werden. Die Histogramme repräsentieren exemplarisch das Differenzierungsprofil von einem 

Spender. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichung fassen für drei Vollblutspender (n = 3) das 

Expressionsprofil zusammen und verdeutlichen eine hohe Stabilität der Expression. Die lichtgrauen 

Histogramme stellen die jeweiligen Isotypkontrollen dar. Die Abkürzung CD steht für „cluster of differentiation“ 

(englisch).  

 

Wie bereits für die isolierten Monozyten gezeigt, exprimierten die differenzierten Makropha-

gen ebenfalls den Marker CD14. Die Differenzierungsmarker CD68 und CD206 bestätigten 

den Differenzierungsstatus der Zellen. Klassischerweise exprimieren M1-Makrophagen 

CD80, dagegen bestätigte die Abwesenheit von CD80 den M2-Phänotyp.  

 

Abbildung 3-2 Verifizierung des Differenzierungsprofils von M2-Makrophagen nach Isolierung 

aus Vollblut. 
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Marker Funktion Expression 

CD3 Komponente des T-Zellrezeptorkomplexes T-Lymphozyten 

CD8a Korezeptor des T-Lymphozytenrezeptors T-Lymphozyten 

CD14 Opsoninrezeptor für LPS und Peptidoglykane Monozyten, Makrophagen 

CD20 Regulatorisches Protein des B-Lymphozytenrezeptors B-Lymphozyten 

CD68 LDL-bindendes, intrazelluläres Glykoprotein Makrophagen 

CD80 Kostimulierendes Signal für die Aktivierung von T-

Lymphozyten 

M1-Makrophagen 

CD163 Fängerrezeptor für den Hämoglobin-Haptoglobin-Komplex M2-Makrophagen 

CD197 Chemokinrezeptor M1-Makrophagen 

CD206 Mannoserezeptor Makrophagen 

 

Des Weiteren zeigte die spezifische Expression des Markers CD163 die erfolgreiche 

Differenzierung zum M2-Phänotyp. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Marker 

CD197 in Abhängigkeit von der Isolierungsquelle auf der Oberfläche der Makrophagen 

exprimiert wurde. Die aus Vollblut isolierten Monozyten wiesen nach Differenzierung zu 

Makrophagen den Marker CD197 zu 75,0 ± 8,3 % auf. Dagegen konnte nach der Isolierung 

von Monozyten aus Leukozytenkonzentrat und der anschließenden Differenzierung zu 

Makrophagen keine Expression des Markers CD197 gezeigt werden. Nach der Isolierung von 

Monozyten aus Leukozytenkonzentrat war die Expression aller anderen Marker jedoch 

vergleichbar mit dem in Abbildung 3-2 nach der Zellisolierung aus Vollblut gezeigten 

Expressionsprofil. Nach der Isolierung aus Leukozytenkonzentrat exprimierten die 

Makrophagen (n = 5 Spender) die Marker CD14 (98,6 ± 0,6 %), CD68 (90,3 ± 9,6 %), 

CD163 (93,1 ± 3,7 %) und CD206 (90,0 ± 5,0 %). Die Expression des Markers CD80 fand 

ebenfalls nicht statt. Zusammenfassend ermöglichte die Negativselektion eine Isolierung von 

Monozyten, die sich nach folgend in einer sechstägigen Differenzierungsphase mit M-CSF zu 

M2-Makrophagen differenzieren ließen. Im Anschluss an die Differenzierung konnten die 

Makrophagen in den Modellsystemen zur Charakterisierung von Biomaterialien eingesetzt 

werden.  

 

Tabelle 3-1 Funktion der charakterisierten Unterscheidungsmerkmale. 
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3.2 Auswahl geeigneter Referenzbiomaterialien 

Die Anwendung von Referenzbiomaterialien in der Modellentwicklung diente der 

Validierung der Verlässlichkeit von den entwickelten Modellsystemen. Hierfür eigneten sich 

Referenzmaterialien, die (I) in der regenerativen Medizin eine breite Anwendung finden und 

(II) deren Gewebsreaktion anhand von präklinischen und klinischen Studien beschrieben ist. 

In einer Sekundärerhebung konnten Biomaterialien identifiziert werden, die diese Kriterien 

erfüllen. Zum Aufbau der Modellsysteme fanden die Biomaterialien Polytetrafluorethylen 

(PTFE), Titan, Silikon und Polyethylen (PE) als Referenzmaterialien Anwendung. Als 

Standardzellkulturoberfläche erfolgte die Testentwicklung auf Glasoberflächen.  

(I) In der regenerativen Medizin erfüllen die angewendeten Referenzmaterialien ein breites 

Anwendungsspektrum. 

Während PTFE als Bestandteil von vaskulären und neuronalen Prothesen sowie zur 

subkutanen Augmentation eingesetzt wird (129, 151, 152), findet Titan hauptsächlich als 

Zahn- oder Knochenersatz Anwendung (153-155). Zum Ersatz von Weichgewebe wie 

beispielsweise Brust- oder Larynxgewebe erfolgt der Einsatz von Silikonimplantaten (156, 

157). PE wird als Bestandteil von künstlichen Gelenken (158, 159) sowie zur Gesichts- und 

Kopfaugmentation (160, 161) implantiert.  

(II) Präklinische und klinische Studien ermöglichten eine Bewertung der Referenzmaterialien 

im Hinblick auf ihre Gewebsintegration und die Bindegewebsbildung nach lokaler 

Implantation (siehe Zusammenfassung Tabelle 3-2). 

Eine Metaanalyse, die alle definierten Referenzmaterialien umfasst, war nicht vorhanden. 

Jedoch erlaubte eine Sekundärerhebung, die zahlreiche präklinische und klinische Studien 

zusammenfasste, eine Bewertung der Referenzmaterialien hinsichtlich ihres fibrotischen 

Potentials. In diese Erhebung konnten je Referenzmaterial drei bis fünf Studien als 

Referenzen einfließen. Hierbei umfassten die Studien zur Bewertung der Referenzmaterialien 

nach Implantation klinische, histologische und funktionelle Endpunkte. Beispiele für 

klinische Bewertungskriterien sind die Revision, die Langzeitüberlebensrate oder die 

Komplikationsinzidenz der eingesetzten Biomaterialien. Nach Implantation dienten die 

Qualität und die Quantität des gebildeten Gewebes um das Biomaterial ebenfalls als 

Bewertungskriterien. Hierunter fallen histologische Veränderungen wie die Kapseldicke, die 
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Infiltrierung von Zellen, die Durchblutung des Gewebes, die Dichte des Bindegewebes, das 

Verhältnis zwischen Bindegewebe und funktionellem Gewebe und die Einlagerung von 

Flüssigkeit. Bei Implantaten, die optimaler Weise eine stabile Form kennzeichnet, war die 

Kontraktion des Weichgewebes ein Beispiel für ein funktionelles Bewertungskriterium (siehe 

Tabelle 3-2).  

Autor, Jahr 

(Referenz)  

Studienkategorie  

[Spezies, Anwendung] 

Material Ergebnis 

Kindsfater, 2015 

(159)  

Klinische Studie 

[human, Knielager]  

PE PE wies keine Revision, Osteolyse oder 

Abscheidung der Implantate auf.  

Desphande, 2010 

(161)  

Klinische Studie  

[human, Gesichts- und 

Skelettaugmentation] 

PE PE zeigte eine gute 

Langzeitüberlebensrate und eine geringe 

Komplikationsinzidenz.  

Wellisz, 1993 

(160)  

Klinische Studie  

[human, Gesichts- und 

Skelettaugmentation]  

poröses PE Poröses PE kennzeichnete eine gute 

Gewebsintegration.  

Suska, 2008 (162)  Präklinische Studie  

[Ratte, subkutanes 

Implantat] 

Titan, Kupfer Im Vergleich zu Kupfer wurde Titan 

durch eine dünnere fibröse Kapsel mit 

geringeren entzündlichen Infiltraten 

umschlossen.  

Ungersböck, 1994 

(163)  

Präklinische Studie 

[Kaninchen, 

Tibiaimplantat] 

Titan, Edelstahl Im Vergleich zu Edelstahl war die 

Bindegewebskapsel um Titan dünner und 

die Zellzahl entzündlicher Zellen 

geringer.  

Shannon, 1997 

(164)  

Präklinische Studie  

[Ratte, subkutanes 

Implantat] 

Titan, Edelstahl Zwischen Titan und Edelstahl bestanden 

keine Unterschiede in der Kapseldicke 

und Zellantwort. Qualitativ unterschied 

sich die Kapsel um das Titanimplantat 

durch eine lockere, weniger dichte 

Packung des Gewebes.  

Thomsen, 1986 

(165)  

Präklinische Studie  

[Ratte, abdominal 

Wandimplantat] 

Titan, PTFE Das Titanimplantat stand in direktem 

Kontakt zum umliegenden Bindegewebe. 

Im Gegensatz dazu wurde das PTFE-

Implantat durch eine fibröse Kapsel 

umschlossen.  

Tabelle 3-2 Präklinische und klinische Studien ermöglichten eine vergleichende Bewertung der 

eingesetzten Referenzbiomaterialien. 
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Autor, Jahr 

(Referenz)  

Studienkategorie  

[Spezies, Anwendung] 

Material Ergebnis 

von Recum, 1978 

(166)  

Präklinische Studie  

[Hund, Aortapatch] 

PTFE, 

Polyurethan 

Polyurethan umgab eine fluide Zyste, 

wohingegen PTFE eine moderat, 

anhaftende fibröse Kapsel umgrenzte.  

Batniji, 2002 

(167)  

Präklinische Studie 

[Kaninchen, 

subperiostal Implantat] 

PTFE, Silikon Das Silikonimplantat wies im Vergleich 

zu PTFE-Implantaten eine signifikant 

dickere Kapselbildung und eine geringe 

Gefäßneubildung auf.  

Ustundag, 2005 

(168)  

Präklinische Studie 

[Kaninchen, 

Paraglottisimplantat] 

PTFE, Silikon Um Silikon bildete sich eine fibröse 

Kapsel, wohingegen PTFE eine 

geringfügige Kapselbildung induzierte.  

Trumpy, 1996 

(169)  

Präklinische Studie 

[human, subkutanes 

Implantat] 

PTFE, hartes und 

weiches Silikon 

Alle Materialien führten zur 

Kapselbildung, die in ihrer Ausprägung 

von weichem Silikon über PTFE zu 

hartem Silikon abnahm.  

Siggelkow, 2003 

(34)  

Klinische Studie  

[human, 

Brustimplantat] 

Silikon Ein Hauptgrund für das Explantieren 

eines intakten Implantats war die 

Kapselkontraktion, welche mit dem 

fibrösen Gewebsbildung korrelierte.  

 

Aus der Studienlage konnte ein Bewertungsrang für jedes Referenzmaterial im Vergleich zu 

allen anderen Referenzmaterialien abgeleitet werden und erlaubte eine Prognose über die 

fibrotischen Eigenschaften der Referenzmaterialien. Das so ermittelte fibrotische Potential der 

Referenzmaterialien nimmt von PE, Titan, PTFE über Silikon zu. So wiesen Implantate aus 

PE ein gutes Langzeitüberleben mit einer geringen Komplikationsrate im Menschen auf (159-

161). Im Vergleich hierzu konnte in präklinischen Tierstudien ebenfalls für Titan eine geringe 

fibrotische Gewebsantwort gezeigt werden (162-165). Im Gegensatz dazu führte die 

Implantation von PTFE eine moderate Entzündungsantwort und eine fibröse Einkapselung 

herbei (165, 166). Nach Implantation von Silikon ließ sich eine dicke fibröse Kapselbildung 

beobachten (34, 167-169). Trotz des sehr breiten Anwendungsbereichs von Silikonimplanta-

ten und deren Einsatz bestehen zusätzlich Bedenken hinsichtlich systemischer Effekte wie 

Hypersensitivitätsreaktionen (157, 170). Zusammenfassend bildete die beschriebene 

Bewertung der Referenzmaterialien ein Validierungskriterium für die Verlässlichkeit der in 

den nachfolgenden Kapiteln beschriebenen, entwickelten Modellsysteme. Zur Durchführung 
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von Testverfahren mussten die Referenzmaterialien in ein Format überführt werden, welches 

eine oberflächenexponierte Zelltestung ermöglichte. Hierfür eigneten sich Schälchen, die aus 

dem jeweiligen Material hergestellt wurden (Glas, PE, Silikon) oder auf die eine Oberflä-

chenbeschichtung aufgebracht wurde (PTFE, Titan). Vorteil dieser Testobjekte war, dass die 

gesamte Oberfläche (die Horizontalen als auch die Vertikalen) des Testobjekts aus dem 

jeweiligen Referenzmaterial bestand und die Zellen ohne eine Ausweichmöglichkeit 

unmittelbar der Testoberfläche ausgesetzt waren. Die herbeigeführte Oberflächenexposition 

ermöglichte einen Rückschluss auf Effekte, die vom jeweiligen Referenzmaterial ausgingen. 

3.3 Entwicklung von indirekten zellbasierten Modellsystemen 

Im Verlauf einer fibrösen Kapselbildung tragen Teilprozesse wie die Wanderung von 

Fibroblasten zum lokalen Gewebsdefekt und die Aktivierung gewebsständiger Fibroblasten 

zur fibrösen Progression der Fremdkörperreaktion bei. Hierbei vereinfachten indirekte 

zellbasierte Modellsysteme die Untersuchung von Teilprozessen während einer biomateria-

linduzierten Gewebsantwort wie (a) die Chemotaxis von Fibroblasten und (b) der Gewebs-

umbau (siehe Versuchsaufbau Abbildung 3-3). Für die Charakterisierung in einem 

entkoppelten, indirekten Testverfahren konnte der Kulturüberstand von M2-Makrophagen, die 

für 48 Stunden auf den Referenzbiomaterialien Glas, Titan oder PTFE kultiviert wurden, 

gewonnen werden. Der Einfluss von freigesetzten Sekretionsprodukten im Kulturmedium auf 

die Chemotaxis von Fibroblasten und den Umbau eines dreidimensionalen Bindegewebsmo-

dell sollte nachfolgend untersucht werden.  

3.3.1 Chemotaxis von Fibroblasten in Antwort auf 

materialinduzierte Konditionierung 

Während einer Fremdkörperreaktion kann die Proliferation vorhandener sowie die 

Rekrutierung weiterer Fibroblasten zur zellulären Anreicherung in der Wundumgebung 

führen und die Neusynthese von Bindegewebe unterstützen. Die gerichtete Wanderung von 

Fibroblasten durch das Gewebe zum Entzündungsherd wird durch steigende chemische 

Gradienten koordiniert (Chemotaxis).  
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(A) Nach Differenzierung für sechs Tage unter dem Einfluss von M-CSF erfolgte die Kultivierung der M2-

Makrophagen für 48 Stunden auf Glas-, Titan- und PTFE-Oberflächen. Als Antwort auf die 

Biomaterialoberfläche setzten die Makrophagen lösliche Mediatoren wie beispielsweise Zytokine in den 

Zellkulturüberstand frei. Der gewonnene konditionierte Zellkulturüberstand konnte im entwickelten indirekten 

Modellsystem charakterisiert werden. (B) Ein Zweikammersystem ermöglichte die Bestimmung der Chemotaxis 

von Fibroblasten in Richtung des konditionierten Mediums im Vergleich zu einem biomaterialinkubiertem 

Referenzmedium als Kontrolle. In den zentralen Beobachtungskanal zwischen beiden Mediumreservoirs erfolgte 

hierfür das Einbringen der Fibroblasten zusammen mit einem Kollagen-I-Hydrogel und ermöglichte die 

Chemotaxisuntersuchung in einer dreidimensionalen, biomimetischen Mikroumgebung. An einer beheizten und 

begasten konfokalen Mikroskopieplattform ließen sich über einen Zeitraum von 48 Stunden Echtzeitaufnahmen 

machen. Zusätzlich zu den akuten chemotaktischen Effekten wiesen die freigesetzten löslichen Mediatoren im 

konditionierten Medium ebenfalls Langzeiteffekte auf. (C) Die fibrotischen Eigenschaften der 

Zellkulturüberstände konnten mit Hilfe von dreidimensionalen Gewebemodellen in einer Kultivierungsphase 

von 14 Tagen untersucht werden. Hierfür wurden humane dermale Fibroblasten in ein dreidimensionales 

Kollagenhydrogel eingebracht und unter konditionierten Kulturbedingungen für 14 Tage kultiviert. 

Biomaterialinkubiertes Medium diente hierbei ebenfalls als Kontrolle für Materialadsorptionseffekte. In diesem 

indirekten Charakterisierungsverfahren konnte das konditionierte Medium von fünf Makrophagenspendern 

untersucht werden (n = 5).  

Abbildung 3-3 Indirektes Modellsystem zur Charakterisierung der biomaterialinduzierten 

Chemotaxis sowie des Bindegewebsumbaus. 
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Hierbei setzen materialständige Makrophagen zahlreiche Sekretionsprodukte frei, die durch 

Diffusion Stoffgradienten aufbauen und auf Fibroblasten chemotaktisch wirken können. 

Beispiele hierfür sind die Wachstumsfaktoren FGF, PDGF und TGF-ß1 (siehe Kapitel 1.3.2). 

Dies verdeutlicht, dass die Rekrutierung von Fibroblasten einen zentralen Schritt zur 

anschließenden Verkapselung eines Fremdkörpers darstellt. Die Summe dieser Sekretionspro-

dukte und deren Effekt auf die Chemotaxis von Fibroblasten konnte in vitro in einem 

dreidimensionalen Kammersystem erfasst werden und sollte als Bewertungskriterium von 

Biomaterialien herangezogen werden.  

Die Zusammensetzung der Chemokine PDGF, FGF und TGF-ß1 im Zellkulturüberstand 

stand unter dem Einfluss von Adsorptionsprozessen an der Biomaterialoberfläche sowie 

aktiven Sekretionsprozessen. 

Ergänzend zur Messung der induzierten Chemotaxis lieferte die Messung von Wachstumsfak-

toren wie PDGF, FGF und TGF-ß1 im Kulturüberstand ein Verständnis für Adsorptionspro-

zesse und zelluläre Syntheseprozesse auf den Referenzbiomaterialien (siehe Abbildung 3-4). 

Die Adsorption von Proteinen auf einer Materialoberfläche tritt unmittelbar bei Kontakt eines 

Fremdkörpers mit Körperflüssigkeiten wie Blutplasma oder interstitieller Flüssigkeit ein. Der 

experimentelle Versuchsansatz mit Serum als Supplement im Kulturmedium enthielt 

natürlicherweise Proteine wie Wachstumsfaktoren und erlaubte die biomimetische 

Nachstellung des ersten Kontakts eines Biomaterials mit der Blutflüssigkeit. Die Protein-

adhäsion unterstützt die sensorische Erkennung und die Adhäsion von Zellen an einer 

Biomaterialoberfläche. Im Anschluss an die Versuchsdurchführung konnte die Adhärenz der 

primären Makrophagen auf den Referenzbiomaterialien durch die immunhistologische 

Färbung des interzellulären Adhäsionsmoleküls 1 (CD54) sowie der Zellkerne bestätigt 

werden (siehe Abbildung 3-4 A). Zur Bewertung der materialabhängigen Proteinadsorption 

erfolgte die Konzentrationsbestimmung von PDGF, FGF und TGF-ß1 im Referenzmedium, 

das auf den jeweiligen Materialoberflächen inkubiert wurde (siehe Abbildung 3-4 B-D). 

Zwischen den Referenzbiomaterialien Glass, PTFE und Titan bestand eine Materialabhängig-

keit der Proteinadsorption. Die Wachstumsfaktoren PDGF und FGF adsorbierten an eine 

Glasoberfläche stark, an eine Oberfläche aus PTFE moderat und an Titanoberflächen 

geringfügig. Die Adsorption von TGF-ß1 war für Glas- und PTFE-Oberflächen vergleichbar, 

wohingegen Titan nur eine geringfügige Adsorptionskapazität für TGF-ß1 aufwies.  
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(A) Nach 48 Stunden verdeutlichten das Adhäsionsmolekül 1 (CD54, grün) sowie die nukleare DAPI-Färbung 

(blau) die materialabhängige Adhäsion und Morphologie der Makrophagen auf den Referenzmaterialien Glas, 

PTFE und Titan. Die histologischen Färbungen auf den Referenzmaterialien konnten an einem konfokalen 

Lasermikroskop erfasst werden. Der Maßstabbalken entspricht 50 µm und gilt für alle Abbildungen. Die 

materialinduzierte aktive Sekretion von Wachstumsfaktoren durch die Makrophagen sowie die passive 

Adsorption an die Biomaterialoberflächen konnte für (B) PDGF, (C) FGF und (D) TGF-ß1 im konditionierten 

Medium sowie im Referenzmedium gezeigt werden. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen 

bestanden für PDGF und FGF (p-Wert ≤ 0,05). Jedoch wiesen die TGF-ß1-Spiegel keine signifikanten 

Unterschiede auf (p-Wert = 0,17). Hierbei war ein p-Wert von ≤ 0,05 als Signifikanzniveau festgelegt. Die Daten 

setzen sich aus Überständen von insgesamt fünf Spendern zusammen (n = 5). Die Balkendiagramme stellen 

Mittelwerte und Standardfehler dar.  

 

 

Abbildung 3-4 Die zelluläre Adhäsion, die aktive Freisetzung und die passive Adsorption von 

Wachstumsfaktoren an die Materialoberflächen. 



 3. Ergebnisse   

               

 

92 

 

Die materialabhängige Adsorption von Proteinen an entsprechende Referenzmaterialien 

verdeutlichte die Notwendigkeit, das jeweilige Referenzmedium im Zweikammersystem zur 

Untersuchung der Chemotaxis mitzuführen. Hierdurch war unter Ausschluss von Proteinad-

sorptionseffekten die Bewertung von materialinduzierten, zellulären Sekretionsprozessen 

möglich. In der Praxis ließen sich hierfür ein Reservoir mit Referenzmedium und das zweite 

Reservoir mit zellkonditioniertem Medium beladen. Im Vergleich zum jeweiligen zellfreien 

Referenzmedium führte die Kultur von Makrophagen auf den Referenzmaterialien keine 

Veränderung des PDGF-, FGF- und TGF-ß1-Spiegels herbei. Ausschließlich auf PTFE-

Oberflächen war eine aktive Sekretion der Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und TGF-ß1 zu 

messen. In zellkonditioniertem Medium stieg die PDGF-Konzentration im Vergleich zum 

Referenzmedium von 214,4 ± 12,7 pg pro ml auf 656,4 ± 205,7 pg pro ml signifikant an      

(p-Wert = 0,003). Die FGF-Konzentration wies eine signifikante Zunahme von 

46,7 ± 5,4 pg pro ml auf 261,0 ± 101,2 pg pro ml auf (p-Wert = 0,004). Eine Steigerung des 

TGF-ß1-Spiegels von 596,6 ± 36,0 pg pro ml auf 827,1 ± 51,0 pg pro ml konnte in 

zellkonditioniertem Medium gemessen werden (p-Wert = 0,17). Interessanterweise konnte 

zusätzlich zur materialabhängigen Proteinsekretion ein materialabhängiger Proteinkonsum 

beobachtet werden. Beispielsweise nahm die FGF-Konzentration bei Kultivierung von 

Makrophagen auf Titanoberflächen von 366,4 ± 46,1 pg pro ml im Referenzmedium auf 

256,0 ± 28,2 pg pro ml im konditionierten Medium signifikant ab. 

Chemotaxisstudien in einer dreidimensionalen Mikroumgebung 

Für Chemotaxisstudien entwickelte Boyden (1962) ein vertikalorientiertes Zweikammersys-

tem, das durch eine mikroporöse Filtermembran untergliedert ist (171). In der unteren, 

basalen Kammer können Testsubstanzen angereichert werden und die Chemotaxis der Zellen 

von der oberen, apikalen Kammer durch die Poren der Filtermembran in die untere Kammer 

quantitativ bestimmt werden. Im Gegensatz zum klassischen, zweidimensionalen Boyden-

system bilden kollagenbasierte Modellsysteme die Chemotaxis von Fibroblasten unter 

dreidimensionalen Testbedingungen ab (172). Grinell und Kollegen (2006) untersuchten 

beispielsweise die Chemotaxis von Fibroblasten aus einem Kollagenhydrogel in ein zellfreies, 

mit Chemoattraktanz angereichertes Kollagenhydrogel, jedoch erfassten diese Analysen 

lediglich einen definierten Endpunkt und konnten die Dynamik der Zellmigration nicht 

aufnehmen (172).  
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(A) Die Bewegungstrajektorien der Fibroblasten im Kollagen-I-Hydrogel ließen sich durch 

Echtzeitrafferaufnahmen mikroskopisch erfassen. In der mikroskopischen Aufnahme ist exemplarisch die 

Bewegungstrajektorie von einzelnen Zellen als farbige Linien dargestellt. Der Maßstabbalken bildet 250 µm ab. 

(B) Jede einzelne Bewegungstrajektorie konnte in ein Koordinatensystem übertragen werden. Hierbei war der 

Startpunkt der Zelle als Ursprung festgelegt. Die Bewegungstrajektorie ließ sich in Teilschritte untergliedern, 

deren Länge und Richtung die Bewegung der Fibroblasten beschrieb. Diese Parameter ermöglichten die 

statistische Charakterisierung des Bewegungsvorgangs. 

 

Die horizontale Orientierung des von Ibidi (München, Deutschland) entwickelten                   

µ-Chemotaxiskammersystems in Form eines Objektträgers ermöglichte in einer dreidimensi-

onalen Matrix die mikroskopische Aufnahme der Zellmigration unter Echtzeitbedingungen 

(144). Das bereits etablierte Kammersystem besteht aus zwei Reservoirs, die durch einen 

zentralen Beobachtungskanal unterteilt sind. In den zentralen Beobachtungskanal (Quer-

schnitt 1000 µm Breite mal 70 µm Höhe) lassen sich in eine dreidimensionale physiologische 

Trägerstruktur aus Kollagen Typ I eine definierte Anzahl an Fibroblasten einbringen. 

Anschließend können die flankierenden Reservoirs mit Kulturmedium befüllt und ein 

löslicher Lockstoff eingebracht werden. Das Einbringen eines Lockstoffs in ein Reservoir 

führt zum Aufbau eines linearen Stoffgradienten im Beobachtungskanal. Mit einem 

definierten Fluorophorgradienten validierten Zengel und Kollegen (2011) die Linearität des 

Gradienten über den Beobachtungskanal sowie dessen Langzeitstabilität über einen 

Messzeitraum von 48 Stunden(144). Die Evaluation des μ–Chemotaxiskammersystems zur 

Bewertung des Attraktivitätspotentials der verschiedenen Referenzmaterialien Glas, PTFE 

und Titan erfolgte anhand bestimmter konditionierter Zellkulturüberstände. Bei der Testung 

von Biomaterialien ermöglichte das Zweikammerdesign den kontrollierten Vergleich von 

(I) zellkonditioniertem Medium bestehend aus Kulturmedium von materialständigen M2-

Abbildung 3-5 Bildanalyse der Chemotaxis von Fibroblasten. 
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Makrophagen zu (II) einem Referenzmedium, das ohne Zellen auf dem jeweiligen 

Biomaterial inkubiert wurde. Dieser balancierte experimentelle Aufbau kompensierte zur 

Bestimmung von Wechselwirkungen zwischen Makrophagen und dem Testsubstrat 

Proteinadsorptionseffekte. Mit Hilfe von Zeitrafferaufnahmen ließ sich über einen Zeitraum 

von 48 Stunden der Weg der Zellen im Beobachtungskanal erfassen (siehe Abbildung 3-5). 

Die Zellbewegung konnte manuell über die Software ImageJ verfolgt und die Positionskoor-

dinaten ausgewertet werden. Die Berechnung linearer und zirkulärer statistischer Parameter 

wie die Geradlinigkeit der Zellwanderung (siehe Kapitel 2.2.3.1 Gleichung 1) sowie der 

Vorwärtstrend der Migrationsbewegung (Kapitel 2.2.3.1 Gleichung 2) oder die Winkelvertei-

lung zwischen den Teilschritten der Bewegungstrajektorien (Kapitel 2.2.3.1 Gleichung 3) 

erlaubte eine detaillierte Charakterisierung der Migrationsprozesse.  

Als chemotaktisches Attraktanz eignete sich der Wachstumsfaktor TGF-ß1 zur direkten 

Validierung des experimentellen Designs. 

Größere Moleküle wie Chemokine mit einer typischerweise kleineren Diffusionskonstante 

weisen eine geringere Dynamik als ein Fluorophormolekül auf. Dieser Zusammenhang 

bestärkt die Verlässlichkeit des bereits beschriebenen indirekten Validierungsverfahrens von 

Zengel und Kollegen (2011) (144). Zusätzlich erfolgte in dieser Arbeit die Validierung des 

Kammersystems direkt mit Fibroblasten in ihrer dreidimensionalen Kollagenmikroumgebung 

(Abbildung 3-6 A). Hierfür wurde die Migration von Fibroblasten in Reaktion auf einen 

definierten Wachstumsfaktorgradienten aus TGF-ß1 über das beschriebene Bildanalysever-

fahren erfasst und die Bewegungstrajektorien über einen Zeitraum von 48 Stunden 

aufgenommen. Die gewonnen Bewegungskoordinaten konnten in ein Koordinatensystem 

übertragen werden. Die direkte Validierung des Kammersystems erfolgte mit definierten 

Gradienten in (I) uni- und (II) bidirektionaler Ausrichtung sowie (III) ohne chemischen 

Gradienten. Bei uni- oder bidirektional ausgerichteten chemischen TGF-ß1-Gradienten 

wanderten die Fibroblasten in Richtung der Gradienten. Im Vergleich zu einem unidirektional 

ausgerichteten Gradienten fiel bei bidirektionaler Ausrichtung des Gradienten sowie ohne 

Gradient der Schwerpunkt der Wanderungsrichtung von allen Bewegungstrajektorien im 

Ursprungspunkt zusammen. In Y-Richtung lag die Wanderungsdistanz zwischen Start- und 

Endpunkt ohne Gradient bei 150 µm und in den Versuchsansätzen mit Gradienten bei 

300 µm. 
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(A) Die Validierung des Zweikammersystems erfolgte mit definierten TGF-ß1-Gradienten. Hierfür wurde die 

Wanderung der Fibroblasten in Richtung (I) eines unidirektionalen Gradienten sowie in Richtung (II) eines 

bidirektionalen Gradienten und (III) ohne den Einfluss eines Gradienten erfasst. (B) Anschließend konnte zur 

Charakterisierung der Referenzmaterialien die Reaktion auf konditioniertes Medium im Vergleich zum 

jeweiligen Referenzmedium untersucht werden. Die Kultivierung von Makrophagen für 48 Stunden auf 

(I) Glas, (II) PTFE- oder (III) Titanoberflächen führte zu einer Chemotaxis in Richtung des chemischen 

Gradienten. Zur Bestimmung der Zellbewegung erfolgte die Auswertung der Bewegungstrajektorien von 

20 individuellen Zellen. Die Graphiken stellen exemplarisch die Wanderung der Fibroblasten als Antwort auf 

das konditionierte Medium eines Makrophagenspenders dar. 

  

 

 

 

 

 

Abbildung 3-6 Übertrag der Bewegungstrajektorien in ein Koordinatensystem.  



 3. Ergebnisse   

               

 

96 

 

Die Chemoattraktivität der konditionierten Medien nach Kultivierung von Makrophagen auf 

den Referenzmaterialien unterschied sich. 

Materialständige Makrophagen setzten Chemokine frei, die eine gerichtete Chemotaxis von 

Fibroblasten in Richtung des zellkonditionierten Mediums induzierten (siehe Abbil-

dung 3-6 B). Bei allen Referenzmaterialien richtete sich die Orientierung der zellulären 

Bewegung entlang der chemischen Gradienten aus. Die Fibroblasten wanderten hierbei mit 

einer mittleren Geschwindigkeit von 7,4 ± 0,3 µm pro Minute. Jedoch bestanden zwischen 

den Referenzmaterialien keine Unterschiede in der Wanderungsgeschwindigkeit. Lineare und 

zirkuläre statistische Parameter ermöglichten anschließend eine Analyse der Migrationsbewe-

gung. Die Bewertung bestimmter Kulturüberstände hinsichtlich ihrer Chemoattraktivität ließ 

indirekt einen Rückschluss auf die Attraktivitätspotentiale der Referenzmaterialien zu 

(Abbildung 3-7). Für einfache statistische Parameter wie die Distanz zwischen Start- und 

Endpunkt (euklidische Distanz) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Referenzmaterialien. Die euklidische Distanz reichte von 112,0 ± 7,0 µm in Reaktion auf 

glasinduzierte Effekte bis zu 154,4 ± 16,2 µm für titaninduzierte Effekte. Für die Direktheit 

der Migrationsbewegung (siehe Gleichung 1 beschrieben in Kapitel 2.2.3.1) bestanden 

signifikante Unterschiede zwischen den Referenzmaterialien Glas (0,32 ± 0,03) und Titan 

(0,43 ± 0,03) sowie zwischen den Referenzmaterialien Glas und PTFE (0,42 ± 0,03). Die 

Effizienz der Migration in Richtung des chemischen Gradienten konnte mit Hilfe des 

Vorwärtsmigrationsindexy (siehe Gleichung 2 in Kapitel 2.2.3.1) beschrieben werden. Hierbei 

ergaben sich im Vergleich zu Glas (0,22 ± 0,03) signifikant höhere Werte von 0,34 ± 0,02 für 

Titan und 0,31 ± 0,02 für PTFE. Die Anwendung zirkulärer statistischer Parameter wie die 

Winkelverteilung R (siehe Gleichung 3 in Kapitel 2.2.3.1) ermöglichte die Identifizierung 

signifikanter Unterschiede zwischen allen Materialien. Mit einer mittleren R-Winkellänge von 

0,48 ± 0,01 wies Titan eine stark ausgeprägte, scharf eingegrenzte Winkelverteilung auf. Im 

Vergleich hierzu lag die mittlere Winkellänge von R für Glas bei 0,33 ± 0,01 und für PTFE 

bei 0,41 ± 0,01. 
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Von den ermittelten Migrationskoordinaten ließen sich statistische Parameter ableiten. (A) Die Differenz 

zwischen Start- und Endpunkt der Zellmigration beschreibt die euklidische Distanz der Zellmigration. Hierbei 

bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Referenzmaterialien. (B) Die Direktheit der 

Zellwanderung ergibt sich aus dem Quotienten aus euklidischer sowie akkumulierter Distanz und 

charakterisierte die Geradlinigkeit der Zellbewegung. (C) Die Effizienz der Zellwanderung in Richtung des 

chemischen Gradienten (Y-Richtung) konnte durch den Vorwärtsmigrationsindexy erfasst werden. (D) Die 

mittlere Winkellänge R liefert Aufschluss über die Winkelverteilung während eines Migrationsprozesses. 

Signifikante Unterschiede konnten sowohl für die Direktheit, den Vorwärtsmigrationsindexy sowie die mittlere 

Winkellänge R bestimmt werden (p-Wert ≤ 0,05). Die Bewegungstrajektorien von Fibroblasten 

(n = 20 pro Spender) wurden von jeweils fünf Makrophagenspendern (n = 5) analysiert. Die Balkendiagramme 

stellen Mittelwert und Standardfehler dar.  

 

Die Ergebnisse verdeutlichten, dass das entwickelte indirekte zellbasierte Modellsystem eine 

Unterscheidungskapazität zwischen den Referenzmaterialien Glas, PTFE und Titan aufwies. 

Hierbei lieferten einfache, lineare statistische Parameter wie die Direktheit oder der 

Vorwärtsmigrationsindexy eine Auftrennung zwischen Glas und PTFE sowie Glas und Titan. 

Jedoch ermöglichte die Auswertung zirkulärer Parameter zusätzlich die Unterscheidung von 

PTFE und Titan. Hieraus konnte ein steigendes chemotaktisches Potential von Glas über 

PTFE zu Titan abgeleitet werden. 

 

Abbildung 3-7 Lineare und zirkuläre statistische Parameter zur Charakterisierung der 

Chemotaxis von Fibroblasten. 
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3.3.2 Langzeiteffekte auf den Bindegewebsumbau 

Die Implantation eines Biomaterials kann zu einem verstärkten Auf- und Umbau von 

extrazellulärer Matrix führen. Unter diesem Gesichtspunkt stellen Veränderungen der 

extrazellulären Matrix ein wichtiges Bewertungskriterium zur Abschätzung einer Gewebskap-

selbildung bei der Implantation eines Biomaterials dar. Die Kontaktaktivierung von 

oberflächenständigen Makrophagen durch einen Fremdkörper führt zur Freisetzung von 

Zytokinen in die extrazelluläre Flüssigkeit. In einem entkoppelten Modellansatz konnte 

in vitro der Einfluss von materialinduzierten Sekretionsprozessen auf ein Bindegewebsmodell 

gezeigt werden (Versuchsaufbau siehe Abbildung 3-3). Hierbei bilden Kollagenfasern die 

native biophysikalische Grundsubstanz der extrazellulären Gewebematrix und konnten in 

Kombination mit dem bindegewebsbildenden Fibroblasten zum Aufbau von Bindegewebs-

strukturen genutzt werden. Zur Untersuchung von Materialeffekten wurde das konditionierte 

Medium von materialständigen M2-Makrophagen auf Bindegewebsmodelle bestehend aus 

Fibroblasten in einem Kollagen-I-Hydrogel überführt und unter diesen konditionierten 

Bedingungen für 14 Tage kultiviert. Hierbei fanden die bereits in der Chemotaxis angewende-

ten, konditionierten Zellkulturüberstände von auf Glas-, Titan- oder PTFE-Oberflächen 

kultivierten primären Makrophagen Einsatz. Zum Ausschluss von Proteinadsorptionseffekten 

und für die Identifizierung von zellvermittelten Effekten wurde zusätzlich materialinkubiertes 

Referenzmedium auf den Bindegewebsmodellen kultiviert und im Versuchsansatz als 

Kontrolle mitgeführt. 

Der Wachstumsfaktor TGF-ß1 eignete sich zur Validierung des Bindegewebsmodells, 

wohingegen konditioniertes Medium im Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium eine 

Charakterisierung von materialinduzierten Effekten ermöglichte. 

Gewebsständige Fibroblasten können zu Myofibroblasten differenzieren und ähnlich wie 

Muskelzellen eine Kontraktion des Bindegewebes und somit den Verschluss des Wunddefekts 

herbeiführen (125, 173). Die Kontraktion von Wundgewebe um einen Fremdkörper kann die 

Funktionalität eines Implantats beeinträchtigen. Beispielsweise führte die Gewebskontraktion 

um Brustimplantate zur Deformation des Silikons. Hierbei erforderte der Formverlust das 

Explantieren intakter Implantate. (34) Die Stimulation von kollagenbasierten Bindegewebs-

modellen mit dem Wachstumsfaktor TGF-ß1 konnte in vitro eine Kontraktion des Bindege-

webes hervorrufen und eignete sich als Positivreferenz im entwickelten Modellsystem (174). 
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In dieser Arbeit erfolgte die Validierung des Bindegewebsmodells (siehe Abbildung 3-8 B) 

durch (I) die Supplementierung des Wachstumsfaktors TGF-ß1 zum Kulturmedium und 

(II) den Vergleich mit Bindegewebsmodellen, die ohne zusätzliche Stimulation kultiviert 

wurden sowie (III) den Vergleich mit Kollagen-I-Hydrogelen ohne Zellen. Hierbei entsprach 

die Gewichtsabnahme von Modellen ohne Zellen (345 ± 16 mg) über Modelle 

mit Zellen (127 ± 10 mg) zu Modellen unter TGF-ß1-Stimulation (85 ± 6 mg) dem zu 

erwartenden Effekt. Die Kultivierung unter (IV) zellkonditioniertem Medium im Vergleich zu 

(V) materialinkubiertem Referenzmedium ermöglichte eine Bewertung von zellvermittelten 

Materialeffekten. 

Die Umstrukturierung der Bindegewebsmodelle nach Kultivierung unter zellkonditioniertem 

Medium führte eine Abnahme des Nassgewichts herbei. 

Nach 14-tägiger Kultivierung war die Kontraktion des Bindegewebes für alle Versuchsansät-

ze makroskopisch sichtbar. Beispielshaft festgehalten ist die Kontraktion des Bindegewebes 

nach Kultivierung unter konditioniertem Medium im Vergleich zum jeweiligen Referenzme-

dium photographisch in Abbildung 3-8 A. Die beobachteten Kontraktionseffekte stimmten 

mit der Gewichtsabnahme der Bindegewebsmodelle überein (siehe Abbildung 3-8 B). Im 

Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium ließ sich für alle getesteten Referenzmaterialien 

eine signifikante Gewichtsabnahme durch die Effekte des zellkonditionierten Mediums 

beobachten. Im Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium stieg die relative Gewichtsab-

nahme von Glas (Δ - 60 mg) und PTFE (Δ - 60 mg) zu Titan (Δ - 90 mg). Im Vergleich zum 

Ausgangsgewicht von 500 mg lag das finale Gewicht nach Kultivierung unter titaninkubier-

tem Referenzmedium (320 ± 31 mg) jedoch signifikant höher im Vergleich zu den induzierten 

Effekten von glasinkubiertem Medium (180 ± 13 mg) und PTFE-inkubiertem Medium 

(190 ± 15 mg). Vergleichbare Signifikanzmuster waren bei Kultivierung in zellkonditionier-

tem Medium zu beobachten. Das konditionierte Medium von titanständigen Makrophagen 

(230 ± 34 mg) induzierte eine geringere Gewichtsabnahme im Vergleich zur Kultivierung von 

Makrophagen auf Glasoberflächen (120 ± 15 mg) und PTFE-Oberflächen (130 ± 18 mg).  
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(A) An Tag 14 wiesen die unter konditioniertem Medium kultivierten Kollagenhydrogele (links) im Vergleich zu 

den Modellen, die unter dem jeweiligen materialinkubuierten Referenzmedium kultiviert wurden (rechts) eine 

stärkere Kontraktion auf. (B) Die beobachteten Effekte korrelierten mit der Abnahme des Nassgewichts. Der 

Vergleich mit dem jeweiligen Referenzmedium diente der Identifizierung von zellspezifischen Effekten. Im 

Versuchsaufbau wurde das konditionierte Medium von fünf Makrophagenspendern (n = 5) auf jeweils drei 

Bindegewebsmodelle (n = 3) aufgetragen. Das Balkendiagramm visualisiert den Mittelwert und den 

Standardfehler. Ein p-Wert von ≤ 0,05 lässt sich als Indiaktor für signifikante Unterschiede annehmen. 

 

Die histologische Azanfärbung von Kollagenfasern (blau) unterstützte die Beobachtungen der 

Gewebskontraktion und der Gewichtsabnahme (Abbildung 3-9).  

Ein Bildanalyseverfahren ermöglichte die Bestimmung der mittleren Cyanintensität (MCI) 

und hierdurch eine quantitative Bewertung der histologischen Färbungen. Die Validität der 

Methode konnte anhand der TGF-ß1-stimulierten Modelle gezeigt werden. Hier führte die 

Stimulation mit TGF-ß1 zu einer dichteren Kollagenfaserstruktur, die mit einem steigenden 

MCI von 36,5 ± 4,2 ohne Stimulation auf 62,3 ± 5,8 im TGF-ß1-stimulierten Gewebe 

einherging. Vergleichsweise niedrig fiel die MCI von Kollagenhydrogelen aus lockeren 

Kollagenfasern ohne Zellen aus (MCI 19,5 ± 3,8). Des Weiteren führte zellkonditioniertes 

Medium im Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium zu einer Verdichtung der Kollagenfa-

sern. Ein materialabhängiges Ranking der Referenzmaterialien ergab sich aus der relativen 

Zunahme des MCI von Titan (Δ MCI 8,8) über Glas (Δ MCI 26,9) zu PTFE (Δ MCI 28,4).  

 

Abbildung 3-8 Bewertung von zellkonditioniertem Medium und dessen Effekt auf den 

Bindegewebsumbau. 
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(A) Als Referenz dienten Modelle nach Kultivierung (I) unter TGF-ß1-Stimulation, (II) in Zellkulturmedium 

sowie (III) ein Hydrogel ohne Zellen. (B) Die Kultivierung von Makrophagen auf den Referenzmaterialien 

(I) Glas, (II) PTFE und (III) Titan führte im Bindegewebsmodellsystem eine materialabhängige 

Kollagenablagerung herbei. Der dargestellte Maßstabbalken bildet 100 µm ab und ist für alle Abbildungen 

gültig. (C) Die beobachteten Effekte ließen sich über die Analyse der mittleren Cyanintensität quantitativ 

bewerten. Hierfür erfolgte je Makrophagenspender (n = 5) die Charakterisierung von einem Gewebsmodell und 

jeweils die quantitative Auswertung von zwei Aufnahmen (n = 2). Im Balkendiagramm dargestellt sind der 

Mittelwert und der Standardfehler. Die Abkürzung MCI steht für mittlere Cyanintensität. 

Abbildung 3-9 Azanfärbung von Kollagenstrukturen in den Bindegewebsmodellen. 
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Die durch zellkonditioniertes Medium herbeigeführte absolute MCI führte bei Kultivierung 

von Makrophagen auf Titanoberflächen zu einem Wert von 37,8 ± 5,6 und einen Wert von 

60,8 ± 6,9 bei Kultivierung der Makrophagen auf Glasoberflächen. Makrophagen, die auf 

PTFE-Oberflächen kultiviert wurden, induzierten einen relativ starken Effekt auf die 

Kollagenhydrogele. Hierbei bildeten sich dicke konzentrierte Kollagenbündel mit in einer 

MCI von 56,4 ± 9,4 aus. Zusammengefasst zeigten die gewählten Endpunkte der Gewebskon-

traktion und Gewichtsreduktion sowie die histologische quantitative Bewertung der 

Kollagenablagerung ein steigendes fibrotisches Potential von Glas und PTFE zu Titan auf. 

Dagegen waren die induzierten Effekte von Glas und PTFE vergleichbar. Das entwickelte 

indirekte zellbasierte Modellsystem wies wie bereits für das Modellsystem zur Bewertung der 

Chemotaxis beschrieben ebenfalls eine Unterscheidungskapazität auf, jedoch waren die 

Ergebnisse und die Bewertung der beiden Referenzmaterialien PTFE und Titan divergent. 

3.4 Multiparametrische Modellierung zur Bewertung von 

Testbedingungen 

Die geringe Korrelation zwischen in vitro und in vivo Biomaterialstudien stellt ein Hindernis 

für die Akzeptanz von in vitro Studien zur Reduzierung von Tierversuchen dar (175). Neben 

technischen Testbedingungen wie dem Verhältnis von Oberfläche zu Volumen, die Entnahme 

von Proben oder die Wahl geeigneter Messparameter beeinflussen ebenfalls strukturelle sowie 

biochemische Testbedingungen die Bewertung eines Biomaterials in vitro. Die Wahl 

geeigneter, prädiktiver Testbedingungen bildet eine Herausforderung der in vitro Modellsys-

tementwicklung. In einem vergleichenden Modellansatz konnten unterschiedliche strukturelle 

und biochemische Testbedingungen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Entzündungsreaktion 

von Makrophagen auf Biomaterialien untersucht werden. Letztendlich erfolgte die Bewertung 

der Biomaterialien unter dem Einfluss dieser Variablen. Nach Implantation eines Biomaterials 

in den menschlichen Organismus ist es einer Umgebung ausgesetzt, die durch verschiedene 

Variablen bestimmt wird. Jede einzelne Variable unterliegt hierbei komplexen Mechanismen 

und diese wiederum sind nicht komplett entschlüsselt, somit sind die Variablen nicht 

kontrollierbar und deren Varianz nicht vorhersehbar.(45) Die in dieser Studie untersuchten 

Variablen umfassen Einflussgrößen während einer Fremdkörperreaktion wie die Kontamina-

tion eines Biomaterials mit LPS, die Wechselwirkung zwischen humanem Plasma mit der 
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Materialoberfläche sowie die Gegenwart des Zytokins IL-4 (Abbildung 3-10). Bei 

Implantation in ein Gewebe bilden die gewählten Testvariablen strukturelle sowie biochemi-

sche Komponenten in der Mikroumgebung des Fremdkörpers ab: eine unzureichende 

Reinigung und den Verbleib von bakteriellen Bestandteilen auf der Biomaterialoberfläche, 

den Kontakt zur Blutflüssigkeit nach Implantation sowie das Milieu aus löslichen Mediatoren 

in Gegenwart benachbarter entzündlicher Zellen wie Granulozyten und TH2-Lymphozyten. 

Bei Übertritt aus dem vaskulären System in das Gewebe differenzieren Monozyten zu 

Makrophagen (62). Dies begründete die Anwendung differenzierter Makrophagen im 

Modellsystem. Die Differenzierung zu Makrophagen geht mit der Veränderung von 

Zellcharakteristika und der zellulären Funktionalität einher. Auf Grund ihrer Beteiligung an 

der chronischen Gewebsantwort auf ein Biomaterial fand die Differenzierung zu Makropha-

gen unter Anwendung von M-CSF des M2-Phänotyps statt (148, 150). Der Zusatz von LPS 

oder IL-4 während der Kultivierungsphase auf den Referenzmaterialien ermöglichte die 

Modellierung eines breiten Entzündungsspektrums. LPS induzierte eine starke Entzündung 

und polarisierte den Übergang von M2- zum M1-Phänotyp, wohingegen IL-4 den M2-

Phänotyp stärkte und die zelluläre Adhäsion und die Fusion mehrerer Zellen zu Gigantenzel-

len unterstützte (70, 150, 176). Das Entzündungsprofil konnte mit multifaktoriellen 

Zytokinanalysen untersucht werden und die Vitalität der Makrophagen auf den Referenzmate-

rialien erfasst werden. Die gewählten Messparameter (eingeleitet in Kapitel 1.3.3) lassen sich 

hierbei drei zentralen Einflussgrößen während einer fremdkörperinduzierten Fibrose 

zuordnen:  

(I) Die chronische Zellantwort auf einen Fremdkörper setzt die Persistenz vitaler 

Makrophagen auf der Materialoberfläche vorraus.  

(II) Eine starke Entzündung in der Akutphase des Fremdkörperkontakts beeinflusst 

den späteren fibrotischen Verlauf. 

(III) Ein Chemokingradient unterstützt die gerichtete Wanderung von weiteren 

Entzündungszellen sowie Fibroblasten zum Implantat.  

Diese Annahmen begründeten die Auswahl und Interpretation der quantitativen Messparame-

ter. Nach Kultivierung der Makrophagen auf den Referenzmaterialien erfolgte zur Charakteri-

sierung der Zellvitalität auf der Materialoberfläche die ATP-Quantifizierung. 
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(A) Humane primäre Monozyten konnten unter M-CSF zu M2-Makrophagen differenzieren. Anschließend 

erfolgte die Kultivierung der M2-Makrophagen für 48 Stunden auf (B) den Referenzmaterialien Glas, PTFE, 

Titan, Silikon und PE. (C) Auf den Testoberflächen sollten Testbedingungen untersucht werden, die 

biomimetisch die biochemische und strukturelle Nische bei Implantation eines Materials abbilden. Die 

Oberflächenkontamination mit LPS polarisierte die Makrophagen zu einer starken Entzündung. Im Gegensatz 

hierzu stärkte die Gegenwart von IL-4 die Langlebigkeit der Makrophagen sowie die Fusion zu mehrkernigen 

Zellen. Die Wechselwirkung zwischen Plasmaproteinen und Material konnte durch die Oberflächenbehandlung 

mit Blutplasma abgebildet werden. Im Vergleich zum nativen Blutplasma führte das Erhitzen zur Inaktivierung 

von labilen Proteinen wie Komplement-. Wachstums- und Blutgerinnungsfaktoren. Als Kontrollen dienten 

Versuchsansätze ohne Behandlung sowie ohne Zellen. (D) Im Anschluss an die Kultivierungsphase erfolgte die 

Bestimmung der materialassozierten Vitalität sowie von löslichen Zytokinen im konditionierten Kulturüberstand. 

Die Versuchsansätze konnten mit primären Makrophagen von zehn Spendern (n = 10) durchgeführt werden.  

 

 

 

 

Abbildung 3-10 Vergleichendes Modellsystem zur Bewertung von Testbedingungen. 
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Im Zellkulturüberstand konnten die Zytokine IL-1ß, IL-6 und TNF-α als proentzündliche 

Messparameter bestimmt werden. Zusätzlich ließen sich die Zytokine IL-8, IL-10 und     

TGF-ß1 als chemotaktische Messparameter beziehungsweise als direkte profibrotische 

Messparameter analysieren. Zusammenführend ermöglichten multifaktorielle Analysen die 

Einführung eines Bewertungsmodells für die Referenzmaterialien Glas, PTFE, Titan, Silikon 

und PE (siehe Gleichung 4 in Kapitel 2.2.4). Der anschließende Vergleich der Biomaterialbe-

wertung zu präklinischen und klinischen Studien (siehe Kapitel 2.2.2) erzielte eine 

Validierung der Testbedingungen hinsichtlich ihrer Korrelation zur Studienlage und ließ eine 

Bewertung ihrer prädiktiven Aussagekraft zu.  

Die Testbedingungen beeinflussten die Morphologie der materialadhärenten Makrophagen.  

Im Anschluss an die 48-stündige Testphase verdeutlichte die Färbung des interzellulären 

Adhäsionsmoleküls 1 (CD54) und des intrazellulären Strukturproteins ß-Aktin die Adhäsion 

sowie die Morphologie der Makrophagen auf Glas-, Titan- und PTFE-Oberflächen 

(Abbildung 3-11). Hierbei war das Anhaften der Makrophagen an die Oberfläche Vorausset-

zung für die sensorische Erfassung der Materialeigenschaften und die Umsetzung des Signals 

in eine Reaktion auf den Fremdkörper wie beispielsweise die Freisetzung von Zytokinen. 

Jedoch verhinderten die Topographie, die optischen Eigenschaften sowie der Arbeitsabstand 

zwischen Objektiv und Objekt die Aufnahme von histologischen Bildern auf Silikon- und PE-

Oberflächen. Die Materialeigenschaften verdeutlichten die Grenzen der Anwendbarkeit 

histologischer Verfahren zur direkten Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen den 

Zellen und der Materialoberfläche. Auf den Referenzmaterialien Glas, Titan und PTFE konnte 

nach 48 Stunden die Abhängigkeit der Zellmorphologie von den gewählten Testbedingungen 

visualisiert werden. Ohne Vorbehandlung oder ohne Stimulation zeigten die Makrophagen auf 

den Glas-, Titan- und PTFE-Oberflächen eine zirkuläre Morphologie. Im Gegensatz hierzu 

induzierte die Stimulation mit LPS eine verstärkte zelluläre Adhärenz auf Glasoberflächen 

sowie die Bildung von Zellgruppen auf Titan- und PTFE-Oberflächen. Nach Behandlung der 

Glas- und Titanoberflächen mit Plasma war die Ausbildung von zytoplasmatischen 

Ausläufern zu beobachten. Die Behandlung der Materialoberflächen mit hitzeinaktiviertem 

Plasma ging wie zu erwarten mit einer geringeren zellulären Adhärenz einher.  
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Die immunhistologische Färbung des interzellulären Adhäsionsmoleküls 1 (CD54, grün) und ß-Aktin (rot) verdeutlichte morphologische Unterschiede zwischen den 

Testbedingungen und den Referenzmaterialien (A) Glas, (B) PTFE und (C) Titan. Eine ungleichmäßige Topographie sowie ein hoher Arbeitsabstand verhinderten die Aufnahme 

von Bildern auf Silikon- und PE-Oberflächen. Die Maßstabbalken bilden 50 µm ab und sind für alle Bilder gültig. Die folgenden Abkürzungen sind: LPS für Lipopolysaccharid, 

HI für hitzeinaktiviert, IL für Interleukin. 

Abbildung 3-11 Morphologie und Adhäsion der Makrophagen an Glas-, PTFE- und Titanoberflächen in Abhängigkeit von den Testbedingungen. 
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In Abhängigkeit von der Materialoberfläche beeinflusste interessanterweise die Stimulation 

mit dem Zytokin IL-4 die Zellmorphologie: Auf Glasoberflächen bildeten die Makrophagen 

eine stark verzahnte, epitheloide Zellschicht. Wohingegen die Makrophagen auf Titanober-

flächen eine längliche Morphologie annahmen. Jedoch konnte das Zytokin IL-4 die 

Ausbildung von Zellgruppen auf PTFE-Oberflächen nicht unterdrücken. 

Die Vitalität der Zellen auf allen Referenzmaterialien war abhängig von den Testbedingun-

gen. 

Begründet auf der Annahme, dass vitale Zellen eine chronische Reaktivität auf einen 

Fremdkörper zeigen, ist die Quantifizierung von materialadhärenten Zellen sowie von 

Zellinfiltraten ein anerkanntes Bewertungskriterium der Biokompatiblität [ISO 10993-6:2007, 

Teil 6] (134). Wie bereits für die Referenzmaterialien Silikon und PE beschrieben, 

beeinflussten die Eigenschaften der Testoberflächen die mikroskopische Quantifizierung von 

Zellzahlen. Um auch auf den Oberflächen, die mikroskopisch nicht erfasst werden konnten, 

die Zellvitalität zu bestimmen, eigneten sich ersatzweise biochemische, semiquantitative 

Methoden wie die lumineszenzbasierte ATP-Messung (CellTiter) (siehe Abbildung 3-12). Als 

direktes, oberflächenexponiertes Analyseverfahren arbeitet diese semiquantitative Messme-

thode ohne Zellverluste während extensiver Waschschritte. Sie deckt die gesamte Testober-

fläche ab und eignet sich zur Anwendung auf unterschiedlichen Testobjekten. Interessanter-

weise korrelierten die durch die histologische Färbung erfassten Zellzahlen nicht mit den 

Ergebnissen der Vitalitätsbestimmung (siehe Abbildung 3-11). Zum Beispiel fiel der ATP-

Messwert bei LPS-Stimulation ab, wohingegen die IL-4-Stimulation zu einer Zunahme der 

Vitalität führte - jedoch war unter beiden Testbedingungen eine starke Zelladhäsion an die 

Materialoberflächen zu beobachten. Dies verdeutlichte, dass die ATP-Spiegel abhängig von 

mehrere Einflussgrößen sind: (I) der Zellzahl auf der Materialoberfläche und 

(II) dem metabolischen Zustand der Zellen. In proentzündlichen M1-Makrophagen erfolgt der 

Glukosestoffwechsel durch aerobe Glykolyse, die eine schnellere ATP-Synthese ermöglicht, 

jedoch mit einem geringeren Energieertrag (dies ergibt 2 ATP Moleküle pro Glukosemolekül) 

einhergeht. Im Gegensatz dazu generieren M2-Makrophagen klassisch über die mitochond-

riale oxidative Phosphorylierung ATP (hierbei entstehen 36 ATP Moleküle pro Glukose-

molekül). (177, 178)  
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Direkt im Anschluss an die Kultivierungsphase von 48 Stunden konnte auf den Referenzmaterialen mit einem 

luminsezenzbasierten Test (CellTiter) ATP semiquantitativ bestimmt werden. Signifikante Unterschiede 

zwischen den Testbedingungen bestanden auf allen Referenzmaterialien Glas, PTFE, Titan, Silikon und PE. Die 

Daten sind als Mittelwerte und Standardfehler dargestellt und setzen sich aus Messwerten von zehn abhängigen 

Spendern (n = 10) zusammen. Das Signifikanzniveau ist mit einem p-Wert von ≤ 0,05 festgelegt. Zu allen 

anderen Versuchsgruppen signifikante Daten sind mit zwei Sternen (**) gekennzeichnet. Die folgenden 

Abkürzungen sind: LPS für Lipopolysaccharid, HI für hitzeinaktiviert, IL für Interleukin und RLE für relative 

Lichteinheiten. 

 

Die Quantifizierung von ATP entsprach auf allen Referenzmaterialien diesen Erwartungen: 

die LPS- und IL-4-stimulierten Testbedingungen bildeten die untere sowie die obere Grenze 

des Messbereichs ab. Dies deutet darauf hin, dass die Breite des experimentellen Designs das 

Entzündungsspektrum von M1- und M2-Makrophagen abdeckte. Signifikante Unterschiede 

zwischen den Testbedingungen zeigten, wie stark die Bewertung von Referenzmaterialien von 

den gewählten Testbedingungen abhängt. Im Vergleich zu allen anderen Testbedingungen 

führte beispielsweise die Kultivierung von Makrophagen ohne zusätzliche Behandlung auf 

Titan- und Silikonoberflächen zu signifikanten Unterschieden in der Zellvitalität. Die 

Oberflächenbehandlung mit hitzeinaktiviertem sowie nativem Plasma verdeutlichte einen 

materialabhängigen Effekt auf die Vitalität der Makrophagen. Nach einer Plasmaoberflächen-

behandlung lag die materialassoziierte Vitalität auf Glas, Titan, PTFE und PE im höheren 

Abbildung 3-12 Vitalität der materialadhärenten Makrophagen in Abhängigkeit von den 

Testbedingungen. 
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Messbereich, wohingegen auf Silikonoberflächen eine geringe Vitalität nachzuweisen war. 

Unabhängig von den gewählten Testbedingungen wurde die Vitalität durch die Materialeigen-

schaften beeinflusst, so war die Vitalität auf Silikon- und PE-Oberflächen im Vergleich zu 

allen anderen Referenzmaterialien gering. 

Die Testbedingungen beeinflussten die Zytokinfreisetzung.  

Ein relativ neues Feld in der Biokompatibilitätsforschung ist die Charakterisierung von 

Biomaterialien hinsichtlich ihrer Eigenschaften, eine zellvermittelte Freisetzung von löslichen 

Entzündungsmediatoren auszulösen (79). Die Eigenschaft von Biomaterialien, die Freisetzung 

von Zytokinen zu modulieren, konnte bereits für die murine Makrophagenzelllinie 

RAW 264.7 sowie für primäre Monozyten gezeigt werden (18, 139). Obwohl die Mechanis-

men der oberflächeninduzierten Zytokinfreisetzung und deren Funktion bei der Entwicklung 

einer Fibrose bis heute nicht aufgeklärt sind (79), lassen Studien aus angrenzenden 

Forschungsfeldern einen Rückschluss auf deren Einfluss und die Entstehung einer Fibrose zu 

(siehe hierfür Kapitel 1.3.3). In den durchgeführten Versuchen wies die Freisetzung der 

Zytokine durch primäre materialständige Makrophagen eine hohe Varianz zwischen den 

Spendern auf. Die Erhöhung der Replikationszyklen auf zehn Spender ermöglichte eine 

Abdeckung der hohen Varianz zwischen den Spendern und stärkte die Verlässlichkeit der 

Daten. Nach der Kultivierung für 48 Stunden bei 37 °C diente auf den Referenzmaterialien 

inkubiertes Kulturmedium zur Bestimmung der Schwellenkonzentration der gemessenen 

Parameter. Hierbei ist anzumerken, dass die Oberflächenbehandlung mit nativem oder 

hitzeinaktiviertem Plasma im Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium keine Erhöhung des 

Zytokinspiegels herbeiführte und dass das eingesetzte Referenzmedium demnach eine 

geeignete Kontrolle war. Des Weiteren führte die Stimulation mit LPS zu einem Anstieg der 

meisten Zytokine. Ausschließlich die TGF-ß1-Spiegel blieben unbeeinflusst. Auf Grund des 

deutlich niedrigeren Zytokinspiegels unter allen anderen Testbedingungen und zur besseren 

Auflösung der Unterschiede zwischen den Testbedingungen wurden die Daten unter LPS-

Stimulation in einem separaten Schaubild zusammengefasst (siehe Abbildung 3-13).  

Eine Entzündung zu Beginn des Kontakts zwischen Zellen und dem Biomaterial stellt einen 

Schlüsselmechanismus für die chronische Antwort auf einen Fremdkörper dar (101). Hierfür 

konnte die Konzentration proentzündlicher Zytokine wie IL-1ß, IL-6 und TNF-α im 

Zellkulturüberstand nach 48 Stunden bestimmt werden.  
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Die Zytokine IL-1ß, IL-6, TNF-α, IL-8 und IL-10 wurden unter LPS-Stimulation vermehrt ausgeschüttet, 
lediglich TGF-ß1-Spiegel wiesen im Vergleich zu den unstimulierten Testbedinungen keine Veränderung der 
Freisetzung auf. Signifikante Unterschiede zwischen den Materialien ließen sich ausschließlich für IL-1ß und IL-6 
feststellen. Die Balkendiagramme fassen die Mittelwerte und Standardfehler aus den Daten von zehn 
abhängigen Spendern (n = 10) zusammen. Ein p-Wert von ≤ 0,05 ist signifikant. 
 

Im Hinblick auf die Testvariablen unterschieden sich die IL-1ß-Spiegel zwischen den 

Materialien und den Testbedingungen nicht. Auf den meisten Referenzmaterialien lag die 

Freisetzung des Zytokins IL-1ß unterhalb der Messgrenze. Ähnlich zeigten nur Makrophagen 

weniger Spender eine Freisetzung von IL-1ß als Reaktion auf PTFE- und Silikonoberflächen 

(siehe Abbildung 3-14 A). Im Gegensatz zu IL-1ß setzen die Makrophagen das Zytokin IL-6 

in Abhängigkeit von den Testbedingungen frei (siehe Abbildung 3-14 B). Auf allen 

Abbildung 3-13 Im Vergleich zu den materiainduzierten Effekten führte die Stimulation der 

Makrophagen mit LPS eine höhere Ausschüttung der Zytokine herbei. 
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Materialien führte die Stimulation mit dem Zytokin IL-4 zu einer Abnahme des IL-6-Spiegels. 

Ein modulierender Effekt der Testbedingungen konnte auf Glasoberflächen beobachtet 

werden. Hierbei waren signifikant höhere IL-6-Spiegel für unbehandelte Testbedingungen 

(87 ± 57 pg pro ml) im Vergleich zu mit hitzeinaktiviertem plasmabehandelten Oberflächen 

(31 ± 13 pg pro ml) und IL-4-stimulierten Testbedingungen (9 ± 3 pg pro ml) zu beobachten. 

Titan-, PTFE- und Silikonoberflächen stimulierten insbesondere bei Vorbehandlung der 

Testoberflächen mit hitzeinaktiviertem Plasma die Freisetzung von TNF-α (siehe Abbil-

dung 3-14): Titan (283 ± 151 pg pro ml), PTFE (305 ± 72 pg pro ml) und Silikon 

(596 ± 218 pg pro ml). Eine modulierende Kapazität der Wechselwirkung zwischen Plasma 

und Material konnte auf Titan und PTFE beobachtet werden. Auf diesen Materialien führte 

die Oberflächenbehandlung mit Plasma eine Abnahme des TNF-α-

Spiegels (Titan: 20 ± 4 pg pro ml; PTFE; 58 ± 27 pg pro ml) herbei. Im Gegensatz hierzu 

induzierte die Plasmabehandlung von Silikonoberflächen (355 ± 156 pg pro ml) jedoch eine 

Zunahme des TNF-α-Spiegels. Zusätzlich bestand auf Silikonoberflächen eine starke 

Abhängigkeit der TNF-α-Freisetzung von den Testbedingungen. Die Materialeigenschaft, 

eine durch Makrophagen vermittelte Chemotaxis von Zellen herbeizuführen, konnte im 

Versuchsansatz durch die Freisetzung von IL-8 erfasst werden (104-106). Im Modellsystem 

fand die Freisetzung von IL-8 in Abhängigkeit von den Testbedingungen statt (siehe 

Abbildung 3-15 A). Hierbei führte die Behandlung von Glasoberflächen mit nativem Plasma 

(78 ± 18 * 10
3
 pg pro ml) im Vergleich zu hitzeinaktiviertem Plasma 

(45 ± 11 * 10
3
 pg pro ml) zu einer signifikanten Zunahme des IL-8-Spiegels. Außerdem war 

auf allen Referenzmaterialien nach Stimulation mit IL-4 eine signifikante Abnahme des IL-8-

Spiegels zu beobachten. Darüber hinaus zeigten M2-Makrophagen im Anschluss an die 

Differenzierung eine phänotypische IL-10-Freisetzung (antientzündlich) auf (siehe Abbildung 

3-15 B), wobei kein IL-12 (proentzündlich) freigesetzt wurde. Zusätzlich benötigte die 

Freisetzung von IL-10 eine kostimulierende Aktivierung, wie sie beispielsweise durch LPS 

oder Materialeigenschaften herbeigeführt werden kann. Trotz proentzündlicher LPS-

Stimulation führte die Aktivierung des aus M2-Makrophagen transpolarisierten M1-

Phänotyps zu einem blockierten IL-10- versus IL-12-Freisetzungsprofil. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit stimmten mit den von Verreck und Kollegen (2006) gezeigten Beobachtungen 

überein und demonstrierten über die Testphase von 48 Stunden die Stabilität des Differenzie-

rungsprofils. (142)  
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Die Kultivierung von Makrophagen auf den Referenzmaterialien führte zur Aktivierung der Makrophagen und 

zur Freisetzung von Zytokinen. Die Reaktion der Makrophagen auf die Referenzmaterialien war hierbei von den 

Testbedingungen abhängig. (A) Interessanterweise bestand zwischen den Testbedingungen keine Unterschiede 

in der IL-1ß-Freisetzung. (B) Auf Glasoberflächen wies IL-6 jedoch eine starke Abhängigkeit von den 

Testbedinungen auf. (C) Wohingegen für Testungen auf PTFE-, Titan- und Silikonoberflächen TNF-α in 

Abhängigkeit von den Testbedingungen freigesetzt wurde. Die Daten zeigen die Mittelwerte und Standardfehler 

von zehn Spendern (n = 10). Ein p-Wert von ≤ 0,05 ist als Signifikanzgrenze festgelegt. Die Daten nach LPS-

Stimulation zeigt Abbildung 3-13. Die folgenden Abkürzungen definieren HI als hitzeinaktiviert und IL als 

Interleukin.  

Abbildung 3-14 Sekretion von proentzündlichen Zytokinen IL-1ß, IL-6 und TNF-α. 
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IL-8 und IL-10 zeigten signifikante Unterschiede zwischen den Testbedingungen auf, wohingegen kein 

Unterschied des TGF-ß1-Spiegels im konditionierten Medium im Vergleich zum Referenzmedium vorlagen. 

(A) Eine Abhängigkeit der IL-8-Sekretion bestand für Tests auf Glasoberflächen. (B) Zusätzlich wiesen die IL-

10-Spiegel signifikante Unterschiede zwischen den Testbedingungen auf Glas-, PTFE- und Silikonoberflächen 

auf. (C) Die Sekretion von TGF-ß1 durch die materialständigen Makrophagen überschritt den Schwellenwert im 

Referenzmedium nicht. Die Zytokine konnten im Kulturüberstand von zehn abhängigen Spendern (n = 10) 

bestimmt werden und sind als Mittelwerte und Standardfehler abgebildet. Ein p-Wert von ≤ 0,05 kennzeichnet 

das Signifikanzniveau. Die Daten unter LPS-Stimulation sind in Abbildung 3-13 zusammengefasst. Die 

folgenden Abkürzungen sind als HI für hitzeinaktiviert und IL für Interleukin festgelegt.  

Abbildung 3-15 Aktive Sekretion von IL-8, IL-10 und TGF-ß1. 
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Die kontroverse Studienlage verweist auf eine mögliche konzentrationsabhängige Beteiligung 

von IL-10 an fibrotischen Prozessen. Während eine moderate IL-10-Konzentration das 

Bindegewebsgleichgewicht stabilisiert, führt die Überexpression durch die Rekrutierung von 

Fibrozyten sowie die Aktivierung von M2-Makrophagen die Entwicklung einer Fibrose 

herbei (109, 110). Nichts desto trotz konnte eine Behandlungsabhängigkeit des IL-10-

Spiegels auf den Materialoberflächen von Glas-, PTFE und Silikon beobachtet werden. 

Dahingegen trugen unbehandelte und IL-4-stimulierte Testbedingungen zu einer Erhöhung 

des IL-10-Spiegel bei. Eine direkte Beurteilung eines Materials hinsichtlich seiner 

Eigenschaft, eine Fibrose auszulösen, lieferte die Quantifizierung von profibrotischen 

Wachstumsfaktoren wie TGF-ß1 im Zellkulturmedium (112, 113, 116). Im Referenzmedium 

ließ sich eine hohe TGF-ß1-Konzentration als ein Bestandteil von fetalem Kälberserum 

messen (siehe Abbildung 3-15 C). Wie bereits für die Zytokine FGF und PDGF auf Glas- und 

Titanoberflächen gezeigt (siehe Kapitel 3.3.1), überstieg die TGF-ß1-Konzentration nach 

Kultivierung von Makrophagen auf den Referenzoberflächen nicht den Schwellenwert im 

Kulturmedium. Jedoch war die Supplementierung von Serum zum Kulturmedium für die 

biomimetische Nachahmung der Wechselwirkung zwischen Biomaterial und Proteinen von 

Bedeutung (179). Interessanterweise führte die Kultivierung von Makrophagen auf 

plasmabehandelten PE-Oberflächen (380 ± 70 pg pro ml) im Vergleich zu hitzeinaktivierten 

plasmabehandelten PE-Oberflächen (346 ± 60 pg pro ml) zu einer signifikanten Abnahme des 

TGF-ß1-Spiegels (p-Wert = 0,01). Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit der Einfluss von 

physiologischen Testbedingungen auf die Freisetzung von Zytokinen gezeigt werden. Die 

Freisetzung der Zytokine IL-6 und IL-8 wies in Antwort auf Glasoberflächen eine Abhängig-

keit von den Testbedingungen auf. Wohingegen die Freisetzung von TNF-α in Antwort auf 

Titan-, PTFE- und Silikonoberflächen von den Testbedingungen abhing. Zusätzlich konnten 

Unterschiede in der IL-10-Konzentration zwischen den Testbedingungen nach Testung auf 

Glas-, PTFE- und Silikonoberflächen gezeigt werden. Die Zytokine IL-1ß und TGF-ß1 

eigneten sich unter den gewählten Testbedingungen weniger als Bewertungskriterien 

zwischen den Testbedingungen. Trotz der beobachteten Effekte ließ sich jedoch kein 

allgemeingültiger, valider Zusammenhang zwischen allen Messparametern und den 

Testbedingungen feststellen.  
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Ein vergleichendes, statistisches Modellsystem ermöglichte die Überführung der komplexen 

multifaktoriellen Daten in ein Punktesystem, das einerseits die Unterscheidungskapazität 

zwischen den Referenzmaterialien aufzeigen sollte und zusätzlich für die Biomaterialbewer-

tung eingesetzt werden konnte. 

Zur Bestimmung der Unterscheidungskapazität erfolgte für jede Testbedingung die 

Überführung des Signifikanzprofils, das sich aus einem paarweisen Vergleich zwischen einem 

Material zu allen anderen Materialien ableitet, in ein Punktesystem (siehe Gleichung 4 in 

Kapitel 2.2.4). Hierbei erhielten Materialien, die im Vergleich zu allen anderen Materialien 

signifikant höhere Messparameter aufwiesen, einen positiven Signifikanzwert. Eine negative 

Bewertung ergab sich für Materialien, die im Vergleich zu den anderen Materialien zahlreiche 

signifikant niedrigere Messparameter aufwiesen. Dieses einfache Bewertungsmodell 

reduzierte die komplexe Datenmatrix aus den fünf Referenzmaterialien, den fünf Testbedin-

gungen und den zehn getesteten Zellspendern auf ein Bewertungskriterium. Für jedes 

Material konnten die erfassten Signifikanzwerte für jeden einzelnen Messparameter in eine 

Heat Map (siehe Abbildung 3-16) überführt werden. Dies visualisierte graphisch die 

Unterschiede zwischen den Biomaterialen und den einzelnen Messparametern. Abschließend 

konnte für jede Testbedingung das parameterabhängige Signifikanzprofil durch die 

Summenbildung aus den einzelnen Signifikanzwerten in ein Materialbewertungsmodell 

übersetzt werden (Abbildung 3-17).  

Die Behandlung einer Materialoberfläche mit Plasma erzielte eine valide Biomaterialcharak-

terisierung in vitro. 

In präklinischen und klinischen Studien (siehe Tabelle 3-2) ist für die Referenzmaterialien 

eine steigende fibrotische Eigenschaft von PE über Titan und PTFE zu Silikon nachgewiesen. 

Diese literaturbasierte Materialbewertung bildete die Grundlage zur Prüfung der Validität und 

des prädiktiven Werts der gewählten Testbedingungen. In der Heat Map ist der Signifikanz-

wert für jedes einzelne Referenzmaterial und für jeden einzelnen Messparameter dargestellt 

(siehe Abbildung 3-16). Ein Messparameter mit einer steigenden Farbe von Blau zu Rot in 

der Reihenfolge von PE über Titan und PTFE zu Silikon eignete sich als aussagekräftiger 

Messparameter zur Bewertung der fibrotischen Eigenschaften eines Biomaterials. Beispiels-

weise konnte nach Oberflächenbehandlung mit nativem Plasma eine hohe Aussagekraft für 

den Messparameter IL-8 nachgewiesen werden.  
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Der erhaltene Signifikanzwert konnte in eine Farbskalierung von blau für negative Werte und rot für positiv 

Werte überführt werden. Hierdurch ermöglichte das Punktemodell die Visualisierung von Unterschieden 

zwischen den Testbedingungen und letztendlich die Bewertung von jedem spezifischen Messparamter 

hinsichlich seiner Aussagekraft. Auf der Gundlage der literaturbasierten Bewertung der Referenzmaterialien 

besitzt ein Messparameter mit einer steigenden Farbe von Blau zu Rot von PE, über Titan und PTFE zu Silikon 

eine hohe Aussagekraft. 

 

Dagegen kennzeichnete die Zytokine IL-6, TNF-α und IL-10 nach der Oberflächenbehand-

lung mit Plasma zwar eine hohe Korrelation zum Sollwert. Jedoch zeigten sich im 

Bewertungsrang bei den Referenzmaterialien Titan und PTFE keine Unterschiede was die 

Aussagekraft der Messparameter IL-6, TNF-α und IL-10 abschwächt. Im Gegensatz dazu 

besaßen die Messparameter IL-1ß und TGF-ß1 keine Unterscheidungskapazität zwischen den 

Biomaterialien, was sich durch keine Übereinstimmung der Farbskalierung zur literaturbasier-

ten Bewertung der Referenzmaterialien zeigte. Im entwickelten Punktemodell verdeutlichte 

das Farbmuster der Heat Map das Signifikanzprofil unter den jeweiligen Testbedingungen 

und visualisierte Unterschiede zwischen diesen.  

Abbildung 3-16 Das Signifikanzprofil von jedem Referenzmaterial im Vergleich zu allen 

anderen Referenzmaterialen konnte in ein Bewertungsmodell überführt werden. 
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Die Balkendiagramme stellen für jede Testbedingung die Ergebnisse des Bewertungsmodells dar. Der Vergleich 

mit der literaturbasierten Rangordnung der Biomaterialien ermöglichte eine Validierung der getesteten 

Bedingungen im Hinblick auf ihre Aussagekraft. Hinsichtlich der beschriebenen Biomaterialbewertung wies die 

Oberflächenbehandlung mit humanem Plasma eine hohe Validität auf. 

 

Der Vergleich innerhalb der Heat Map bestärkte das gewählte Studiendesign, das den Einfluss 

von Testbedingungen auf die Bewertung von Biomaterialien zeigt. Unter jeder einzelnen 

Testbedingung wirkten sich Unterschiede im Farbmuster beziehungsweise im Signifikanzwert 

auf die finale Biomaterialbewertung aus. Anhand der aktuellen Studienlage ließen sich die 

Referenzmaterialien einstufen und ermöglichten eine Validierung der abgeleiteten 

Materialbewertung. Hierbei führte die Oberflächenbehandlung mit nativem Plasma zu einer 

Materialbewertung von PE (∑Score = - 12) über Titan (∑Score = 2) und PTFE (∑Score = 4) 

zu Silikon (∑Score = 9). Diese Bewertung stimmte mit der Einschätzung aus präklinischen 

und klinischen Studien überein (siehe Tabelle 3-2). In Analogie zu den Ergebnissen unter der 

Oberflächenbehandlung mit Blutplasma erhielten interessanterweise die Referenzmaterialien 

Abbildung 3-17 Die Summe der Signifikanzwerte aller einzelnen Messparameter konnte in ein 

Bewertungsmodell der Referenzmaterialien überführt werden. 
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PE und Glas unter den Testbedingungen ohne Behandlung und mit hitzeinaktivierter 

Plasmabehandlung negative Rangwerte. Dagegen wurden unter diesen Testbedingungen die 

Referenzmaterialien PTFE, Titan und Silikon mit positiven Rängen belegt. Dabei wies die 

relative Rangposition der positiv bewerteten Referenzmaterialien zueinander nur unter 

Plasmabehandlung eine Übereinstimmung mit der Studienlage auf. Diese Beobachtungen 

verdeutlichten, dass insbesondere die Testungen auf Silikon-, PTFE- und Titanoberflächen 

von der Wahl geeigneter Testbedingungen abhängig waren. Interessanterweise war die 

Bewertung der Referenzmaterialien nach Stimulation mit LPS auf die Messparameter 

CellTiter, IL-1ß und IL-6 begrenzt, da alle anderen Messparameter keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Referenzmaterialien ergaben. Hierbei war im Vergleich zu allen 

anderen Testbedingungen ausschließlich nach Stimulation mit LPS eine materialabhängige 

IL-1ß-Freisetzung zu beobachten. Die begründet, dass die Materialbewertung unter LPS-

Stimulation keine Analogie zu den anderen Testbedingungen aufwies. Titan (∑Score = - 4), 

Silikon (∑Score = - 2) und PE (∑Score = - 4) erhielten eine negative Bewertung. Die 

Referenzmaterialien Glas (∑score = 5) und PTFE (∑Score = 5) wurden positiv bewertet. Die 

starke Abweichung der erzielten Biomaterialbewertung nach LPS-Stimulation verdeutlichte, 

wie sensitiv die Bewertung eines Biomaterials von dessen Oberflächenreinigung abhängig 

und wie wichtig eine ausreichende Oberflächenreinigung vor Durchführung einer Biomateri-

altestung ist. Zusammenfassend veranschaulichte das vergleichende statistische Bewertungs-

modell Unterschiede zwischen den Testmaterialen und den Messparametern. Die Heat Map 

visualisierte das Signifikanzprofil und ermöglichte die Identifizierung von Messparametern 

mit einer hohen prädiktiven Aussagekraft. Unterschiede zwischen den gewählten Testbedin-

gungen wurden im Farbmuster der Heat Map deutlich und zeigten die Abhängigkeit der 

Materialtestung von den gewählten Testbedingungen auf. Diese Unterschiede beeinflussten 

wiederum die Bewertung eines Biomaterials. Die Materialbewertung unter autologer 

Blutplasmaoberflächenbehandlung wies im Vergleich zur präklinischen und klinischen 

Bewertung der getesteten Referenzmaterialien eine hohe prädiktive Aussagekraft auf und 

stärkte die Validität dieser Testbedingung. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Korrelation 

zwischen in vitro und in vivo Biomaterialstudien möglich ist, wenn passende Testbeding-

ungen verifiziert werden.  
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3.5 Dreidimensionales Wundgewebe als Fremdkörpermodelle 

Bisherige in vitro Fremdkörpermodelle bilden die Komplexität der Prozesse in vivo nur 

bedingt ab. Für die Entwicklung eines aussagekräftigen in vitro Modellsystems ließ sich im 

vorangegangenen Teil der Arbeit die Oberflächenbehandlung mit humanem Blutplasma als 

eine verlässliche Testbedingung bestimmen (3). Jedoch berücksichtigte dieses Testverfahren 

ausschließlich die Wechselwirkungen zwischen dem Biomaterial, den Bestandteilen im 

Blutplasma und den eingesetzten Makrophagen - die Reaktion von Fibroblasten auf das 

Fremdmaterial blieb außen vor. Das beschriebene indirekte Modellsystem charakterisierte 

bereits das Fremdkörpersignal über die Reaktion von Fibroblasten und zeigte für relevante 

Teilprozesse wie die Chemotaxis und die Umstrukturierung von Bindegewebe die Übersetz-

ung des Signals in eine Fremdkörperreaktion (2). Ein Nachteil solcher indirekten Testverfah-

ren bleibt insbesondere, dass der Effekt des Fremdmaterials ausschließlich zu einem 

bestimmten Zeitpunkt charakterisiert wird und keine Kommunikation zwischen den Zellen 

über rückkoppelnde Signale möglich ist. Dies begründete in der anschließenden Studie die 

Rekonstruktion eines direkten dreidimensionalen Gewebes aus Makrophagen, Fibroblasten 

und Matrixkomponenten. Dieses Model bildete biomimetisch die Grenzflächen zwischen der 

Biomaterialoberfläche, der Wunde und dem nativen Gewebe ab (siehe Abbildung 3-18). 

In vivo bettet die Einblutung in das entstandene Defektareal den Fremdkörper in eine 

provisorische dreidimensionale Fibrinmatrix ein. Diese verschließt den Wunddefekt und 

bildet die Grenzfläche zur biophysikalischen Grundsubstanz der nativen Bindegewebsmatrix, 

den Kollagenfasern. Die verschiedenen dreidimensionalen Matrixstrukturen in einer Wunde 

lassen sich in vitro nachbauen. Im entwickelten Modellsystem bildeten Makrophagen in einer 

Fibrinmatrix das Defektareal zwischen Biomaterial und dem umliegenden Bindegewebe ab. 

In einem stehenden Zellkulturträgersystem ließen sich Bindegewebsmodelle aus Fibroblasten 

(I) in einer Fibrinmatrix und (II) in einer Kollagenmatrix apikal auf das Fibrinhydrogel mit 

Makrophagen aufsetzen. Diese bildeten einerseits (I) die Einwanderungszone von Fibroblas-

ten in die Wundnische sowie alternativ (II) die Grenzflächen zum nativen Bindegewebe nach. 

Die direkte Kommunikation zwischen den Makrophagen und den Fibroblasten war über den 

Austausch löslicher Stoffe durch eine poröse Membran im Boden des Trägersystems 

zwischen beiden Kompartimenten gewährleistet. Studien auf PTFE- und Titanoberflächen 

dienten einer Bewertung der Modellsysteme hinsichtlich ihrer Unterscheidungskapazität. 
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(A) Das entwickelte Kokultursystem kombinierte Zell- und Matrixkomponenten, welche die Wundumgebung 

sowie das native Bindegewebe abbilden. In direktem Kontakt zu der Biomaterialoberfläche erfolgte die Bildung 

einer Fibrinmatrix mit Monozyten. Ein stehendes Zellkulturträgersystem unterstützte den Aufbau einer fibrösen 

Bindegewebskomponente aus Fibroblasten in einer Fibrinmatrix oder einer Kollagenmatrix. (B) Auf den 

Referenzmaterialien Glas, PTFE und Titan erfolgte der Aufbau von den beschiebenen i. kollagenbasierten und 

ii. fibrinbasierten Fremdkörpermodellen; iii. Monokulturmodelle mit Fibroblasten oder Makrophagen sowie 

Modellen ohne Zellen eigneten sich für Studien über den Einfluss der einzelnen Modellkomponenten. Dieses 

Modellsystem wurde für 6 Tage unter M-CSF-Stimulation kultiviert und anschließend bis Tag 13 ohne 

Stimulation weiter gezogen. Insgesamt konnte das Fremdkörpermodellsystem mit fünf unterschiedlichen 

Monozytenspendern (n = 5) jeweils im Triplikat (n = 3) aufgebaut werden.  

 

 

 

 

Abbildung 3-18 Das dreidimensionale Fremdkörpermodell bildete die Grenzflächen in der 

Wundumgebung ab. 
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Auf Glasoberflächen ermöglichten Modelle mit (I) Makrophagen und Fibroblasten, 

ausschließlich (II) Makrophagen oder (III) Fibroblasten sowie (IV) ohne Zellen einen 

Rückschluss auf den Einfluss der Komponenten auf das komplexe System. Zahlreiche 

quantitative Endpunkte charakterisierten einerseits das Entzündungsgeschehen als auch die 

Ablagerung von Bindegewebe im Modellsystem. Letztendlich reduzierte eine Hauptkompo-

nentenanalyse die Dimensionen des generierten, komplexen Datensatzes und zeigte so die 

Unterscheidungskapazität des Modellsystems zwischen den Referenzmaterialien PTFE und 

Titan auf. 

Aus humanem Blutplasma konnte eine Fibrinmatrix gewonnen werden, die für eine 

Langzeitkultivierung in den dreidimensionalen Fremdkörpermodellen stabilisiert werden 

musste.  

In vivo leitet der Fremdkörperkontakt sowie die Gewebsverletzung eine Aktivierung der 

Koagulation des Blutplasmas ein und setzt über ein Enzym-Protein-Kaskadensystem 

Fibrinogen zu Fibrin um (180). Zur Anwendung in vitro ist die Herstellung von Fibrinhydro-

gelen aus Blutplasma bereits beschrieben (147, 181, 182). Mit dem Ziel eine standardisierte 

Matrix herzustellen, begründeten die natürlichen Schwankungen des physiologischen 

Fibrinogenspiegels (2 bis 4 mg pro ml) das Zusammenführen des Plasmas von mehreren 

Spendern (n = 10) (183).  

Citrat und Phosphat stabilisierten über die Bindung des Kofaktors Calcium den flüssigen 

Zustand des Blutplasmas (180). Letztendlich ließ sich der stabilisierte Zustand mit 

15 mM Calcium aufheben und die Koagulation des Plasmas optimal einleiten 

(Abbildung 3-19 A). Weiterhin unterstützte Thrombin (2 Einheiten pro ml) zusätzlich die 

natürliche enzymatische Katalyse von Fibrinogen zu Fibrin (Abbildung 3-19 B). Zusätzlich 

erforderte das natürlicherweise im Blutplasma vorkommende fibrinolytische Enzym Plasmin 

eine Stabilisierung der Fibrinmatrix für eine Langzeitkultivierung (183). Das hierfür 

eingesetzte Antifibrinolytikum Tranexamsäure (t-AMCA) hemmt über die Komplexbildung 

mit dem Propeptid Plasminogen dessen enzymatische Aktivierung (147).  
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(A) Citrat und Phosphat stabilisierten das eingesetzte gepoolte Blutplasma (n = 10 Spender). Die Zugabe von 

Calcium führte zur Koagulation. Nach 30-minütiger Inkubation bei 37 °C konnte über die Absorption von 

280 nm bis 480 nm der Einfluss unterschiedlicher Calciumkonzentrationen auf die Koagulation bestimmt 

werden. (B) Die Absorptionsmessung bei 320 nm über einen Zeitraum von 30 Minuten verdeutlichte, dass 

zusätzliches Thrombin die Umsetzung von Fibrinogen zu Fibrin beschleunigt.  

 

Studien mit primären dermalen Fibroblasten (n = 3) bestätigten die Stabilisierung von Fibrin 

durch t-AMCA im Kulturmedium (siehe Abbildung 3-20). Im Gegensatz hierzu führte die 

Kultur ohne Stabilisator zu einer hohen Varianz bis hin zur kompletten Fibrinolyse der 

Hydrogele. Die erzielte Standardisierung begründete den nachfolgenden Einsatz von t-AMCA 

im Kulturmedium. 

Abbildung 3-19 Koagulation von humanem Blutplasma. 
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(A) In einer Langzeitkultur mit humanen dermalen Fibroblasten (n = 3) konnte die Stabilität der Fibrinmatrix 

untersucht werden. Hierfür erfolgte die Herstellung von Fibrinhydrogelen unter Zusatz von (I) 15 mM Calcium 

oder (II) 15 mM Calcium und Thrombin (2 Einheiten pro ml). Die Kultivierung über einem Zeitraum 

von 7, 14 und 21 Tage zeigte, dass der Zusatz von t-AMCA zum Kulturmedium eine Langzeitstabilisierung der 

Fibrinmatrix ermöglichte. (B) Exemplarisch photographisch dargestellt ist ein Fibringewebe (Thrombin mit 

Calcium) an Tag 21 nach Kultivierung mit t-AMCA sowie zum Vergleich ein Fibringewebe (Thrombin mit 

Calcium) ohne Zellen nach Kultivierung ohne t-AMCA.  

 

In einer dreidimensionalen Fibrinmatrix differenzierten die humanen Monozyten unter dem 

Zusatz von M-CSF zu Makrophagen. 

Bereits etablierte dreidimensionale humanbasierte Fremdkörpermodelle setzen primäre 

Monozyten (184) oder die Monozytenzelllinie U937 (185) ein. Die meisten Differenzierungen 

von humanen Monozyten basieren auf einer sechstägigen Stimulation mit Wachstumsfaktoren 

unter zweidimensionalen Kulturbedingungen (148-150). Im weiterentwickelten Modellsystem 

fand die Integration von Monozyten in ein dreidimensionales Fibrinhydrogel und die 

anschließende Differenzierung durch exogene Stimulation mit M-CSF statt. Nach der         

13-tägigen Kultivierungsphase ließen sich vitale Makrophagen auf der Materialoberfläche 

nachweisen (siehe Abbildung 3-21). Zum Beispiel exprimierten die Makrophagen auf 

Glasoberflächen den M2-phänotypischen Marker CD163 sowie das interzelluläre Adhäsions-

molekül CD54 (Abbildung 3-21 A). Auf den Materialoberflächen fand eine Anreicherung 

vitaler Makrophagen statt, die sich über ATP-Quantifizierung auf allen Referenzoberflächen 

bestätigen ließ. 

Abbildung 3-20 Aufbau von langzeitstabilen Fibrinhydrogelen. 
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(A) Im Anschluss an die 13-tägige Kultivierung konnten vitale Makrophagen auf der Materialoberfläche 

bestimmt werden. Die histologische Färbung des interzellulären Adhäsionsmoleküls (CD54; grün) sowie des 

M2-phänotypischen Markers CD163 (rot) bestätigte die Anwesenheit von Makrophagen (exemplarisch auf 

Glasoberflächen gezeigt). Der Maßstabbalken bildet 50 µm ab und gilt für beide Aufnahmen. (B) Der CellTiter-

Glo-Nachweis zeigte für alle Referenzmaterialien sowie Versuchgruppen die Vitalität der Makrophagen. Für die 

Bestimmung ließen sich je Spender (n = 5) zwei Modelle (n = 2) analysieren. Das festgelegte Signifikanzniveau 

liegt bei einem p-Wert von ≤ 0,05. Hierbei kennzeichnet ein doppeltes Sternchen (**) eine Versuchsgruppe, die 

sich zu allen anderen Versuchgruppen signifikant unterschied. 

 

Hierbei lag der Messbereich von 10 * 10
4
 bis 25 * 10

4
 relativen Lichteinheiten in einem 

vergleichbaren Messbereich wie nach 48-stündiger Kultivierung von Makrophagen auf den 

jeweiligen Referenzmaterialien (siehe Abbildung 3-12 in Kapitel 3.4). Im Vergleich zu Glas- 

und PTFE-Oberflächen wies die Vitalität der Makrophagen auf Titanoberflächen eine 

signifikante Erhöhung auf (kollagenbasiertes Modell: 23 ± 4 * 10
4 

relative Lichteinheiten; 

fibrinbasiertes Modell: 25 ± 3 * 10
4
 relative Lichteinheiten). Zusätzlich verdeutlichte die 

mikroskopische Untersuchung des auf materialaufgelagerten Fibringewebes die Anreicherung 

von Makrophagen an den Grenzflächen des Hydrogels (Abbildung 3-22 A und B). Die 

rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen Blick auf das Fibringewebe. Hierbei 

saßen Makrophagen direkt auf dem lockeren Fibrinnetz. Die dargestellte Azanfärbung bildet 

einen Querschnitt durch das Fibringewebe (rot) ab und bestärkte die Annahme, dass eine 

Akkumulation der Makrophagen an den Grenzflächen stattfand. Während dem histologischen 

Aufarbeitungsprozess ging jedoch die Orientierung im Gewebe verloren. Es ist dennoch 

möglich, dass sich die Makrophagen an der Grenzfläche zum Biomaterial anreicherten. 

Abbildung 3-21 Vitalität der Makrophagen in direktem Kontakt mit dem Biomaterial. 
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Zusammenfassend konnte im entwickelten Modellsystem die Vitalität der Makrophagen nach 

der 13-tägigen Kultivierungsphase gezeigt werden. Hierbei zeigte sich auf Titanoberflächen 

im Vergleich zu den anderen Materialien eine signifikant erhöhte Zellvitalität.  

Der Kontakt zu einem Fremdkörper aktivierte Gerinnungsfaktoren, die auf den Referenzmate-

rialien eine materialabhängige Fibrinsynthese einleiteten.  

Im Vergleich zu den Materialien Glas und Titan führte die Koagulation des Plasmas auf 

PTFE-Oberflächen zu einer signifikant erhöhten Fibrinsynthese (Abbildung 3-22 C). Hier 

bildeten sich im kollagenbasierten Modell 392 ± 55 mg und im fibrinbasierten Modell 

336 ± 49 mg auf der Oberfläche aus. Im Gegensatz dazu befand sich auf den Glasoberflächen 

im Vergleich zu allen anderen Testoberflächen signifikant weniger Fibrin. Das Nassgewicht 

des Fibringewebes auf den Glasoberflächen betrug im kollagenbasierten Modell 134 ± 16 mg 

und im fibrinbasierten Modell 127 ± 16 mg. Die nahezu äquivalente Fibrinmenge bei den 

Modellen aus Kollagen oder Fibrin demonstrierte die Unabhängigkeit der Fibrinsynthese von 

der apikalen fibrösen Modellkomponente. Zusätzlich bestärkten diese Ergebnisse die hohe 

Standardisierung des Modellsystems. Ergänzend verdeutlichten die Monokulturmodelle, dass 

die materialabhängige Fibrinsynthese unter dem Einfluss von Matrixkomponenten und den 

eingebrachten Zellen stand. Auf Glasoberflächen entsprach das Nassgewicht in den 

Kokulturmodellen circa einem Drittel des Fibrins in den Monokulturmodellen mit Makropha-

gen: im kollagenbasierten Monokulturmodell bildeten sich 376 ± 48 mg und in den 

fibrinbasierten Monokulturmodellen 368 ± 51 mg. Mit circa einem Viertel des Gewichts der 

Modelle mit ausschließlich Fibroblasten fiel die Fibrinsynthese in den Kokulturmodellen 

vergleichbar niedrig aus. In der Monokultur mit Fibroblasten betrug das Nassgewicht des 

aufgelagerten Fibringewebes in den Kollagenmodellen 552 ± 55 mg und in den Fibrinmodel-

len 543 ± 89 mg. Dies zeigt, dass die Wechselwirkung zwischen der Fibrinmatrix, den 

Makrophagen und den Fibroblasten zu einer geringeren Fibrinablagerung in den Kokultur-

modellen führte. Wesentlich ist, dass die Fibrinsynthese auf den Materialoberflächen eine sehr 

hohe Unterscheidungskapazität aufwies - das Nassgewicht stieg jeweils signifikant von Glas 

über Titan zu PTFE an.  
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(A) Dargestellt ist eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme sowie (B) eine lichtmikroskopische 

Aufnahme einer Azanfärbung des aufgelagerten Fibringewebes nach Kultivierung für 13 Tage. Die roten Pfeile 

kennzeichnen Makrophagen. Der Maßstabbalken stellt in (A) 5 µm und in (B) 100 µm dar. 

(C) Die Fibrinsynthese war abhängig von mehreren Einflussgrößen wie den Materialeigenschaften und der 

Wechselwirkung zwischen Zellen und Matrix. In die quantitative Bestimmung fließen je Spender (n = 5) zwei 

Modelle (n = 2) ein. Das festgelegte Signifikanzniveau liegt bei einem p-Wert von ≤ 0,05; hierbei kennzeichnet 

ein doppeltes Sternchen (**) eine Versuchsgruppe, die sich zu allen anderen Versuchgruppen signifikant 

unterschied. 

 

In einer Kollagenmatrix bildeten sich dichte Bindegewebsstrukturen aus, wohingegen die 

Fibroblasten in einer Fibrinmatrix in lockeren Netzstrukturen vorlagen (Abbildung 3-23 A).  

Wie bereits in Kapitel 3.3.2 beschrieben, ging die beobachtete Verdichtung des Kollagen-

gewebes mit einer materialabhängigen Gewichtsabnahme einher (Abbildung 3-23 C). Im 

Vergleich zum Ausgangsgewicht von 500 mg nahm beispielsweise das Nassgewicht des 

apikalen Bindegewebes von Titan (326 ± 54 mg) mit der geringsten Gewichtsabnahme über 

PTFE (248 ± 57 mg) zu Glas (111 ± 40 mg) ab. Im Vergleich zu allen anderen Versuchsgrup-

pen führte die Kultivierung auf Glasoberflächen zu einer signifikanten Abnahme des apikalen 

Kollagenhydrogels. Jedoch war die Gewichtsabnahme zwischen den Materialien PTFE und 

Titan nicht signifikant (p-Wert = 0,23). Im Gegensatz dazu nahmen die fibrinbasierten 

apikalen Bindegewebseinheiten unabhängig von den Materialoberflächen um mehr als 50 % 

des Ausgangsgewichts ab. 

Abbildung 3-22 In direktem Kontakt zur Materialoberfläche bildete sich Fibringewebe mit 

vitalen Makrophagen. 
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(A) In der Rasterelektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass nach 13 Tagen Kultivierung die 

Mikrostruktur des kollagenbasierten Bindegewebsmodells deutlich dichter als die des fibrinbasierten Modells 

war. Die roten Pfeile markieren die Grenzfläche zwischen einem Fibroblasten und der extrazellulären Matrix. 

Der Maßstabbalken bildet 5 µm ab und ist für beide Aufnnahmen gültig. (B) Das apikale Bindegewebsmodell 

konnte aus dem Zellkulturträgersystem entnommen und das Gewicht erfasst werden. (C) Die Bestimmung des 

Nassgewichts verdeutlichte material- und modellabhängige Unterschiede. Je Spender (n = 5) konnten zwei 

Modelle (n = 2) einbezogen werden. Das Signifikanzniveau liegt bei einem p-Wert von ≤ 0,05. Ein doppeltes 

Sternchen (**) kennzeichnet eine Versuchsgruppe, die sich von allen anderen Versuchsgruppen signifikant 

unterschied.  

 

Dies verdeutlicht, dass die Fibrinbildung im apikalen Trägersystem im Vergleich zum basalen 

Fibringewebe unabhängig von den Materialeffekten war. 

Im Vergleich zu den kollagenbasierten Modellen charakterisierte die fibrinbasierten Modelle 

ein höheres proentzündliche Milieu aus den Zytokinen IL-1ß, IL-6 und IL-8 (Abbildung 3-24).  

Dementsprechend waren in den Fibrinmodellen im Vergleich zu den Kollagenmodellen die 

Spiegel des Zytokins IL-1ß um circa das Zweifache sowie des Zytokins IL-6 um circa das 

Dreifache und des Zytokins IL-8 um das Anderthalbfache erhöht. Interessanterweise 

verdeutlichten die Monokulturmodelle den Beitrag von Fibroblasten zu der Erhöhung des    

Abbildung 3-23 Apikales Bindegewebsmodell bestehend aus HFF-1-Fibroblasten in einem 

Kollagenhydrogel sowie in einem Fibrinhydrogel. 
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IL-6-Spiegels und des IL-8-Spiegels. Hierbei setzten Fibroblasten in einer Kollagenmatrix 

789 ± 171 pg pro ml des Zytokins IL-6 und 1574 ± 567 pg pro ml des Zytokins IL-8 frei. Im 

Vergleich zu den kollagenbasierten Modellen betrug die Freisetzung durch Fibroblasten in 

einer Fibrinmatrix für das Zytokin IL-6 mit 16 ± 2 * 10
4
 pg pro ml das Zweihundertfache und 

für das Zytokin IL-8 mit 18 ± 3 * 10
4
 pg pro ml das Hundertfache. In der Freisetzung von   

IL-1ß wiesen die Monokulturmodelle mit Fibroblasten dagegen keine Unterschiede zwischen 

den Modellen auf. Möglicherweise ergab sich aus der Wechselwirkung zwischen Makropha-

gen und Fibroblasten mit der Fibrinmatrix die Erhöhung des Entzündungsprofils. Zusammen-

fassend bestärkten die Ergebnisse den biomimetischen Modellansatz, die Mikroumgebung in 

einer Wunde abzubilden, und zeigten, dass die Zellantwort von der extrazellulären 

Mikroumgebung abhing. 

In Antwort auf die Referenzmaterialien Glas, Titan und PTFE zeigten die Zytokine IL-1ß und 

IL-8 sowohl in den Kollagenmodellen als auch in den Fibrinmodellen ein analoges 

Freisetzungsprofil auf.  

Nach Kultivierung auf den Referenzoberflächen stieg der Zytokinspiegel von PTFE mit der 

geringsten Freisetzung der Zytokine IL-1ß und IL-8 über Glas mit einer moderaten 

Zytokinfreisetzung zu Titan an. Beispielsweise wies die Freisetzung von IL-1ß in den 

fibrinbasierten Kokulturmodellen signifikante Unterschiede auf: der IL-1ß-Spiegel 

verdoppelte sich hier jeweils von PTFE mit 13 ± 5 pg pro ml über Glas (26 ± 5 pg pro ml) zu 

Titan (47 ± 9 pg pro ml). Ähnlich stimmte in den Kollagenmodellen das Freisetzungsprofil 

von IL-6 mit dem für IL-1ß und IL-8 beschriebenen Profil überein. Hier nahm der IL-6-

Spiegel von 3 ± 0,7 * 10
4
 pg pro ml nach Kultivierung auf PTFE-Oberflächen über 

Glas (5 ± 0,6 * 10
4
 pg pro ml) und Titan (6 ± 0,8 * 10

4
 pg pro ml) zu. Interessanterweise war 

die materialinduzierte Zytokinsekretion in den fibrinbasierten Modellen zwar stärker, ähnelte 

jedoch den materialinduzierten relativen Effekten in den kollagenbasierten Modellen. Das 

übereinstimmende Sekretionsprofil zwischen den Kollagenmodellen und den Fibrinmodellen 

verdeutlichte die Stabilität der materialinduzierten Effekte sowie die Validität und die 

Aussagekraft beider Modellsysteme. 

 



 3. Ergebnisse   

               

 

129 

 

 

Die Zytokinbestimmung von IL-6, IL-8, IL-1ß, IL-10 und TGF-ß1 fand an Tag 13 im Zellkulturüberstand statt. 

Es erfolgte die Analyse von allen drei Modellen (n = 3) je fünf Spender (n = 5). In den Balkendiagrammen sind 

die Mittelwerte und Standardfehler dargestellt. Das Signifikanzniveau ist auf einen p-Wert von ≤ 0,05 festgelegt. 

Die Kennzeichnung mit einem doppelten Sternchen (**) beschreibt eine zu allen anderen Versuchsgruppen 

signifikante Versuchsgruppe. Bei einer Kennzeichnung mit einem Sternchen (*) bestanden zwar keine 

signifikanten Unterschiede zum jeweiligen Monokulturmodell mit einem Sternchen, jedoch zu allen weiteren 

Versuchsgruppen.  

Abbildung 3-24 Die Zytokinausschüttung im Fremdkörpermodellsystem hing vom Material und 

dem Modell ab. 
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Im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen führte die Kultivierung von Makrophagen 

auf Titanoberflächen eine signifikante Erhöhung des antientzündlichen Zytokins IL-10 im 

Kulturmedium herbei.  

Zum Beispiel stieg im kollagenbasierten Fremdkörpermodell der IL-10-Spiegel um circa das 

Dreifache von 6 ± 2 pg pro ml nach Kultivierung auf PTFE-Oberflächen zu 19 ± 2 pg pro ml 

nach Kultivierung auf Titanoberflächen signifikant an. In Analogie war im Kulturmedium der 

fibrinbasierten Modelle ein signifikanter Anstieg der IL-10-Konzentration auf das Doppelte 

von PTFE mit 5 ± 7 pg pro ml zu Titan mit 11 ±6 pg pro ml zu beobachten. Dies verdeutlicht, 

dass Titanoberflächen einerseits die Freisetzung von proentzündlichen Zytokinen wie IL-1ß, 

IL-6 und IL-8 stimulierten, jedoch ebenfalls eine antientzündliche Immunantwort auslösten. 

In den Kokulturmodellen überstieg die TGF-ß1-Freisetzung den Schwellenwert im 

Kulturmedium und lag höher als in den Monokulturmodellen mit Makrophagen oder mit 

Fibroblasten.  

Rückblickend konnte in den vorangegangenen 48-stündigen Kurzzeitkultivierungsversuchen 

mit Makrophagen keine aktive Freisetzung von TGF-ß1 beobachtet werden. Jedoch führte die 

Kultivierung von Makrophagen über einen Zeitraum von 13 Tagen zu einer signifikanten 

Erhöhung des TGF-ß1-Spiegels in den Kollagenmodellen. Im Vergleich zum Basalspiegel 

von 934 ± 54 pg pro ml in den Kollagenmodellen ohne Zellen stieg die Konzentration im 

Monokulturmodell mit Makrophagen auf 1120 ± 60 pg pro ml signifikant an. Vergleichbare 

Effekte waren in den Fibrinmodellen zu beobachten: hier betrug die Basalkonzentration 

884 ± 49 pg pro ml und die Konzentration in den Monokulturmodellen mit Makrophagen 

1191 ± 70 pg pro ml. Zusätzlich beeinflussten die Fibroblasten in den jeweiligen Monokul-

turmodellen ebenfalls den TGF-ß1-Spiegel, jedoch waren die entsprechenden Messwerte im 

Vergleich zum Basalspiegel nicht signifikant erhöht. Im Wesentlichen zeigten die TGF-ß1-

Spiegel in den Kokulturmodellen im Vergleich zum Basalspiegel eine signifikante 

Ausschüttung auf. Beispielsweise führte die Kultivierung auf PTFE-Oberflächen zu einer 

signifikanten Steigerung des TGF-ß1-Spiegels auf 2002 ± 348 pg pro ml in den Fibrinmodel-

len und 1833 ± 241 pg pro ml in den Kollagenmodellen. Im Vergleich zum Basalspiegel 

induzierten PTFE-Oberflächen mit einer etwa doppelt so hohen Konzentration die größte 

Änderung des TGF-ß1-Spiegels. Nichts desto trotz wiesen die TGF-ß1-Spiegel ausschließlich 

in den Kollagenmodellen signifikante Unterschiede zwischen den Referenzmaterialien 
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Glas (1664 ± 122 pg pro ml) und Titan (1344 ± 65 pg pro ml) auf. Wie bereits beschrieben lag 

die TGF-ß1-Konzentration mit 1833 ± 241 pg pro ml nach Kultivierung auf PTFE-

Oberflächen zwar höher als auf den beiden anderen Referenzmaterialien, schwankte jedoch 

zwischen den einzelnen Replikationszyklen und unterschied sich daher nicht signifikant. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Kokultur in allen Modellen eine 

signifikante Freisetzung von TGF-ß1 über den Basalspiegel hinaus induzierte. Des Weiteren 

leiteten PTFE-Oberflächen im Vergleich zu Titanoberflächen eine höhere TGF-ß1-

Freisetzung ein. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant und wiesen nur auf 

Tendenzen hin.  

Das multifaktorielle Freisetzungsprofil löslicher Mediatoren konnte von Fibroblasten im 

apikalen Bindegewebsmodell erfasst und in eine (I) Akkumulation von extrazellulärer Matrix 

sowie (II) die Proliferation von Zellen übersetzt werden.  

Hierbei stellen sowohl die Synthese von Matrix als auch die Anreicherung von Zellen zwei 

zentrale Mechanismen der fremdkörperassoziierten Fibrose dar. Die Neusynthese von 

(I) Kollagen I und (II) der ß-Aktinanteil eigneten sich als Messparameter für diese Effekte 

(siehe Abbildung 3-25). Die Triplehelix des Kollagen Typ I besteht aus zwei Kollagen-α1(I)-

Ketten sowie einer Kollagen-α1(II)-Kette. Der verwendete Antikörper eignete sich für den 

Nachweis von Prokollagen α1(I) sowie die intermediären Spaltungsprodukte ohne                

C-Propeptid oder ohne N-Propeptid und das finale Endprodukt, das Kollagen-α1(I)-Peptid 

(140 kDa, Abbildung 3-25). Die Kollagenhydrogele ohne Zellen verdeutlichten, dass das 

Rattenschwanzkollagen nicht mit dem gegen humanes Kollagen-I gerichteten Antikörper 

reagierte (Abbildung 3-25 A). Jedoch konnten nur 20 µg Protein pro Spur aufgetragen 

werden, da ansonsten eine starke Zunahme des Hintergrundsignals zu beobachten war. Die 

relative Expressionsdichte der Banden ließ sich über die Normierung auf eine Referenzkon-

trolle aus einer HFF-1-Zellsuspension berechnen.  

In Antwort auf die Referenzmaterialien PTFE und Titan entsprach die Kollagen-I-

Neusynthese den Erwartungen. In den kollagenbasierten Fremdkörpermodellen lag die 

relative Dichte für Titan bei 59 ± 19 % und für PTFE bei 76 ± 19 %. Obwohl insgesamt das 

Zweieinhalbfache an Protein pro Spur aufgetragen wurde, fiel die Kollagenneusynthese in den 

Fibrinmodellen insgesamt geringer aus. Es ergaben sich dennoch Unterschiede von 8 ± 3 % 

bei Kultivierung auf Titanoberflächen und 14 ± 5 % bei Kultivierung auf PTFE-Oberflächen. 
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(A) Kollagen-I- und (B) β-Aktin-Westernblots ermöglichten die Charakterisierung der Neusynthese von 

extrazellulärer Matrix sowie des zellulären Anteils im Modell. Je Modell konnten 20 µg Protein pro 

Kollagenmodell und 50 µg Protein pro Fibrinmodell aufgetragen werden. Die Fläche unter dem jeweiligen 

Histogramm ermöglichte eine Bewertung der Expressionsbande. Der Bandenvergleich mit HFF-1-Lysat ließ eine 

relative Bewertung der Expressionsdichte zu. Je primären Makrophagenspender foglte die Charakterisierung von 

einem Modell (n = 5). Das Balkendiagramm stellt die Mittelwerte und Standardfehler der ermittelten relativen 

Expressionsdichte dar. 

 

Zusätzlich lieferte das Strukturprotein ß-Aktin (43 kDa), das in allen eukaryotischen Zellen 

konstitutiv exprimiert wird, ein semiquantitatives Maß für den Fibroblastenanteil im 

Modellsystem (Abbildung 3-25 B). Die Kultivierung auf PTFE-Oberflächen führte im 

Vergleich zur Kultivierung auf Titanoberflächen zu einem höheren Fibroblastenanteil im 

apikalen Bindegewebe. Im Detail stieg im Fibrinmodell der relative Zellanteil von 17 ± 9 % 

nach Kultivierung auf Titanoberflächen auf 37 ± 12 % nach Kultivierung auf PTFE-

Abbildung 3-25 Semiquantitative Bestimmung des Kollagen-I- und ß-Aktinanteils in den 

Fremdkörpermodellen. 
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Oberflächen. Wie zu erwarten war, fiel in den Kollagenmodellen beim Aufbringen von 

20 µg Protein je Modell der zelluläre Anteil insgesamt niedriger aus. Dennoch stieg in den 

Kollagenmodellen der zelluläre Anteil von 3 ± 2 % in Antwort auf Titanoberflächen zu 

12 ± 9 % in Antwort auf PTFE-Oberflächen an. Zusammenfassend lagen nach Kultivierung 

auf PTFE-Oberflächen im Vergleich zur Kultivierung auf Titanoberflächen eine höhere 

Kollagen-I-Neusynthese sowie ein höherer zellulärer Anteil in beiden Fremdkörpermodellsys-

temen vor. Ein Vergleich der erzielten Ergebnisse mit der literaturbasierten Bewertung der 

beiden Referenzmaterialien PTFE und Titan bestärkte die Aussagekraft der entwickelten 

Modellsysteme. Die beobachteten Tendenzen zwischen den Materialien zeigten einerseits die 

Machbarkeit eines prädiktiven Fremdkörpermodells, verdeutlichten jedoch auch den 

Optimierungsbedarf, um die Unterscheidungskapazität weiterhin zu erhöhen.  

Histologische Analysen bestätigten die Akkumulation von extrazellulärer Matrix und die 

Proliferation von Fibroblasten in den Fremdkörpermodellen. 

Exemplarisch für einen Modellansatz lieferten die histologischen Färbungen einen Einblick in 

die Struktur und die Zusammensetzung der Gewebemodelle. Im Vergleich zum Westernblot 

bilden histologische Nachweisverfahren einen Gewebeschnitt von einer definierten Dicke 

(5 µm) ab, wohingegen Gewebelysate näherungsweise den Mittelwert des gesamten 

Gewebemodells darstellen. Jedoch bestärken die histologischen Färbungen die Aussagekraft 

des Westernblots. Während der Wundheilung stabilisiert Kollagen III durch eine verstärkte 

Quervernetzung den Gewebsdefekt (129) und kann auf bis zu 40 % des gesamten Pro-

kollagens in einer Wunde ansteigen (128). Im dargestellten Fremdkörpermodell (siehe hierfür 

Abbildung 3-26) zeigt die immunhistologische Färbung, dass die Kollagen-III-Bildung in den 

Kollagenmodellen relativ gering ausfiel und keine Materialabhängigkeit aufwies. Im 

Gegensatz dazu färbte der antikörpervermittelte Nachweis die Fibrinmatrix unspezifisch, 

dennoch induzierten die Fibroblasten im Modellsystem eine Zunahme der Braunfärbung. Hier 

zeigten die Gewebemodelle nach Kultivierung auf PTFE-Oberflächen eine starke Kollagen-

III-Bildung. Im Verlauf der Wundheilung wird das dünne Kollagen-III-Netz durch dickere, 

organisierte Kollagen-I-Bündel ersetzt und gewinnt hierdurch erneut an Zugkraft (124, 

133).Wie bereits in Kapitel 3.3.2 beschrieben, eignete sich die Azanfärbung zur Färbung von 

Kollagenstrukturen (blau), zusätzlich ließen sich Fibrinstrukturen rot anfärben (siehe 

Abbildung 3-27).  
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(A) In den kollagenbasierten Bindegewebsmodellen fand an Tag 13 der Kultivierung eine geringfügige Bildung 

von Kollagen III statt. (B) In den fibrinbasierten Bindegewebsmodellen führte jedoch die Kultivierung auf 

PTFE-Oberflächen zu einer hohen Kollagen-III-Bildung. In der Abbildung dargestellt ist die 

antikörpervermittelte, enzymkatalysierte DAB-Färbung. Kollagen III wird in dieser Färbung braun angefärbt. 

Der Maßstabbalken bildet 100 µm ab und ist für alle Abbildungen gültig.  

 

Abbildung 3-26 Fibroblasten im apikalen Bindegewebsmodell bildeten Kollagen III. 
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(A) Im Vergleich zu den Monokulturmodellen führte im kollagenbasierten Bindegewebsmodell die 

Kokultivierung von Makrophagen und Fibroblasten zu einer Verdichtung der Kollagenstrukturen (blau). (B) In 

der Azanfärbung erschienen Fibrinfasern rot. Die fibrinbasierten Bindegewebsmodelle verdeutlichten 

Unterschiede im zellulären Anteil. Exemplarisch sind die Ergebnisse für einen Versuchsansatz dargestellt. Der 

gezeigte Maßstabbalken bildet 100 µm ab und ist gültig für alle Bilder. Die mittlere Cyanintensität (MCI) konnte 

wie in Kapitel 2.2.3.2 beschrieben für die Modelle ermittelt werden und ist rechts unten in jedem Bild 

dargestellt. 

 

 

 

 

 

Abbildung 3-27 Azanfärbung des apikalen Bindegewebes. 
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Hierdurch konnte in den Fremdkörpermodellsystemen die Umstrukturierung der extrazellulä-

ren Matrix sowie die Bildung von Kollagen dargestellt werden. Beispielsweise bildeten 

Kollagenhydrogele ohne Zellen sowie ohne den Einfluss von Makrophagen lockere 

Bindegewebsstrukturen ab (exemplarisch für einen Versuchsansatz in Abbildung 3-27 A 

gezeigt). Im Gegensatz dazu bewirkten Makrophagen über Fibroblasten eine Verdichtung der 

extrazellulären Kollagenmatrix. Zusätzlich ließ sich der zelluläre Anteil im Gewebe 

bestimmen. Beispielsweise lag bei Kultivierung auf PTFE-Oberflächen ein hoher zellulärer 

Anteil im apikalen fibrinbasierten Fremdkörpermodell vor (Abbildung 3-27 B). Im Vergleich 

hierzu führte im Fibrinmodell die Kultivierung auf Titan- oder Glasoberflächen zu einer 

geringeren Proliferation der Fibroblasten. 

Die Hauptkomponentenanalyse reduzierte die Dimensionen des multifaktoriellen Datensatzes 

und verdeutlichte, dass das entwickelte Fremdkörpermodellsystem eine hohe Unterschei-

dungskapazität zwischen den Referenzmaterialien PTFE und Titan aufwies. 

Die in Kapitel 3.4 beschriebene, auf statistischen Vergleichen basierende Modellierung 

eignete sich einerseits zum Vergleich von Versuchsgruppen, setzte anderseits signifikante 

Unterschiede zwischen den Messpunkten voraus. Beim dreidimensionalen Fremdkörpermo-

dell zeigten sich jedoch teilweise Effekte, die lediglich Tendenzen abzeichneten, die aber den 

Erwartungen entsprachen. Dies erschwerte die Interpretation des komplexen Datensatzes und 

erforderte die Anwendung alternativer Modellierungstechniken wie die Hauptkomponen-

tenanalyse. Im Gegensatz dazu kennzeichnet die angewandte Hauptkomponentenanalyse die 

Reduzierung des mehrdimensionalen Datensatzes und ermöglicht so eine Gruppierung von 

Datenpunkten und Messparametern (141). Hierbei bildet die erste Hauptkomponentenachse 

eine lineare Kombination aus allen ursprünglichen Variablen ab und beschreibt eine 

Auftrennung des Datensatzes nach der größten Varianz. Dementsprechend liegt die zweite 

und jede darauf folgende Hauptkomponentenachse orthogonal zur ersten Hauptkomponen-

tenachse und trennt den Datensatz nach allen weiteren nachfolgenden Varianzen auf (186). In 

der für die Kollagenmodelle durchgeführten Hauptkomponentenanalyse beschrieb die erste 

und zweite Hauptkomponentenachse 56 % der Varianz im Datensatz (siehe Abbil-

dung 3-28 A). Hierbei verdeutlichte die erste Hauptkomponente mit einer Varianz von 30 % 

ein großes Rauschsignal im Modellsystem, das keine Unterschiede zwischen den Referenz-

materialien auftrennte.  
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Die Graphik umfasst alle quantitativen Daten, die eine Charakterisierung der Fremdkörpermodelle ermöglichten. 

Die Hauptkomponentenanalyse konnte mit jeweils einem charakterisierten Modell je Spender (n = 5) 

durchgeführt werden. Die Graphiken in (A) für die kollagenbasierten Modelle und in (B) für die fibrinbasierten 

Modelle zeigen für jede einzelne Beobachtung die entsprechende Projektion auf die Hauptkomponentenebene. 

(C und D) Die darunter dargestellte Beladung der einzelnen Messparameter in die Hauptkomponentenebene 

verdeutlichte den Beitrag der einzelnen Messparameter zu den beiden Hauptkomponenten. 

 

Im Gegensatz dazu eignete sich die zweite Hauptkomponente mit einer Varianz von 26 % zur 

Unterscheidung der Referenzmaterialien PTFE und Titan. Während die Modelle nach 

Kultivierung auf PTFE-Oberflächen in den positiven Bereich der zweiten Hauptkomponen-

tenachse projizierten, deckte die Modellprojektion bei Kultivierung auf Titanoberflächen den 

negativen Achsenabschnitt ab. Ähnlich ergab die Hauptkomponentenanalyse bei den 

Fibrinmodellen eine Varianz von 51 % für die erste und zweite Hauptkomponente (siehe 

Abbildung 3-28 B). Im Gegensatz dazu ermöglichte hier bereits die erste Hauptkomponente 

mit einer Varianz von 31 % eine Auftrennung der Referenzmaterialien PTFE und Titan. Dies 

verdeutlichte, dass die größte Varianz im fibrinbasierten Modellsystem durch die Material-

Abbildung 3-28 Hauptkomponentenanalyse der Fremdkörpermodelle für die Materialien Glas, 

PTFE und Titan. 
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eigenschaften hervorgerufen wurde und eine hohe Standardisierung der Gewebemodelle 

vorlag. Invers zu den Kollagenmodellen projizierten die Fibrinmodelle nach Kultivierung auf 

dem Referenzmaterial PTFE in den negativen Achsenabschnitt der ersten Hauptkomponen-

tenachse. Im Vergleich hierzu ließ sich den Fibrinmodellen bei Kultivierung auf Titanoberflä-

chen positive Werte auf der ersten Hauptkomponentenachse zuordnen. Ergänzend verdeut-

lichte die Beladung der Hauptkomponentenebene mit den einzelnen Messparametern deren 

Beitrag zur Unterscheidungskapazität des Modellsystems (siehe Abbildung 3-28 C und D). 

Einflussfaktoren, die ein hohes fibrotisches Potential eines Materials kennzeichneten, wie die 

Fibrinsynthese basal auf der Materialoberfläche, die Neusynthese von Kollagen I und die 

Proliferation von Fibroblasten (ß-Aktin) sowie die Freisetzung von TGF-ß1 in das 

Kulturmedium, sind in der Graphik als lila Fläche dargestellt. Alle diese fibrotischen 

Messparameter projizierten in den gleichen Achsenabschnitt der entsprechenden Hauptkom-

ponentenachse wie die Modelle bei Kultivierung auf PTFE-Oberflächen. Rückblickend 

konnte sowohl in den Kollagenmodellen als auch in den Fibrinmodellen eine höhere 

Fibrinablagerung auf PTFE-Oberflächen als auf Titanoberflächen gezeigt werden. Die 

Kollagenneusynthese und die Proliferation der Fibroblasten sowie die Freisetzung von    

TGF-ß1 in das Kulturmedium waren bei Kultivierung auf PTFE-Oberflächen gegenüber 

Titanoberflächen erhöht. Zusammenfassend bestätigten die Beladung der Hauptkomponen-

tenebene mit den fibrotischen Messparametern und die übereinstimmende Projektion der 

Modelle die fibrösen Eigenschaften des Biomaterials PTFE.  

Im Gegensatz dazu sind Messparameter wie die Anreicherung von Makrophagen auf der 

Materialoberfläche (ATP), die Sekretion von Entzündungsfaktoren (IL-1ß, IL-6, IL-8 und   

IL-10) und eine geringe Gewichtsabnahme des Bindegewebes (apikal) in der Haupt-

komponentenbeladung als grüne Fläche gezeigt. Die Ladung dieser Messparameter auf den 

entsprechenden Achsenabschnitt der Hauptkomponente stimmte mit der Modellprojektion bei 

Kultivierung auf Titanoberflächen überein und bestätigte die Bewertung der Titanmodelle 

durch diese Messparameter. Bei Kultivierung der Makrophagen auf den PTFE-Oberflächen 

fiel die materialassoziierte Zellvitalität im Vergleich zu der Kultivierung von Makrophagen 

auf Titanoberflächen geringer aus. Ebenso lag die Freisetzung der Zytokine IL-1ß, IL-6, IL-8 

und IL-10 in das Kulturmedium als Antwort auf PTFE-Oberflächen niedriger als die 

Konzentration im konditionierten Kulturmedium nach Kultivierung auf Titanoberflächen. 

Interessanterweise konnte im entwickelten Modellsystem hierdurch erstmals eine Beziehung 
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zwischen den Eigenschaften von Titan mit einer chronischen Entzündung, einer höheren     

IL-10-Ausschüttung und einer höheren Zellvitalität auf der Materialoberfläche hergestellt 

werden. Im Hinblick auf die Freisetzung löslicher Mediatoren und die Übersetzung des 

Signals in eine Bindegewebsantwort blieb ungeklärt, wie das multifaktorielle Zusammenspiel 

verschiedener Faktoren und die Überlagerung von Wirkungsspektren das Bindegewebs-

gleichgewicht im Modellsystem beeinflussten. Es ist dennoch möglich, dass eine chronisch 

persistierende Entzündung, wie in dieser Studie in Antwort auf Titanoberflächen gezeigt 

werden konnte, zu einer geringeren Ablagerung von Bindegewebe führt. 

Im Wesentlichen zeigte die Hauptkomponentenanalyse die Unterscheidungskapazität der 

Modellsysteme zwischen den Referenzmaterialien PTFE und Titan auf. Die Analyse von 

einem Modell je Makrophagenspender (n = 5) bestätigte die Machbarkeit eines aussagekräft-

igen Fremdkörpermodells. Zusätzlich verdeutlichte die Beladung der Hauptkomponenten-

ebene mit den einzelnen Messparametern deren Einfluss auf die Unterscheidungskapazität des 

Systems. Ergänzend bestätigte die Übereinstimmung der Messparameterladungen und der 

Modellprojektionen zwischen den Kollagen- und den Fibrinmodellen die Standardisierung 

beider Modellsysteme sowie die Verlässlichkeit der durchgeführten Hauptkomponenten-

analyse. Von großer Bedeutung ist, dass die Modellsysteme die fibrotischen Eigenschaften 

von PTFE im Vergleich zu Titan höher bewerteten und sich somit als aussagekräftiges 

Fremdkörpermodell bewiesen.   
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4. Diskussion 

In dieser Arbeit konnten in vitro Fremdkörpermodellsysteme aufgebaut werden, welche sich 

an der physiologischen Mikroumgebung aus Zell- und Matrixkomponenten in einer 

Implantationswunde orientieren:  

(I) Ein zellbasiertes indirektes Modellsystem zur Untersuchung von Teilprozessen 

während einer Fremdkörperreaktion wie (a) die Chemotaxis von Fibroblasten 

und (b) der Bindegewebsumbau durch Fibroblasten.  

(II) Unter verschiedenen Testbedingungen die materialabhängige Freisetzung von 

Zytokinen, und durch eine vergleichende, statistische Modellierung eine 

anschließende Bewertung dieser Testvariablen hinsichtlich ihrer prädiktiven 

Aussagekraft.  

(III) Die Entwicklung von dreidimensionalen Fremdkörpermodellen, die sowohl die 

zentralen zellulären Komponenten als auch die Matrixkomponenten in einer 

Wunde abbilden. 

Die nachfolgenden Kapitel sollen die Herausforderung, die Neuwertigkeit und die Relevanz 

der entwickelten in vitro Modellsysteme hervorheben und diskutieren. 

Relevanz des Themas 

Trotz der wissenschaftlichen Bemühungen, Biomaterialien zu entwickeln, die eine 

geringfügige Fremdkörperreaktion auslösen, weisen alle Medizinprodukte negative 

Gewebsreaktionen wie eine Entzündung, eine Fibrose oder eine Thrombose auf (37-39). Für 

die Entwicklung von neuartigen Biomaterialien ist eine systematische Risikoeinschätzung 

notwendig (5). Die in dieser Arbeit beschrieben neuartigen Modellsysteme können zukünftig 

den Entwicklungsprozess von Biomaterialien unterstützen sowie beschleunigen. 

Vorteile von in vitro Testungen im Vergleich zu in vivo Testungen 

Der aktuelle Goldstandard zur Testung von Gewebsreaktionen auf einen Fremdkörper ist nach 

wie vor die Implantation in Modellorganismen (45). Andererseits bildet eine geringe Toxizität 

im Tiermodell keine verlässliche Evidenz für eine gute Verträglichkeit im Menschen (187). 

Zusätzlich sind in vitro Tests im Vergleich zeit- und kosteneffizienter und ermöglichen die 
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Quantifizierung einzelner Einflussgrößen wie die zelluläre oder molekulare Zusammenset-

zung (185). Bisherige standardisierte in vitro Modellsysteme bilden die Komplexität der 

Prozesse während einer Fremdkörperreaktion in vivo nicht ab (45), so eignen sich in vitro 

Tests beispielsweise nicht für eine Bewertung bei wiederholtem oder längerem Blutkontakt 

[ISO 10993-4:2002, Teil 4] (134). Dies bestärkt die Notwendigkeit, geeignete in vitro 

Modellsysteme zu entwickeln (188). 

4.1 Entwicklung von humanbasierten in vitro Modellsystemen 

Für die Etablierung eines in vitro Modellsystems war die Auswahl geeigneter Gewebe zur 

Isolierung und Differenzierung von Zellen notwendig.  

Vorteile von humanbasierten Testsystemen 

Die Isolierung von Zellen aus humanen Geweben erhöht die Vergleichbarkeit mit dem 

humanen Organismus, da Unterschiede zwischen den Spezies keine Rolle spielen. Zusätzlich 

betont eine geringe Vergleichbarkeit des Immunsystems zwischen Tier und Mensch die 

Wertigkeit von humanbasierten und immunkompetenten in vitro Modellsystemen (189). 

Je nachdem aus welcher Spezies die Zellisolierung erfolgt, weisen die Makrophagen 

funktionelle Unterschiede (zusammengefasst in Tabelle 4-1) in ihrer phagozytotischen 

Aktivität sowie in ihrer chemotaktischen und zytotoxischen Reaktivität auf (190). 

Des Weiteren zeigen Makrophagen aus unterschiedlichen Spezies morphologische 

Unterschiede. Beispielsweise kennzeichnen Makrophagen aus humanem Gewebe eine größere 

Heterogenität sowie eine höhere Zellgröße (191). Zusammenfassend sind Tiermodelle zwar 

der Goldstandard zur Untersuchung der Fremdkörperreaktion nach Implantation eines 

Biomaterials, jedoch ist die direkte Übertragbarkeit von immunologischen Daten aus 

Tiermodellen auf den menschlichen Organismus stark zu hinterfragen (192, 193). Im Hinblick 

auf die Translation bestärkt die höhere Übertragbarkeit auf den Menschen die Entwicklung 

von humanbasierten Modellsystemen und begründete den Aufbau der Modellsysteme mit 

Monozyten aus humanem Blut. In vitro ermöglichten Reifungsfaktoren eine Differenzierung 

von Monozyten zu Makrophagen. Hierbei entschied die Wahl des entsprechenden Reifungs-

faktors über den induzierten Zellphänotyp.  
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Autor, Jahr 

(Referenz)  

Spezies Ergebnis 

Haley, 1991 (191)  Maus, Ratte, 

Mensch und Hund 

Humane Makrophagen zeigten im Vergleich zu Makrophagen 

aus Mäusen, Ratten und Hunden eine große Heterogenität 

sowie eine größere Zellgröße. 

Schimmelpfeng, 

1991 (194)  

Hund, Affen, 

Mensch, Ratte, 

Rind 

Makrophagen aus Hunden, Affen und Menschen reagierten 

sensitiver auf zytotoxische Stimulation als Makrophagen von 

Ratten oder Rindern.  

Schlesinger, 1992 

(195)  

Meerschweinchen, 

Ratte, Kaninchen, 

Mensch 

Die Säuretoleranz von Makrophagen und deren 

phagozytotische Aktivität stieg von Meerschweinchen über 

Ratten und Kaninchen zum Mensch. 

Warheit, 1993 (196)  Maus, Hamster, 

Meerscheinchen, 

Ratte 

Alveolare Makrophagen aus Ratten wiesen im Vergleich zu 

anderen Spezies eine erhöhte Chemotaxis auf.  

Krombach, 1997 

(197)  

Ratte, Hamster, 

Mensch 

Humane Makrophagen hatten im Vergleich zu Hamster und 

Ratte ein vierfach erhöhtes Zellvolumen.  

Dorger, 2000 (198)  Ratte, Hamster  Im Vergleich zum Hamster wiesen Makrophagen aus der Ratte 

eine höhere frustrierte Phagozytoserate und eine höhere 

Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies auf. 

Takahashi, 2011 

(199)  

Kaninchen, 

Mensch, Maus 

In Kaninchen und Menschen exprimierten Makrophagen in 

atherosklerotischen Plaques den VLDL-Rezeptor, wohingegen 

im Mausmodel keine Expression vorlag. Die Pathogenese von 

Atheroskelerose unterliegt möglicherweise 

Speziesunterschieden.  

 

Phänotypisches Profil von M1- und M2-Makrophagen  

In vivo wird die Wundheilung durch den Übergang von proentzündlichen M1-Makrophagen 

zu M2-Makrophagen begleitet (52, 65). Hierbei beeinflusst die M2-Polarisierung die 

metabolische und funktionelle Aktivität der Makrophagen. Die Verschiebung des Arginin-

stoffwechsels sowie die Bereitstellung von Eisen stellen zwei zentrale Mechanismen der 

fibrösen Kapselbildung während einer Fremdkörperreaktion dar. Während M1-Makrophagen 

über die induzierbare Stickoxidsynthase Arginin zu Citrullin und Stickoxid umsetzen, bilden 

M2-Makrophagen das Enzym Arginase. Dieses Enzym katalysiert den Abbau von Arginin zu 

Tabelle 4-1 Funktionelle und morphologische Unterschiede zwischen Makrophagen aus 

unterschiedlichen Spezies. 
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Ornithin und Harnstoff. M1-Makrophagen vermitteln über das entstandene Stickoxid eine 

antimikrobielle Kapazität und hemmen gleichzeitig die für Wundheilungsprozesse 

notwendige zelluläre Proliferation und Vitalität. (200) Im Gegensatz hierzu fließt das durch 

M2-makrophagenkatalysierte gebildete Ornithin in nachgelagerte Synthesewege ein. Im 

Gewebsdefekt unterstützt Ornithin über die Polyaminsynthese die Zellproliferation sowie über 

die Synthese von Prolin die Kollagenbildung. (201, 202) Zusätzlich weisen M1-Makrophagen 

im Vergleich zu M2-Makrophagen über die Bildung des Eisenspeicherproteins Ferritin eine 

erhöhte Eisenspeicherkapazität auf und vermindern die für das Zellwachstum wichtige 

Verfügbarkeit von Eisen. Diese Absenkung des Eisenspiegels in der Mikroumgebung von 

M1-Makrophagen unterstützt die Abwehr einer bakteriellen Infektion. Im Vergleich hierzu 

exprimieren M2-Makrophagen das Exportprotein Ferroportin, welches über einen erhöhten 

Eisenexport das Wachstum und die Proliferation von Zellen in der Mikroumgebung 

unterstützt. (203) Für den Aufbau von Fremdkörpermodellen, welche die Bindegewebsbil-

dung in Antwort auf ein Biomaterial charakterisieren, stellen die Kollagenbildung und die 

Anreicherung von Zellen zwei zentrale Mechanismen der Verkapselung dar. Die Funktion 

von M2-Makrophagen als Modulatoren der Fibroblastenaktivität begründete die Anwendung 

von M-CSF zur Differenzierung der Monozyten. 

Anwendung primärer Zellen  

In vitro Testungen erfolgen oft mit Zelllinien wie den humanen Zelllinien HL-60 und U937 

oder mit primären Zellen (35). Im Vergleich zu Zelllinien erfordern primäre Zellen die 

Replikation der Testungen mit Zellen mehrerer Spender. Die Isolierung von primären Zellen 

aus dem Gewebe von mehreren Spendern und deren Anwendung zur Testung von Biomateria-

len ging mit einer hohen Varianz der gemessenen Endpunkte einher. Zum Beispiel zeigte das 

Expressionsprofil der Differenzierungsmarker einerseits eine hohe Stabilität der Differenz-

ierung, andererseits verdeutlichte die Zytokinfreisetzung die Heterogenität zwischen den 

Blutspendern. In der Testpraxis oft vernachlässigt, erfolgt die Anwendung von Zelllinien oder 

die Isolierung von primären Zellen aus Gewebe von relativ kleinen Patientengruppen. Dies 

begrenzt das Testspektrum und führt zur Einschränkung der Aussagekraft von in vitro 

Modellsystemen. (193) Zur Stärkung der Aussagekraft erfolgten daher die Isolierung von 

primären Zellen und die Replikation der Tests mit fünf bis zehn Spendern.  
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Verfügbarkeit der Zellquelle 

Zusätzlich ermöglichte die Verfügbarkeit von humanem Blut die Isolierung von relativ großen 

Zellmengen. Hierdurch erfüllt der Versuchsaufbau die Voraussetzung für die Durchführung 

von umfangreichen Biomaterialtestungen. Zum Beispiel konnten im multiparametrischen 

vergleichenden Modellsystem (siehe Kapitel 3.4) fünf unterschiedliche Materialien unter fünf 

Testbedingungen getestet werden. Dies resultierte in 25 unterschiedlichen Testansätzen auf 

einer gesamten Testoberfläche von 225 cm
2
. Die gewählte Zellquelle bildete somit eine Basis 

für eine umfangreiche, großangelegte Testung von Biomaterialien.  

4.2 Validierung von Modellsystemen 

Die in dieser Arbeit angewandten Referenzbiomaterialien ermöglichten eine literaturgestützte 

Validierung der entwickelten Modellsysteme hinsichtlich ihrer Verlässlichkeit, eine 

Fremdkörperreaktion hervorzusagen. Die Bewertung der Gewebeantwort nach Implantation 

diente als validierendes Kriterium für die neuartigen in vitro Modellsysteme. Die Ergebnisse 

der Studien ermöglichten die Einführung eines Biomaterialrangs für jedes einzelne 

Referenzmaterial im Vergleich zu allen anderen Referenzmaterialen: das fibröse Potential der 

Referenzbiomaterialien steigt von PE über Titan und PTFE zu Silikon. Die hierfür 

eingeschlossenen in vivo Studien basieren auf der histologischen Bewertung von entzündli-

chen Infiltraten und der Anreicherung von extrazellulärer Matrix (162, 163, 165, 166). In den 

entwickelten Modellsystemen konnten zusätzlich zu histologischen Bewertungskriterien 

biochemische und molekulare Analysen wie die Zytokinfreisetzung, der ATP-Spiegel oder die 

Kollagenneusynthese miteinbezogen werden. 

Die entwickelten Modellsysteme zur (I) indirekten Charakterisierung von Teilprozessen, 

(II) zur Bewertung von Testbedingungen und (III) zur direkten Untersuchung von fibrösen 

Prozessen wiesen alle eine Unterscheidungskapazität zwischen den untersuchten Referenz-

biomaterialien auf. Die erzielte Korrelation zum entwickelten literaturbasierten Biomaterial-

rang unterstreicht die Wertigkeit von humanen, zellbasierten und biomimetischen Modell-

systemen. Beispielsweise konnte die Oberflächenbehandlung mit humanem Blutplasma als 

eine Testbedingung mit einer hohen Verlässlichkeit bestimmt werden. Anderseits verdeutlich-

ten die auftretenden Abweichungen von der literaturbasierten Biomaterialbewertung die 

Komplexität der Vorgänge während einer biomaterialinduzierten Fremdkörperreaktion. 

Hierbei wiesen beispielsweise das chemotaktische Potential der Referenzmaterialien Glas, 
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PTFE und Titan keine Übereinstimmung mit dem literaturbasierten Rang der Referenz-

materialien auf. Jedoch muss in Betracht gezogen werden, dass die Untersuchung mehrerer 

Teilprozesse und deren Eingliederung in mehrphasige Teststrategien die Unterscheidungs-

kapazität zwischen Biomaterialen erhöht und in der Summe eine Korrelation zur Studienlage 

ergeben kann.  

4.3 Materialabhängige Teilprozesse während einer 

Fremdkörperreaktion 

Herausforderung und Neuwertigkeit der Entwicklung 

Aktuelle indirekte präklinische Charakterisierungsverfahren zur Biokompatiblitätstestung 

verwenden Biomaterialextrakte und untersuchen deren Effekte auf lebende Zellen oder 

Organismen (35). Die Entwicklung eines Modellsystems, das die Wechselwirkung zwischen 

Biomaterial und Makrophagen erfasst und in einem indirekten Verfahren die Antwort von 

Fibroblasten charakterisiert, ist neuwertig. Im Gegensatz zu Tierstudien ermöglichen indirekte 

Modellsysteme die Unterteilung komplexer Prozesse in Teilprozesse und die 

Weiterentwicklung einer Teststrategie aus diesen Komponenten. Jedoch geht die 

Rückwirkung zwischen den Zellen durch die Entkopplung des Prozesses verloren. Die 

Entkopplung der Fremdkörperreaktion ermöglicht aber eine präzise und detailierte 

Entschlüsselung komplexer Vorgänge [ISO 10993-4:2002, Teil 4] (134). Bisherige in vitro 

Modellsysteme konnten den Beitrag von einzelnen Prozessen zur Fremdkörperreaktion nicht 

quantitativ abbilden. Zwar zeigten Zhou und Kollegen (2015) direkt auf Materialoberflächen 

eine materialabhängige Migration von THP-1-Makrophagen in Richtung von Fibroblasten. 

Jedoch liefern solche direkten oberflächenexponierten Tests keinen Rückschluss auf 

vorhandene Chemokingradienten, sondern können ebenfalls durch die 

Oberflächenbeschaffenheit oder die chemische Zusammensetzung hervorgerufen 

werden. (204) Die Untergliederung des indirekten Modellsystems eignete sich zur getrennten 

Untersuchung von materialinduzierten Prozessen wie beispielsweise die Freisetzung von 

löslichen Mediatoren wie Chemokinen oder Wachstumsfaktoren. 
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Experimenteller Aufbau des indirekten zellbasierten Modellsystems  

Zur Charakterisierung von Testobjekten ließen sich die entwickelten indirekten 

Modellsysteme in sensorische, mediatorische und aktorische Teilprozesse untergliedern. Im 

Modellsystem wurde die Biomaterialoberfläche sensorisch durch Makrophagen analysiert 

(sensorischer Teilprozess). Das erfasste Signal konnte durch die zelluläre Freisetzung 

löslicher Mediatoren in das Zellkulturmedium übersetzt werden (mediatorischer Teilprozess). 

Diese Information im Zellkulturmedium ließ durch das Einfrieren des Mediums zu einem 

bestimmten Zeitpunkt speichern, wodurch die Testdurchführung zeitlich entkoppelt 

stattfinden konnte. Anschließend erfolgte die Charakterisierung des Zellkulturmediums im 

zellbasierten Modul des Modellsystems (aktorischer Teilprozess). Fibroblasten erfassten 

sensorisch das multifaktorielle Milieu aus löslichen Mediatoren im konditionierten Medium 

und übersetzen das Signal in eine Zellantwort. In dieser Arbeit konnten zwei Endunkte zur 

indirekten Charakterisierung von Biomaterialien identifiziert werden: (I) die Chemotaxis von 

Fibroblasten in Richtung von konditioniertem Medium sowie 

(II) die Gewebsumstrukturierung eines Kollagenhydrogels durch Fibroblasten. Die gewählten 

Endpunkte stellen beide über (I) die Anreicherung von Fibroblasten am Implantationsort 

sowie (II) die Aktivierung von Fibroblasten Einflussgrößen einer biomaterialinduzierten 

Fremdkörperreaktion dar und entschlüsselten den Beitrag der einzelnen Prozesse zum 

Gesamtprozess der Fremdkörperverkapselung. 

4.3.1 Materialabhängige Chemotaxis von Fibroblasten  

Die Migrationsantwort von Fibroblasten auf definierte und langzeitstabile chemische 

Gradienten konnte mit einem μ–Chemotaxiskammersystem in einer biomimetischen, 

dreidimensionalen Kollagenmikroumgebung untersucht werden.  

Experimenteller Aufbau des Chemotaxismodells 

Der experimentelle Aufbau des Modellsystems orientierte sich an der physiologischen 

Mikroumgebung am Implantationsort. Die Proteinadsorption an die Materialoberfläche ließ 

sich durch die Supplementierung von Serum zum Kulturmedium im Modellsystem abbilden. 

Das Zusammenspiel aus Wechselwirkungen zwischen Proteinen und der Materialoberfläche 

sowie zwischen den verschiedenen Proteinen und den einzelnen Komponenten mit dem 

wässrigen Milieu ist komplex (205, 206). Daher lassen sich Vorhersagen über die Proteinad-
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sorption aus biologischen Flüssigkeiten wie beispielsweise Serum nicht ableiten. Für die 

Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und TGF-ß1 konnte eine starke Abhängigkeit der 

Proteinadsorption von der Materialoberfläche gezeigt werden. Die Integration eines 

Referenzmediums, das ebenfalls für 48 Stunden auf den Referenzmaterialien inkubiert wurde, 

schloss als Negativkontrolle materialabhängige Wechselwirkungen zwischen Proteinen und 

der Materialoberfläche aus und ermöglichte eine fokussierte Untersuchung von makrophagen-

induzierten Effekten. Im Zweikammersystem verdeutlichte der direkte Vergleich mit dem 

jeweiligen Referenzmedium die Zellmigration in Richtung des konditionierten Mediums und 

ließ den Rückschluss auf eine höhere zelluläre Nettosekretion, welche passive Adsorptions-

effekte überlagerte, zu.  

Relevanz von zellbasierten Modellsystemen 

Im Vergleich zum jeweiligen Referenzmedium konnte ausschließlich auf PTFE-Oberflächen 

eine aktive Freisetzung der Chemokine FGF, PDGF und TGF-ß1 beobachtet werden. Dies 

unterstützt die Annahme, dass die Messung einzelner Chemokine kein Bewertungsmaß für 

das chemotaktische Potential eines Biomaterials liefern kann. Zusätzlich bestärkte es die 

Anwendung von Zellen wie Fibroblasten als Sensoren zur Erfassung des komplexen, 

multielementaren Sekretionsprofils im konditionierten Medium. Hierbei ermöglichte die 

Übersetzung des Fremdkörpersignals in eine zelluläre Antwort eine Bewertung der 

Referenzmaterialien. 

Statistische Parameter zur Charakterisierung der Chemotaxis 

Einfache statistische Parameter wie die Ausrichtung der Bewegungstrajektorien im                

X-Y-Koordinatensystem sowie die Wanderungsstrecke zwischen Start- und Endpunkt zeigten 

keine Unterschiede zwischen den Referenzbiomaterialien Glas, PTFE und Titan auf. Lineare 

Parameter wie die Direktheit der Zellmigration sowie der Vorwärtsmigrationsindex in 

Richtung des chemischen Gradienten wiesen auf eine Materialabhängigkeit der chemotakt-

ischen Prozesse hin. Jedoch zeigte der Migrationswinkel als zirkulärer statistischer Parameter 

die stärkste Unterscheidungskapazität auf und ließ eine Bewertung der Biomaterialien 

hinsichtlich ihres chemotaktischen Potentials zu. Die indirekte Charakterisierung verdeutlich-

te für Titanoberflächen die Eigenschaft, eine direkte vorwärtsorientierte Chemotaxis von 

Fibroblasten auszulösen. Die Kultivierung von Makrophagen auf PTFE-Oberflächen führte 

zur Freisetzung löslicher Mediatoren, die ebenfalls eine direkte und vorwärtsorientierte 
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Chemotaxis von Fibroblasten stimulierten, jedoch war die Winkelausrichtung am Gradienten 

im Vergleich zu den titanvermittelten Effekten signifikant niedriger.  

Validität der statistischen Chemotaxisparameter  

Im Vergleich zur literaturbasierten Bewertung der Referenzmaterialien stimmt das ermittelte 

chemotaktische Potential nicht mit der beschriebenen fibrösen Reaktion auf Titan und PTFE 

überein. Weitere Einblicke in die Vorgänge der Fremdkörperreaktion sind notwendig, um zu 

bewerten, ob eine stärkere Chemotaxis von Fibroblasten in Antwort auf ein Biomaterial 

möglicherweise für eine physiologische Heilungsreaktion vorteilhaft ist und die fibröse 

Kapselbildung positiv beeinflusst.  

4.3.2 Materialinduzierter Bindegewebsumbau in 

dreidimensionalen Modellen 

Experimenteller Aufbau des Bindegewebsmodells 

In unmittelbarer Wundumgebung eines Biomaterials erfassen Fibroblasten das Entzündungs-

milieu aus löslichen Mediatoren und setzten dieses Signal in eine Bindegewebsreaktion um. 

Gewebsständige Fibroblasten können zu Myofibroblasten differenzieren und unterstützen 

durch Kontraktion des Bindegewebes den Wundverschluss (125, 173). Des Weiteren weisen 

Myofibroblasten im Vergleich zu undifferenzierten Fibroblasten eine erhöhte Matrixsynthese 

auf (67). Damanik und Kollegen (2014) konnten in ihrem Fremdkörpermodell bereits die 

Effekte von zellkonditioniertem Medium auf die zweidimensionale Monokultur von 

Fibroblasten zeigen (207). In diesem Modellsystem verhinderte jedoch der kombinierte 

Einsatz von Makrophagen- und Fibroblastenmedium einen Rückschluss auf Effekte der 

einzelnen Zellpopulationen. Im hier entwickelten kollagenbasierten Bindegewebsmodell 

konnte durch Transfer von konditioniertem Makrophagenmedium die Langzeitantwort von 

Fibroblasten auf die Wechselwirkung zwischen Makrophagen und Biomaterial untersucht 

werden. Der Vergleich mit Bindegewebsmodellen, die unter materialinkubiertem Referenz-

medium kultiviert wurden, ermöglichte die Identifizierung von Effekten zwischen Makropha-

gen und Biomaterial. Im Gewebemodell verdeutlichten die erfassten Endpunkte wie die 

Kontraktion des Gewebes und die herbeigeführte Gewichtsabnahme sowie die Anreicherung 

von extrazellulärer Matrix eine starke biomaterialinduzierte Gewebsumstrukturierung.  

 



 4. Diskussion   

               

 

149 

 

Materialabhängigkeit der induzierten Effekte 

Die höchste Gewichtsdifferenz zwischen dem konditionierten Medium und dem Referenz-

medium konnte für Titanoberflächen beobachtet werden. Im Verhältnis zum Ausgangsge-

wicht blieb das absolute Gewicht des Bindegewebsmodells jedoch hoch und war durch eine 

geringfügige Kollagenablagerung gekennzeichnet. Die PTFE-induzierten Effekte führten im 

Vergleich zum Referenzmedium eine moderate Gewichtsdifferenz herbei. Im Vergleich zum 

Ausgangsgewicht trat jedoch eine starke Gewichtsabnahme ein. Die Ablagerung von 

Kollagenfasern verdeutlichte die PTFE-induzierte Kontraktion des Bindegewebes. 

Bindegewebsmodelle als valide Modellsysteme 

Im Vergleich zur literaturbasierten Biomaterialbewertung korrelierten die beobachteten 

Effekte im Gewebsmodell mit dem beschriebenen fibrösen Potential, das von Titan zu PTFE 

ansteigt. Zusammenfassend konnte ein indirektes, multimodulares Modellsystem zur 

Untersuchung von Teilprozessen während einer Fremdkörperreaktion sowohl für 

(I) die materialinduzierte Chemotaxis sowie (II) den Gewebeumbau durch Fibroblasten 

entwickelt werden. Bisherige Modellsysteme bildeten die materialabhängige Beteiligung der 

einzelnen Teilprozesse wie die Chemotaxis und der Gewebeumbau an den komplexen 

Vorgängen einer fremdkörperinduzierten Kapselbildung nicht ab. Das entwickelte indirekte 

Modellsystem erfasst beide Teilvorgänge sowohl quantitativ als auch qualitativ. Hierbei 

verdeutlichten beide Testverfahren signifikante Unterschiede zwischen den Referenzmateria-

lien, jedoch war die Materialabhängigkeit der beobachteten Teilprozesse divergent.  

4.4 Vergleichende statistische Modellierung zur Bewertung 

von Testbedingungen 

Herausforderung und Neuwertigkeit der Entwicklung 

Der Goldstandard zur Bewertung von Biomaterialien, das Tiermodell, kann durch in vitro 

Modellsysteme ergänzt werden. Jedoch setzt die Anerkennung von in vitro Modellen als 

valide Testsysteme eine Korrelation von in vitro Studien zu in vivo Studien voraus. Oftmals 

schwächt die geringe Korrelation der Datenlage die Akzeptanz von in vitro Biomaterial-

studien (175). Die Identifikation geeigneter prädiktiver Testbedingungen stellt daher eine 

Herausforderung der Modellsystementwicklung dar. In dieser Arbeit konnte durch den 

statistischen Vergleich mehrerer analytischer Endpunkte ein experimenteller Aufbau für eine 



 4. Diskussion   

               

 

150 

 

Biomaterialstudie mit primären humanen Makrophagen bestimmt werden, welcher eine hohe 

Validität besitzt.  

Experimenteller Aufbau des vergleichenden Modellsystems  

Die Wahl der Testbedingungen, die auf ihre Validität geprüft werden sollten, orientierte sich 

an den Gegebenheiten bei Implantation eines Biomaterials: eine mögliche Oberflächen-

kontamination mit immunreaktiven Bakterienwandbestandteilen wie LPS, der herbeigeführte 

Kontakt zwischen dem Blutplasma und der Materialoberfläche sowie die Anreicherung von 

IL-4 in Gegenwart von Granulozyten und TH2-Lymphozyten in der Wundnische. Die Testung 

der vier Referenzmaterialien - PTFE, Titan, Silikon und PE - verdeutlichte einerseits den 

Einfluss von Testbedingungen auf die Bewertung der unterschiedlichen Biomaterialien, setzte 

anderseits eine hohe qualitative Anforderung für die Validierung des Modellsystems. Zur 

Charakterisierung von Biomaterialien ist eine Verschiebung von zellulären Nachweisen zu 

molekularen Nachweisen zu beobachten (140, 141). Nach Implantation eines Biomaterials in 

ein Tiermodell konnten bereits Zytokine in der Entzündungsflüssigkeit als Bewertungs-

kriterium herangezogen werden (208). Dennoch ist die Biomaterialbewertung über die 

Zytokinfreisetzung nach wie vor relativ neu (79). Einzelne Zytokine wirken jedoch nicht 

alleine, sondern in Netzwerken aus akkumulierenden, synergistischen und antagonistischen 

Effekten. Hierdurch sind die physiologischen Effekte abhängig von der relativen Konzen-

tration zahlreicher Zytokine. Daher ist es umso wichtiger, die Konzentration sowie das Profil 

mehrerer Zytokine zu bestimmen und nicht einzelne Zytokine zu betrachten. Dies begründete 

die Durchführung von multiparametrischen Analysen zu Charakterisierung der Testverfahren. 

(77) Die Überführung der multiparametrischen Analysen in ein vergleichendes statistisches 

Modell ermöglichte eine kompakte Zusammenfassung der Daten und ließ eine Bewertung der 

gewählten Testbedingungen zu.  

Die Oberflächenbehandlung mit Blutplasma als eine prädiktive Testbedingung 

Nach der entwickelten Vorgehensweise konnte die Oberflächenbehandlung mit humanem 

Blutplasma als eine Testbedingung mit einer hohen Vorhersagekapazität bestimmt werden. 

Dies verdeutlichte den Einfluss von Blutplasma auf die Bewertung von Biomaterialien. Der 

Kontakt von Blutplasma zur Biomaterialoberfläche aktiviert die intrinsische Blutgerinnungs-

kaskade und führt zur Ausbildung einer ersten dreidimensionalen Fibrinmatrix auf der 

Oberfläche (39, 209). Zusammen mit Adhäsionsproteinen wie Fibrinogen, Fibronektin und 
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Vitronektin unterstützt die dreidimensionale Fibrinnetzstruktur zelluläre Migrations- und 

Adhäsionsprozesse. Des Weiteren ermöglicht die Proteinadsorption von beispielsweise IgG 

oder Komplementfragment C3 die Zelladhäsion an die Biomaterialoberfläche. (35) Nach 

Adhäsion der Zellen können die Makrophagen anschließend die Oberfläche sensorisch 

erfassen, das erfasste Signal in eine Reaktion auf den Fremdkörper übersetzen und eine 

Sekretionsantwort auslösen. (53, 179) Zusammenfassend unterstützte die Orientierung der 

Testbedingungen an der biomimetischen Mikroumgebung aus löslichen und strukturbildenden 

Blutplasmaproteinen die Verlässlichkeit einer in vitro Methode zur Testung von Biomat-

erialen.  

Eingliederung eines Screenings zur Bestimmung geeigneter Testbedingungen in die 

allgemeingültige Testpraxis 

Die Suche nach einem Testverfahren mit einer hohen Verlässlichkeit und Genauigkeit ist 

aufwendig. Hierbei entscheiden die Wahl geeigneter Testbedingungen, die Charakterisierung 

dieser durch umfangreiche analytische Endpunkte und die anschließende Interpretation und 

die Modellierung der generierten Daten über den Erfolg einer Biomaterialbewertung in vitro. 

Das durchgeführte Verfahren unterstützt die Entwicklung einer Testmethode, welche die 

Bedingungen im menschlichen Organismus nachstellt. Die Anwendung humaner Zell- und 

Matrixkomponenten - hier gezeigt für Makrophagen in einer Fibrinmatrix - ist keine 

immunologische Translationsforschung, trotzdem bildet sie einen wichtigen, oft vernachläs-

sigten Schritt in Richtung klinischer Translation ab (193). Die Eingliederung von in vitro 

Modellsystemen, die aus humanen Zell- und Gewebekomponenten aufgebaut sind und 

biomimetisch die Bedingungen in vivo abbilden, in standardisierte Testverfahren ist daher von 

hohem Wert (193). Jedoch ist die Übertragbarkeit in-vitro-generierter Daten auf klinische 

Studienergebnisse nicht notwendigerweise gegeben (175). Daher ist es erforderlich, die in 

vitro generierten Daten mit klinischen Studien zu vergleichen. Das durchgeführte Testverfah-

ren konnte jedoch verdeutlichen, dass unter geeigneten Testbedingungen eine Übereinstim-

mung zwischen der Biomaterialbewertung in vitro und der beschriebenen Studienlage in vivo 

möglich ist - hier gezeigt für die Oberflächenbehandlung mit Blutplasma. Nach der 

Identifizierung einer verlässlichen Testbedingung kann diese angewandt werden, um in einem 

breitangelegten Biomaterialscreening nach potentiellen Biomaterialkandidaten zu suchen. 

Diese Teststrategie zielt auf die Reduzierung von Tierversuchen in der Wissenschaft und 
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ermöglicht über einen reduzierten Testumfangs ausschließlich vielversprechende Biomaterial-

kandidaten in einer Tierstudie unter systemischen Bedingungen zu testen. 

Weiterentwicklung des Testverfahrens 

Im Hinblick auf die Weiterentwicklung des Testverfahrens ermöglicht die hohe Verfügbarkeit 

von Zelllinien eine Erhöhung des Testumfangs. Hierbei kann die Anwendung standardisierter 

Zelllinien die Reproduzierbarkeit der Daten verbessern und damit einhergehend die Anzahl 

notwendiger Replikationszyklen begrenzen. Zum Beispiel werden zur Untersuchung der 

Fremdkörperreaktion die humanen Zelllinien HL-60 oder U937 eingesetzt (35). In Bezug auf 

Veränderungen ihres Phänotyps sowie ihrer Funktionalität sind diese aus Tumorgewebe 

gewonnen immortalisierten Zelllinien jedoch oft unzureichend beschrieben. In anschließenden 

Studien könnte der generierte multiparametrische Datensatz aus Entzündungsprofilen zur 

Identifizierung einer korrespondierenden Zelllinie angewandt werden. Des Weiteren konnte 

gezeigt werden, dass die vergleichende statistische Modellierung die Identifizierung von 

Messparametern mit einer hohen Aussagekraft erleichtert. Beispielsweise stimmte nach 

Oberflächenbehandlung mit Blutplasma die statistische Bewertung des Messparameters IL-8 

mit der literaturbasierten Bewertung der Referenzmaterialen überein. Prinzipiell erhöht der 

Umfang der analysierten Endpunkte die Sensitivität und Genauigkeit des Modellsystems. In 

der anschließenden Entwicklungsphase können die Zusammensetzung der analysierten 

Messparameter weiterhin optimiert und weniger aussagekräftige Zytokine durch prognosti-

sche Messfaktoren ausgetauscht werden. Die in diesem Testverfahren angewandte 

mathematische Modellierung beruht auf dem statistischen Vergleich der Versuchsgruppen 

und zielte auf die Arbeitshypothese, ob eine Unterscheidung der Biomaterialien unter den 

gewählten Testbedingungen möglich ist. Weitere mathematische Modellierungen können je 

nach Fragestellung ein besseres Verständnis der Wechselwirkung zwischen dem Biomaterial 

und den Zellen liefern. Beispielsweise ermöglicht die Hauptkomponentenanalyse eine 

Klassifizierung von multifaktoriellen Datensätzen und kann somit je nach Unterscheidungs-

kriterium (Messparameter, Biomaterialien oder Testbedingungen) eine Gruppierung von 

Datensätzen nachweisen. (141)  

In dieser Arbeit erfolgte die Bewertung der Verlässlichkeit basierend auf einer retrospektiven 

Zusammenfassung bisher durchgeführter präklinischer und klinischer Studien. Anhand der 

literaturbasierten Bewertung der Referenzmaterialien konnte die Vorhersagegenauigkeit der 
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entwickelten in vitro Testmethode bestätigt werden. Zusätzlich könnte die Reaktion der 

verwendeten Referenzmaterialien in einer prospektiven in vivo Studie auf Übereinstimmung 

mit der retrospektiven Bewertung geprüft werden. Für die Zulassung als anerkannte 

Testpraxis ist im Anschluss an die Entwicklung einer Testmethode eine multimodulare 

Validierungsstudie notwendig. Die Validierung einer alternativen Testmethode erfordert die 

Durchführung eines Bewertungsprozesses, in dem die Verlässlichkeit und die Relevanz für 

einen bestimmten Zweck zu beweisen sind (210, 211). Hierbei untergliedert sich das 

Prüfverfahren in fünf Phasen: die Entwicklung der Testmethode, die Prävalidierung zur 

Optimierung bereits bestehender Protokolle, die Validierung hinsichtlich der Übertragbarkeit, 

der Reproduzierbarkeit und der Relevanz der Methode, die prozessexterne unabhängige 

Begutachtung der generierten Daten und letztendlich die regulatorische Zulassung. In dieser 

Arbeit konnte eine Testmethode identifiziert werden, die die erforderlichen Voraussetzungen 

für ein anschließendes Validierungsverfahren erfüllt: 

(I) Der wissenschaftliche Zweck der Testmethode ist dargestellt. 

(II) Die Mechanismen der Testmethode sind auf wissenschaftlicher Basis 

beschrieben. 

(III) Mit definierten Referenztestobjekten ist die Testdurchführung und die Analyse 

definierter Endpunkte in Protokollen festgehalten. 

(IV) Die anschließende Generierung und Darstellung der Daten sowie die 

Interpretation der Ergebnisse ist nachvollziehbar und die prädiktive 

Aussagekraft der Daten konnte bestätigt werden. 

Im Anschluss an diese Entwicklungsphase ist in der Validierungsphase die Verlässlichkeit der 

etablierten Testmethode zu demonstrieren. Die Variabilität innerhalb eines Labors kann nach 

Durchführung des gleichen Protokolls zu unterschiedlichen Zeitpunkten und durch 

unterschiedliche Operatoren geprüft werden. Die Robustheit der Testmethode muss durch den 

Transfer und die Etablierung in einem zweiten Labor auf die Praktikabilität, den Aufwand 

und die Identifizierung möglicher Variabilitätsursachen untersucht werden. Anschließend ist 

in einer umfangreichen Studie mit zahlreichen Testsubstanzen, die das gesamte Effekt-

spektrum abbilden, die Variabilität zwischen drei bis vier geschulten Laboratorien zu zeigen. 

Ergänzend zur Prüfung auf Verlässlichkeit erfolgt der Relevanznachweis der Testmethode. 

Hierfür ist die prädiktive Kapazität der Testmethode mit eine definierten Anzahl an neuen 
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bisher nicht angewendeten Testmaterialien zu prüfen und hierdurch die Prädiktivität der 

Methode zu evaluieren. Abschließend müssen der geeignete Anwendungsbereich festgelegt, 

Grenzen aufgezeigt und Referenzstandards bestimmt werden. Die abschließende unabhängige 

Begutachtung der generierten Informationen ist Voraussetzung für die Zulassung einer 

alternativen Testmethode. (212, 213) 

Zusammenfassend begründete die bisherige geringe Korrelation zwischen in vitro und in vivo 

Studien die klare Notwendigkeit von prädiktiven Testbedingungen für die Bewertung von 

Biomaterialien in vitro. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, wie sensitiv in vitro 

Biomaterialtestungen von den gewählten Testbedingungen abhängen und die Bewertung eines 

Biomaterials im Vergleich zu anderen Biomaterialien beeinflussen. Wesentlich konnte gezeigt 

werden, dass eine Korrelation zwischen in vitro Modellsystemen basierend auf humanem 

Blutplasma zur Bewertung der Biomaterialien in vivo möglich ist.  

4.5 Biomimetische Rekonstruktion eines dreidimensionalen 

Wundgewebes  

Herausforderung und Neuwertigkeit der Entwicklung 

Während einer Fremdkörperreaktion durchläuft das Freisetzungsprofil löslicher Mediatoren 

eine zeitliche Dynamik und beeinflusst den Ausgang einer Wundheilungsreaktion (77, 214). 

Indirekte Modellsysteme charakterisieren jedoch ausschließlich zu einem bestimmten 

Zeitpunkt die Konditionierung des Mediums. Im Gegensatz hierzu ermöglichen direkte 

Modellsysteme, die eine kontinuierliche Wechselwirkung, eine rückwirkende Kommunikation 

und einen direkten Stoffaustausch zwischen Modellkomponenten zulassen, die Untersuchung 

von langfristigem oder wiederholtem Kontakt zwischen dem Biomaterial, den Zellen und den 

extrazellulären Matrixkomponenten. Im letzten Teil dieser Arbeit konnte ein dreidimensiona-

les Fremdkörpermodellsystem entwickelt werden, das in einer dreidimensionalen Matrixum-

gebung den Echtzeitaustausch löslicher Mediatoren zwischen den Makrophagen und den 

Fibroblasten zulässt. Das verwendete Trägersystem untergliederte das dreidimensionale 

Modellsystem in eine basale, sensorische Modellkomponente aus Makrophagen in einer 

Fibrinmatrix und eine apikale, aktorische Modellkomponente aus Fibroblasten in einer 

Kollagen- oder Fibrinmatrix. Im Boden des Trägersystems verband eine poröse Membran 

beide Modellkompartimente und ermöglichte den Austausch löslicher Stoffe zwischen diesen. 



 4. Diskussion   

               

 

155 

 

Hierdurch war eine direkte Kommunikation zwischen den Makrophagen und den Fibroblasten 

im Modellsystem gewährleistet. Zusätzlich unterstützte die Untergliederung des entwickelten 

Modellsystems eine getrennte Untersuchung von Teilprozessen. Bereits vorangegangene 

Studien konnten zeigen, dass eine kombinierte Kultivierung von Makrophagen mit 

Fibroblasten die anschließende Charakterisierung von einzelnen Zellpopulationen erschwert. 

Zum Beispiel zeigten Zeng und Kollegen (2010) die Proliferation, die Migration und die 

Verteilung der Gesamtzellen in ihrem kombinierten dreidimensionalen Fremdkörpermodell-

system, konnten jedoch nicht zwischen Makrophagen und Fibroblasten unterscheiden (215). 

Diese Herausforderung wurde ebenfalls bei Parks (2014) und Zhou (2015) sichtbar, sie 

zeigten in ihrem entwickelten Modellsystem nicht die Vitalität der eingebrachten Makropha-

gen (185, 204). Als Qualitätskriterium zeichnete das in dieser Arbeit entwickelte unterglieder-

te Modellsystem einen hohen Anteil vitaler Makrophagen aus. 

Biomimetische Nachbildung der extrazellulären Matrix in einer Wundnische 

Die Matrixzusammensetzung in einer Wundnische ist komplex - Fibrin bildet eine erste 

provisorische Matrix, die das Defektareal stabilisiert und die Grenzfläche zum nativen 

Bindegewebe aus Kollagen bildet. Bereits etablierte in vitro Fremdkörpermodelle wenden 

einzelne Matrixkomponente wie Agarose (216) oder Kollagen (184, 185), Gelatine und 

Alginat (215) als Trägerstrukturen zum Aufbau von dreidimensionalen Geweben an. Einzelne 

Matrixkomponente können jedoch die komplexe Zusammensetzung der extrazellulären 

Matrix in einer Wunde sowie die Grenzfläche zum nativen Bindegewebe nicht biomimetisch 

abbilden (siehe Tabelle 4-2). Aus der gezeigten Oberflächenbehandlung mit Blutplasma als 

eine Testbedingung mit einer hohen Vorhersagekapazität (3) leitete sich die Weiterentwick-

lung des biomimetischen Fremdkörpermodells zu einem kombinierten System mit 

Makrophagen in einer Fibrinmatrix ab. Des Weiteren bildete das Blutplasma ein reiches 

Milieu aus Differenzierungsfaktoren wie M-CSF und GM-CSF, die eine Differenzierung der 

Monozyten zu Makrophagen im Modellsystem stärkten (217-219). Das in dieser Arbeit 

weiterentwickelte Modellsystem ermöglichte durch den kombinierten Einsatz von Fibrin als 

Wundmatrix und von Kollagen als native biophysikalische Bindegewebsmatrix die 

biomimetische Modellierung der Grenzflächen und bildete die Reaktion des umliegenden 

nativen Bindegewebes ab.  
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Autor, Jahr  

(Referenz) 

Modelldesign [Spezies] 

Zhu, 2001 (184) Kombinierte Kultur von primären Monozyten aus dem Blut und einer 

fetalen Fibroblastenzelllinie HFL-1 aus der Lunge in einer Kollagen-I-

Matrix [Mensch].  

Zeng, 2010 (215) Kombinierte Kultur von peritonealen Makrophagen und dermalen 

Fibroblasten in einer Matrix aus mariner Gelatine und Alginat [Maus].  

Sanchez, 2011 (216) Monokultur von Makrophagen aus dem Knochenmark nach M-CSF-

vermittelter Vordifferenzierung in einem Hydrogel aus Agarose [Maus].  

Parks, 2014 (185) Kombinierte Kultur von LPS-aktivierten Monozyten der Zelllinie U937 mit 

dermalen Fibroblasten in einem Kollagenhydrogel [Mensch].  

 

Zusätzlich konnte die Einwanderungszone von Fibroblasten aus dem nativen Bindegewebe in 

die Wundnische durch ein Fremdkörpermodell aus Fibroblasten in einer Fibrinmatrix 

nachgebildet werden. 

Unterscheidungskapazität der Modelle zwischen den Referenzmaterialien PTFE und Titan 

Das entwickelte Fremdkörpermodell konnte durch zahlreiche quantitative Endpunkte 

charakterisiert werden. Erfreulicherweise zeigten alle Messparameter zwischen den 

Referenzmaterialien PTFE und Titan Unterschiede auf und trugen zur Unterscheidungs-

kapazität des Modellsystems bei. Zwar fiel beispielsweise im kollagenbasierten Modellsystem 

die Anreicherung von Kollagen I und im fibrinbasierten Modellsystem die Ausschüttung 

proentzündlicher Zytokine insgesamt höher aus, jedoch stimmten interessanterweise die 

relativen Tendenzen zwischen beiden Modellsystemen überein und bestärkten deren Validität. 

Teilweise beschrieben die beobachteten Effekte ausschließlich Tendenzen, bildeten keine 

signifikanten Unterschiede ab und erschwerten daher die Interpretation des komplexen 

Datensatzes. Durch die Reduzierungstechnik der Hauptkomponentenanalyse konnte jedoch 

gezeigt werden, dass die Referenzmaterialien PTFE und Titan im entwickelten Modellsystem 

Effekte auslösten, die sich fibrotischen Mechanismen zuordnen ließen. Am Wichtigsten, die 

in der Literatur beschriebenen stärkeren profibrotischen Eigenschaften von PTFE im 

Vergleich zu Titan konnten im Modellsystem bestätigt werden.  

Tabelle 4-2 Zusammenfassung der bereits etablierten Fremdkörpermodellsysteme. 
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Anwendungsbereich der entwickelten Fremdkörpermodelle 

Vorteil der entwickelten direkten Fremdkörpermodelle ist, komplexe, dynamische Prozesse 

unter Echtzeitbedingungen zu erfassen. Möglicherweise können anschließende Studien das 

dynamische Zusammenspiel mehrerer Faktoren wie die Wechselwirkung zwischen Zell- oder 

Matrixkomponenten sowie löslichen Mediatoren während den unterschiedlichen Wund-

heilungsphasen im Modellsystem entschlüsseln und somit zu einem besseren Verständnis der 

Fremdkörperreaktion beitragen. Insbesondere im Hinblick auf die Integration komplexer 

Funktionen gewinnt ebenfalls die funktionelle Charakterisierung von Medizinprodukten unter 

Echtzeitbedingungen an Bedeutung. In den entwickelten direkten Modellsystemen können 

beispielswiese dynamische Prozesse wie die Haltbarkeit, die Stabilität und der Abbau von 

Medizinprodukten sowie die Freisetzungskinetik von Medikamenten oder löslichen 

Materialbestandteilen untersucht werden.  

Weiterentwicklung der dreidimensionalen Fremdkörpermodelle 

Zusätzlich können die technischen Testbedingungen wie das Verhältnis zwischen der 

Testoberfläche zum Volumen des aufgebauten Gewebes, die eingesetzte Zellzahl, das 

aufgebrachte Volumen des Kulturmediums oder die Kultivierungszeit optimiert werden und 

so eine Verstärkung der beobachteten Effekte bewirken sowie die Unterscheidungskapazität 

des Modellsystems erhöhen. Ergänzend sollte das dreidimensionale Fremdkörpermodell-

system funktionell erweitert werden. Unabhängig vom Gewebe, in welches das Implantat 

eingesetzt wird, führen alle chirurgischen Verfahren eine Blutung herbei und setzen die 

Biomaterialoberfläche dem direkten Kontakt mit der Blutflüssigkeit aus. Dies bestärkte die 

Anwendung von Blutkomponenten in den Testverfahren, jedoch können diese keine 

gewebsspezifische Reaktion oder systemischen Effekte abbilden. Die Abhängigkeit der 

Fremdkörperreaktion vom Implantationsort verdeutlicht die Notwendigkeit, gewebs-

spezifische Komponenten in zukünftige Testsysteme einzugliedern. Insbesondere die 

Durchblutung des Gewebes beeinflusst den Endpunkt einer Fremdkörperreaktion. Zum 

Beispiel führt die Implantation einer Kollagenmatrix in den stark durchbluteten Herzmuskel 

zu einem starken Abbau der ursprünglichen Matrixstruktur und zur Infiltrierung weiterer 

Zellen. Dagegen trägt der Einsatz der Kollagenmatrix unter die Haut zum Erhalt der 

ursprünglichen Matrixstruktur bei. (140) Im Gegensatz hierzu führt die Implantation eines 

Medizinprodukts in ein Gewebe ohne Gefäßversorgung wie dem Knorpel oder dem Knochen 
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oftmals zu einer besseren Integration des Fremdkörpers (220, 221). In vitro ist die Machbar-

keit von dreidimensionalen Gewebemodellen mit Gefäßstrukturen bereits beschrieben (222, 

223). Demnach könnte das entwickelte Fremdkörpermodell in nachfolgenden Studien durch 

ein Gefäßsystem ergänzt werden. Des Weiteren bildet das entwickelte Modellsystem statische 

Testbedingungen ab und simuliert keine systemischen Zirkulationseffekte. Ex vivo 

Flusskammern, die das Blut direkt von einem Organismus in eine Testkammer außerhalb des 

Körpers abzweigen, sind bereits zur Untersuchung der Mikrozirkulation etabliert (224). 

Außerdem konnten in vitro Flussreaktoren zur optimalen Besiedelung von Trägerstrukturen 

genutzt werden (225). In Zukunft könnten solche Flussreaktorsysteme angewandt werden, um 

nach Implantation eines Biomaterials in ein Testgewebe die Mikrozirkulation von Blutplasma 

sowie von Immunzellen nachzustellen. Zusätzlich ist die funktionelle Zusammensetzung des 

Gewebes und die Proliferationsfähigkeit der gewebsständigen Zellen für den Ausgang einer 

Fremdkörperreaktion entscheidend (35). Zum Beispiel durchlaufen Epithelien wie die Haut 

oder der Darm kontinuierliche Regenerationszyklen. Andere Gewebe wie die Leber oder der 

Pankreas können durch eine Verletzung erneut zur Regeneration angeregt werden. Im 

Gegensatz zu diesen Geweben besitzen jedoch Nerven- oder Herzmuskelgewebe eine geringe 

regenerative Kapazität und neigen nach einer Verletzung zur Ausbildung von 

Bindegewebe. (57) Zusätzlich zur regenerativen Kapazität eines Organs wird die Regenerati-

on eines Gewebes durch das Gleichgewicht zwischen den funktionellen Zellen eines Gewebes 

(Parenchym) und den Bindegewebszellen (Mesenchym) bestimmt. In anderen Arbeiten 

konnten bereits dreidimensionale in vitro Gewebemodelle für die Haut (1), den Darm (226), 

die Leber (227) und den Pankreas (228, 229) sowie das Nervengewebe (230, 231) und das 

Herzgewebe (232) beschrieben werden. Dies verdeutlicht, dass eine funktionelle Ausstattung 

des Fremdköpermodells durch das Zusammenführen der unterschiedlichen Modellsysteme 

prinzipiell möglich ist. Des Weiteren beeinflusst der Verletzungsgrad und der damit 

einhergehende Erhalt der nativen Matrixstruktur die Regeneration des verletzten Gewebe mit 

funktionellem Gewebe (35). Zum Beispiel könnten native biologische Trägerstrukturen wie 

eine azellulare Dünndarmmatrix nachfolgend verwendet werden, um die Regenerations-

kapazität des Modellsystems zu unterstützen (233). Darüber hinaus führen neben lokalen 

Faktoren des jeweiligen Gewebes systemische Veränderungen wie Stoffwechsel-

erkrankungen, der individuelle Lebensstil sowie die medikamentöse Behandlung von 

Erkrankungen zur unterschiedlichen Reaktion von Patienten auf Biomaterialien (58-60). 
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Beispielsweise verdeutlichten Zeng et al. (2010) den Einfluss von Diabetes auf die 

kombinierte Kultivierung von Makrophagen mit Fibroblasten. In dem beschriebenen 

Modellsystem führte die Anwendung von Zellen, die aus diabetischen Tieren isoliert wurden 

im Vergleich zu Zellen aus gesunden Tieren zu einer Erhöhung des Entzündungsprofils. (215) 

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutspenden lagen lediglich anonymisiert vor. Informatio-

nen über individuelle Einflussfaktoren ließen jedoch einen besseren Einblick in die oft sehr 

hohe Varianz zwischen den Spendern zu und würden eine Modellierung der Fremdkörper-

reaktion erleichtern.  

Dies verdeutlicht, dass sich der biomimetische Modellansatz durch zahlreiche Weiterentwick-

lungen weiterhin optimieren lässt. Zusammenfassend konnte jedoch ein Modellsystem 

entwickelt werden, das durch die Kombination unterschiedlicher Matrixkomponenten die 

Mikroumgebung in einer Wunde biomimetisch nachbildet. Hierbei erleichterte die 

Untergliederung des Modellsystems eine Charakterisierung der einzelnen Zell- und 

Gewebskomponenten. Zusätzlich konnten auf molekularer Ebene Entzündungs- und 

Bindegewebsprozesse im Modellsystem analysiert werden. Die durchgeführte Haupt-

komponentenanalyse verdeutlichte die Eignung der entwickelten Fremdkörpermodellsysteme 

zur Bewertung von Biomaterialien.  
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5. Schlussfolgerung 

Alle in vitro Testsysteme stellen Modelle dar, die ein spezifisches Spektrum an Funktionen 

abdecken. Daher müssen die Testbedingungen eines Modellsystems mit Bedacht gewählt und 

an der spezifischen wissenschaftlichen Fragestellung orientiert werden. Die bisherige geringe 

Korrelation zwischen in vitro und in vivo Biomaterialstudien verdeutlichte die klare 

Notwendigkeit von verlässlichen in vitro Fremdkörpermodellsystemen sowie die Heraus-

forderung, solche zu entwickeln (175). In dieser Arbeit konnten erfolgreich in vitro 

Modellsysteme etabliert werden, die sich zur Charakterisierung einer biomaterialinduzierten 

Immunreaktion eignen. Ergänzend zu bereits existierenden in vivo Modellen können diese 

prognostischen Modellansätze verwendet werden, um nach Russell und Burchs 3R-Aspekten 

die Belastung von Tieren zu reduzieren und vielversprechende Biomaterialkandidaten zu 

untersuchen (135, 176).  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden wie sensitiv Teilprozesse, die den Endpunkt einer 

Fremdkörperreaktion beeinflussen, von den Biomaterialeigenschaften abhängig sind. Solche 

teilprozessorientierten in vitro Modellsysteme ermöglichen einerseits ein besseres Verständ-

nis, verdeutlichen jedoch ebenfalls die Komplexität der Vorgänge während einer Fremd-

körperreaktion. Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die Bewertung eines 

Biomaterials im Vergleich zu anderen Biomaterialien von den gewählten Testbedingungen 

abhängig ist. Am Wichtigsten, eine Korrelation zwischen in vitro Modellsystemen zur 

literaturbasierten Bewertung von Referenzmaterialen ist prinzipiell möglich, wenn die 

Testbedingungen geeignet gewählt werden und eine geeignete Modellierung der in vitro 

generierten Daten erfolgt. Die Auswahl entsprechender Testbedingungen ist für die 

erfolgreiche Eingliederung von in vitro Modellsystemen in mehrstufige Testverfahren 

notwendig und Voraussetzung für die Akzeptanz von in vitro Modellen als valide Test-

systeme. Aus den gewonnenen Erkenntnissen konnte ein dreidimensionales Fremdkörper-

modell abgeleitet werden, das den eintretenden Kontakt zu Blutplasmakomponenten sowie die 

biomimetische Mikroumgebung des umliegenden Bindegewebes nachstellt. Das entwickelte 

dreidimensionale Modellsystem wieß eine hohe Unterscheidungskapazität zwischen 

Referenzbiomaterialien auf und eignet sich zur Charakterisierung der Entzündungsantwort 

sowie der Bindegewebsantwort auf einen Fremdkörper. 
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