In vitro Fremdkdrpermodellsysteme
zur Vorhersage von biomaterialinduzierten

Immunreaktionen

In vitro foreign body model systems

for prediction of immune reactions to biomaterials

Dissertation zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades
der Graduate School of Life Sciences,
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg,

Klasse Biomedizin

Vorgelegt von

Maren Annika Jannasch

aus

Filderstadt

am Lehrstuhl flr Tissue Engineering und Regenerative Medizin
des Universitatsklinikums Wirzburg
Wirzburg 2018




Eingereicht am: ......ccciieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeenae.
Birostempel

Mitglieder des Promotionskomitees:

Vorsitzender: Prof. Dr. rer. nat. Peter Michael Jakob
1. Betreuer: Dr.-Ing. Jan Hansmann

2. Betreuer: Prof. Dr. rer. nat. Alma Zernecke-Madsen
3. Betreuer: Prof. Dr. biol. hum. Heike Walles

4. Betreuer: Prof. Dr. rer. nat. Jurgen Groll

Tag des Promotionskolloquiums: .......ccocveveieiniieiiieiiiieiiieiennene.

Doktorurkunden ausgehdndigt am: ........ccoeveveiieieiieiinecnenecnrannnns



Verzeichnis bisher veroffentlichter wissenschaftlicher Arbeiten

Im Rahmen der von Maren Jannasch verfassten Masterarbeit konnte der folgende Fachartikel
veroffentlicht werden:

Jannasch M, et al. (2015) Development and application of three dimensional skin
equivalents for the investigation of percutaneous worm invasion. Experimental

Parasitology.(1)

Teile der vorliegenden Dissertation sind bereits in folgenden Fachartikeln veroffentlicht:

Jannasch M, et al. (2017) In vitro chemotaxis and tissue remodeling assays quantitatively
characterize foreign body reaction. ALTEX. (2)

Jan Hansmann, Heike Walles und Maren Jannasch planten die Experimente.
Maren Jannasch hat die Studenten Judith Wiezoreck und Lisa Engelhardt im Zu-
sammenhang mit diesem Teilprojekt ihrer Doktorarbeit angeleitet und zusammen
die Experimente durchgefiihrt. Sabine Gatzner flhrte die Analyse der Zellkultu-
riberstande durch. Tobias Schmitz und Tobias Weigel konnten die Referenzmate-
rialien fur die anschliefende Testung vorbereiten. Maren Jannasch hat die Ergeb-
nisse zusammengefasst und ausgewertet. Jan Hansmann und Maren Jannasch
verfassten das Manuskript. Alle Autoren haben das Manuskript gelesen und der

Publikation zugestimmt.

Jannasch M, et al. (2017) A comparative multi-parametric in vitro model identifies the
power of test conditions to predict the fibrotic tendency of a biomaterial. Scientific
Reports. (3)

Jan Hansmann, Heike Walles und Maren Jannasch planten die Experimente.
Maren Jannasch fuhrte die Experimente durch. Sabine Gatzner analysierte die
Kulturtiberstdnde. Tobias Schmitz und Tobias Weigel konnten die Referenzmate-

rialien fiir die Testung vorbereiten. Maren Jannasch hat die Daten zusammenge-



fasst, statistisch modelliert und ausgewertet. Jan Hansmann und Maren Jannasch
verfassten das Manuskript. Alle Autoren haben das Manuskript gelesen und der

Publikation zugestimmt.

Die beiden Publikationen Jannasch et al. (2017) sind unter der Lizenzvereinbarung ,,Creative
Commons Attribution 4.0 International” (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

veroffentlicht. Diese Vereinbarung ermdglicht, insofern die Autoren und die Quelle der
urspriinglichen Arbeit entsprechend gekennzeichnet, die Lizenzvereinbarung dargestellt und
vorgenommene Verdnderungen gekennzeichnet sind, die Verwendung, die Adaption, die
Verteilung und die Reproduktion der verdffentlichten Arbeit in jeglicher Form und in

jeglichem Format.

Teile dieser Publikationen sind in verénderter oder gleicher Form in den Kapiteln 3.1, 3.2, 3.3
und 3.4 in dieser Dissertation dargestellt. Zur Nachvollziehbarkeit vorgenommener
Veranderungen sind die Originalarbeiten dem Anhang dieser Arbeit beigeflgt. Alle

Mitautoren haben der Verwendung der Ergebnisse in dieser Dissertation zugestimmt.

Im Rahmen der Nachwuchsgruppe ,,ETFace — Entwicklung nahtloser Gewebe-Technik-
Schnittstellen* (FOrderkennzeichen 13N12971) fand die finanzielle Unterstutzung dieser

Arbeit vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung statt.


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Eidesstaatliche Erklarung

Hiermit erkldre ich an Eides statt, die Dissertation eigenstandig, das heil3t insbesondere
selbstandig und ohne Hilfe eines kommerziellen Promotionsberaters, angefertigt und keine

anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.

Ich erklare aullerdem, dass die Dissertation weder in gleicher noch in @hnlicher Form bereits

in einem anderen Prifungsverfahren vorgelegen hat.

Wirzburg, 22.01.2018



Affidavit

I hereby confirm that my thesis is the result of my own work. I did not receive any help or
support from commercial consultants. All sources and / or materials applied are listed and

specified in the thesis.

Furthermore, | confirm that this thesis has not yet been submitted as part of another

examination process neither in identical nor in similar form.

Wirzburg, 22.01.2018 e



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei Frau Prof. Dr. Heike Walles fir die Moglichkeit, meine
Dissertation am  Lehrstunl fur Tissue Engineering und Regenerative Medizin
des Universitatsklinikums Wiirzburg anfertigen zu durfen, bedanken.

Vielen Dank Frau Prof. Alma Zernecke-Madsen fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens.
Ebenfalls danke ich Herr Prof. Dr. Jirgen Groll fir die Betreuung meiner Doktorarbeit. Des
Weiteren mochte ich mich bei Herr Prof. Dr. Thomas Hunig fur seine Hilfestellung bei der
Etablierung von multiparametrischen zytometrischen Analysen bedanken.

Mein besonderer Dank geht an meinen Erstbetreuer Herr Dr.-Ing. Jan Hansmann. Die
Mitarbeit in einem interdisziplinaren Forschungsprojekt ermdglichte mir wertvolle
Erfahrungen zu sammeln, die meinen Blick ber eine biomedizinische Expertise hinaus
geschult haben. Deine Unterstiitzung durch stets kritische aber sehr hilfreiche Hinweise hat
das Vorankommen meiner Doktorarbeit angetrieben. Die zahlreich investierten Stunden in die
Betreuung meiner Arbeit schatze ich sehr.

Unserer technischen Assistentin Frau Sabine Gétzner mochte ich an dieser Stelle besonders
danken. Du hast vieles moglich gemacht, was ohne deine Unterstiitzung nicht realisierbar
gewesen ware. Vielen lieben Dank fir deine Hilfe!

Unseren Materialwissenschaftlern Herr Dr. Tobias Schmitz und Herr Tobias Weigel danke
ich fir die zuverlassige Herstellung der Referenzmaterialien und deren optimale Anpassung
auf jegliches Format. Allen anderen Teammitgliedern des Bioreaktorteams danke ich
ebenfalls fur die teils amisanten, stets unterhaltsamen Diskussionsthemen wéhrend meiner
Arbeit im Labor.

Von ganzem Herzen mochte ich meiner Familie danken. Die zahlreichen warmherzigen und
ermutigenden Worte und euer Interesse an meiner Arbeit gaben mir die Motivation meinen
Weg weiter zu gehen. Ich danke den neuen Freunden, die meine Zeit in Wirzburg bereichert
haben, und den ,,Alten®, denen keine Distanz zu weit war. Die Zeit mit euch allen hat mich

sehr bereichert.



I. Abkirzungen und Einheiten

Abkirzungen
ABTS

AP-1

APC

APS

APTES

ATP
B-Lymphozyten
CaCl,

CBA

CcD

dA
DAB
DAPI
dE
DMEM
DMSO
EDTA
ELISA

FACS

Fc

FcR

FGF
FITC
GM-CSF

HCl
HFF-1

2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazolin-6-Sulphon)-Saure
Aktivatorprotein-1

Allophycocyanin

Ammoniumperoxidsulfat

3-Aminopropyltriethoxysilan

Adenosintriphosphat

Lymphozyten aus dem Knochenmark "bone marrow"

Calciumchlorid

Cytometric bead array (Zytometrischer Nachweis mittels fluoreszenzmarkier-
ter Partikel)

Cluster of differentiation (Differenzierungsmarker)

akkumulierte Distanz

3,3'-Diaminobenzidine

4',6-Diamidin-2-phenylindol

euklidische Distanz

Dulbecco's modified eagle medium

Dimethylsulfoxid

Ethylendiamintetraacetat

enzyme-linked immunosorbent assay (Enzymgekoppeltes immunadsorbieren-
des Nachweisverfahren)

fluorescence-activated cell scanning (Durchflusszytometrie)

fragment crystallizable region

fragment crystallizable region receptor

fibroblast growth factor (Fibroblastenwachstumsfaktor)
Fluoresceinisothiocyanat

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Granulozyten und
Makrophagen koloniestimulierender Faktor)

Hydrochlorsaure

human foreskin fibroblasts-1 (humane Fibroblasten aus Vorhaut)

Vi



HFL-1
H,0
H,0,
HRP
1gG
IL-1R
IL-4
IL-6
IL-8
II-12
IL-13
INFy
KHCO;
LDL
LPS
M1
M2
MACS
MAT
MCI
MCP-1
M-CSF

MEM
NaCl
NF-kB
NK-Zellen
PAMP

PBS
PBS+
PDGF
PE

human fetal lung fibroblasts -1(humane fetale Fibroblasten aus der Lunge)
Wasser

Wasserstoffperoxid

horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

Immunglobulin G

Interleukin-11

Interleukin-4

Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-12

Interleukin-13

Interferony

Kaliumbicarbonat

Low density lipoprotein (Lipoprotein mit niedriger Dichte)
Lipopolysaccharid

Makrophagen des Phanotyps M1

Makrophagen des Phanotyps M2

Magnetic-activated cell separation (magnetische Zellselektion)
Monozytenaktivierungstest

mittlere Cyanintensitat

macrophage chemotactic protein-1 (Makrophagen chemotaktisches Protein-1)
macrophage colony-stimulating factor (Makrophagen koloniestimulierender
Faktor)

modified eagle medium

Natriumchlorid

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

Natdrliche Killerzellen

pathogen-associated molecular patterns (pathogenassozierte molekulare
Muster)

phosphate-buffered saline (phosphatgepufferte Saline)
phosphatgepufferte Saline mit Magnesium und Calcium

platelet-derived growth factor (blutplattchenfreigesetzter Wachstumsfaktor)

Phycoerythrin

Vil



PE

PTFE

R

RPMI

SDS

TBS

TBST
T-Lymphozyten
t-AMCA

TMB
Tui-Lymphozyten
Tuo-Lymphozyten
TGF-R1

TNF-a

Tris

TIMP

Einheiten
a

%

°C

Hg

pl

pm

cm

2
cm

8o

g
kv

[
M
mA

mg

Polyethylen

Polytetrafluorethylen

Winkellange

Roswell Park memorial institute

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)

Tris-buffered saline (Tris-gepufferte Salzlosung)

Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween

Lymphozyten aus dem Thymus
trans-4-aminomethyl-cyclohexane-1-carboxylic acid (Tranexamséaure)
Tetramethylbenzidinsubstrat

T-Helferzellen vom Typ 1

T-Helferzellen vom Typ 2

transforming growth factor-R1 (Tranformierender Wachstumsfaktor-1)
Tumornekrosefaktor-a

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

tissue inhibitor of metalloproteinases (Inhibitoren der Metalloproteinasen)

Phasenwinkel
Prozent

Grad Celsius
Mikrogramm
Mikroliter
Mikrometer
Zentimeter
Quadratzentimeter
Erdbeschleunigung (9,80665 Meter pro Quadratsekunde)
Gramm

Kilovolt

Liter

molar

Milliamper

Milligramm

VI



ml
mM

mm

nm

pH

Milliliter

millimolar

Millimeter

normal

Nanometer

potentia hydrogenii (Starke des Wasserstoffs)
Volt

Watt



I1. Tabellen

Tabelle 2-1
Tabelle 2-2
Tabelle 2-3
Tabelle 2-4
Tabelle 2-5
Tabelle 2-6
Tabelle 2-7
Tabelle 2-8
Tabelle 2-9
Tabelle 2-10
Tabelle 2-11
Tabelle 2-12
Tabelle 2-13

Tabelle 2-14

Tabelle 2-15
Tabelle 2-16

Tabelle 2-17

Tabelle 2-18
Tabelle 2-19
Tabelle 2-20
Tabelle 2-21

Tabelle 2-22

Gewebe- und Zellmaterial. ... 24
Biologische und chemische Stoffe. ..o, 26
BIOMALErialIeN. ... s 29
GBIALE. ... 29
SOTIWANE. ..t 30
KONSUMMALEITIAL ... 31
Zell- und GewebeKUultUrmMedieN.........voviiiiiiee s 33
Supplemente flr Kulturmedien. ..........coooeriiiiiniiiseeee s 34
Enzym- und SubStratloSUNGEN. ........ceiiiiiieieie e 34
ZEHKUIUIPUTTET. .o 36
ANTIKOIPEL . ottt 37
Analytische NaChWeISKILS. .........ccceiieiiiiiciccece e 40
Analytische Puffer und LOSUNGEN. ........ccveiiiiieecc e 44

Antikorper zur zytometrischen Charakterisierung der Monozyten nach

Zellisolierung sowie der Makrophagen nach 6-tagiger Differenzierung. ....50
Optimierte Vorgehensweise zur Azanfarbung nach Heidenheim. ............... 67
Zusammenfassung der verwendeten Antikorper und Toxine. .........ccccceeee.e. 70

Zusammenstellung der verwendeten Antikorper fir die kombinierte Farbung
VON CD54 UNA CD163........o e 71

Entparaffinieren der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe..72

Aufschluss der Epitope mit Demaskierungspuffer.........c.ccocovveviiiineinnnn, 72
Eigenschaften des verwendeten PrimarantikOrpers. ..........cccoevvevieiieeinnnn, 72
Farbeprotokoll nach Mayer zur sauren Hamatoxylinfarbung. ................... 73
Entwasserung in einer aufsteigenden Acetonreihe. ..........ccccoeveviiiieinnnn, 74



Tabelle 2-23
Tabelle 2-24
Tabelle 3-1

Tabelle 3-2

Tabelle 4-1

Tabelle 4-2

Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels. ..., 76
Zusammenfassung der im Westernblot verwendeten Antikorper. ............... 77
Funktion der charakterisierten Unterscheidungsmerkmale..............c.c.c..... 84

Préklinische und Kklinische Studien ermdglichten eine vergleichende

Bewertung der eingesetzten Referenzbiomaterialien. ..........c.cccccocevvevieenee. 86

Funktionelle und morphologische Unterschiede zwischen Makrophagen aus

unterschiedlichen SPeZIES. .......cocveiveiiiie i 142

Zusammenfassung der bereits etablierten Fremdkorpermodellsysteme. ... 156

Xl



Abbildung 1-1

Abbildung 1-2

Abbildung 1-3

Abbildung 1-4

Abbildung 3-1

Abbildung 3-2

Abbildung 3-3

Abbildung 3-4

Abbildung 3-5
Abbildung 3-6
Abbildung 3-7

Abbildung 3-8

Abbildung 3-9
Abbildung 3-10
Abbildung 3-11

Abbildungen

Die Reaktion des Korpers auf einen Fremdkdrper ist ein dynamischer

Vo]0 =14 o T OO P PR UPRTO PP 6

Die Bildung von Makrophagen erfolgt aus einer Keimbahnvorlauferzelle
oder aus Monozyten nach Diapedese in das Gewebe. ..........ccccoevviiinennnne 11

Im Zusammenspiel bilden die Makrophagen und die Fibroblasten wahrend

der chronischen Fremdkdrperreaktion die zentralen Zellen......................... 12

Makrophagen und Fibroblasten setzen Zytokine in ihre Mikroumgebung
frei, die auf parakrine und autokrine Wirkungsweise eine zellulare Reaktion
VU] (01571 PSSR 16

Zytometrische Charakterisierung der Monozyten nach magnetischer

Selektion aus der peripheren mononuklearen Blutzellfraktion..................... 82

Verifizierung des Differenzierungsprofils von M2-Makrophagen nach

Isolierung aus VOIIDIUL. ..........c.ooviiiee e 83

Indirektes Modellsystem zur Charakterisierung der biomaterialinduzierten
Chemotaxis sowie des Bindegewebsumbaus. ............ccoovvvevenenciencnnnenn 89

Die zellulare Adhé&sion, die aktive Freisetzung und die passive Adsorption

von Wachstumsfaktoren an die Materialoberflachen..............cccccooceivnnnenn. 91
Bildanalyse der Chemotaxis von Fibroblasten..............cccccoveviiieiiciecnen, 93
Ubertrag der Bewegungstrajektorien in ein Koordinatensystem. ................ 95

Lineare und zirkuldre statistische Parameter zur Charakterisierung der

Chemotaxis VON FIDroDIaSteN. ....cooeeee e 97

Bewertung von zellkonditioniertem Medium und dessen Effekt auf den
Bindegewebsumbau. ... 100

Azanfarbung von Kollagenstrukturen in den Bindegewebsmodellen........ 101
Vergleichendes Modellsystem zur Bewertung von Testbedingungen. ...... 104

Morphologie und Adhésion der Makrophagen an Glas-, PTFE- und
Titanoberflachen in Abhéngigkeit von den Testbedingungen. .................. 106

Xl



Abbildung 3-12

Abbildung 3-13

Abbildung 3-14

Abbildung 3-15

Abbildung 3-16

Abbildung 3-17

Abbildung 3-18

Abbildung 3-19
Abbildung 3-20
Abbildung 3-21
Abbildung 3-22

Abbildung 3-23

Abbildung 3-24

Abbildung 3-25

Abbildung 3-26
Abbildung 3-27
Abbildung 3-28

Vitalitdt der materialadharenten Makrophagen in Abhangigkeit von den
TeSthediNQUNQEN. ..o 108

Im Vergleich zu den materiainduzierten Effekten fiihrte die Stimulation der
Makrophagen mit LPS eine héhere Ausschiittung der Zytokine herbei. ...110

Sekretion von proentzindlichen Zytokinen IL-1R3, IL-6 und TNF-a......... 112
Aktive Sekretion von IL-8, IL-10 und TGF-RB1L. ...c.ccooiiiiiiiiiiecieeie 113

Das Signifikanzprofil von jedem Referenzmaterial im Vergleich zu allen
anderen Referenzmaterialen konnte in ein Bewertungsmodell (berfiihrt

WWEBTOBIN. ettt e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e ee e reeeeeeeaaaans 116

Die Summe der Signifikanzwerte aller einzelnen Messparameter konnte in

ein Bewertungsmodell der Referenzmaterialien Gberfiihrt werden............ 117

Das dreidimensionale Fremdkorpermodell bildete die Grenzflachen in der

Wundumgebung ab. .......oooiiiiii 120
Koagulation von humanem Blutplasma. ...........c.ccocevvviiiniincicncece 122
Aufbau von langzeitstabilen Fibrinhydrogelen. ...........ccccooeiviiiiicinenns 123

Vitalitat der Makrophagen in direktem Kontakt mit dem Biomaterial. .....124

In direktem Kontakt zur Materialoberflache bildete sich Fibringewebe mit

vitalen MaKrophagen. ..o 126

Apikales Bindegewebsmodell bestehend aus HFF-1-Fibroblasten in einem
Kollagenhydrogel sowie in einem Fibrinhydrogel...........ccccccooevivinnnnnee. 127

Die Zytokinausschuttung im Fremdkorpermodellsystem hing vom Material
und dem MOdell @b........c.ooiiiiii i 129

Semiquantitative Bestimmung des Kollagen-1- und R-Aktinanteils in den

FremdKorpermodellen. .........cceeiiiiie i 132
Fibroblasten im apikalen Bindegewebsmodell bildeten Kollagen IlI......... 134
Azanféarbung des apikalen Bindegewebes............ccoovviiiiiiiici 135

Hauptkomponentenanalyse der Fremdkorpermodelle fir die Materialien
L P ToT I o I o R 137

X1



IVV. Inhaltsverzeichnis

Verzeichnis bisher veroffentlichter wissenschaftlicher Arbeiten...........coooovieiiiiiiiiice, I
Eidesstaatliche ErKIAIUNG ..........cooviiiice e I
ATTIUAVIT ..ottt b v
D 101 ST o U o USSR \/
l. ADKUrzungen und EINNEITEN ......cviiiiiece e VI
Il. TADBIIEN .. X
I ABDIUNGEN e XIl
V. INNAITSVEIZEICNNIS ... e X1V
ZUSAMMENTASSUNG ...ttt ettt bbbttt b et b et e e e XVII
SUMIMIBIY ..t b et e bt b e e e s bt et et e nneenne s XIX
1. BINTEITUNG ..o 1
1.1 Marktentwicklung und Klinische ReleVaNZ .............cccooviiiiiiiic i 1
1.2  Biokompatibilitdt von MedizinproduKten ............cccoeiiiiieiiiic i 2
1.3 Reaktion des menschlichen Korper auf einen FremdKoOrper ..........ccooveeveveiieieevieennean, 5
1.3.1 Verlauf der Gewebsantwort auf einen FremdKOrper..........cccocevveveiieiecse e 5
1.3.2 Zellulére Mediatoren der FremdKorperreaktion .............cccovveveiiieieese s 10
1.3.3 Losliche Mediatoren der FremdKorperreaktion ..............cceiveveeieieenesee e 14
1.3.4 Zusammensetzung der fibrésen Bindegewebskapsel um einen Fremdkorper ............. 19
1.4 Préklinische Testverfahren zur Erfassung von Medizinprodukten.............c.ccocoevninnnns 20
1.5  Motivation und Gesamtziel der DOKEOrarbeit.........cccooeveiiiiiiiiiiicce e 23
2. Material Und MEetNOAEN .........cviiiiiiee e 24
2.1 Verwendete Materialien ...........ccooiiiiiiiiiie s 24
2.1.1 Gewebe- und Zellmaterial ..o 24
2.1.2 Biologische und chemische STOfTe ... 26

XV



2.1.3  ReferenzbiomaterialieN..........cooiiiiiiieiee s 29
2.1.4 Gerate, Software und Konsummaterialien ..........ccccovcveiiiiiiieic et 29
2.1.5 Zell- und Gewebskulturmedium, Losungen und Puffer...........ccccooveiieiicic e, 33
2.1.6  Analytische Nachweise und KOMPONENTEN ..........cooiiiiiiiiiiieii s 37
2.2 IMEINOGEBN ...t 47
2.2.1 Isolierung, Kultivierung und Differenzierung von Zellen...........cccccccoovevviieivecncnenne. 47
2.2.2 Herstellung und Vorbereitung der Referenzbiomaterialien.............ccccceovvveiviininenen. 52
2.2.3 Entwicklung von indirekten zellbasierten Modellsystemen............cccccevevieiieiccnenne. 54
2.2.3.1 Modell zur Chemotaxis von Fibroblasten ... 54
2.2.3.2 Bindegewebsmodelle zur Bewertung von Langzeiteffekten...........cccooevevieiieiieinenen. 57
2.2.4 Vergleichender Modellansatz zur Bewertung physiologischer Testvariablen............. 59
2.2.5 Dreidimensionale Gewebemodelle zur Bewertung der Fremdkorperreaktion.............. 62
2.2.6 Biochemische, immunologische und histologische Nachweisverfahren..................... 66
2.2.7  StatistisChe DatenanalYSe .........coviiiiiiiiiie s 79
3. ErgEDNISSE ... 80
3.1  Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen ............ccocvoveienencieninesnnn 81
3.2 Auswahl geeigneter Referenzbiomaterialien.............ccccocoiiiiiiniiiiicie 85
3.3 Entwicklung von indirekten zellbasierten Modellsystemen............cccoceveviieninnnnnn. 88
3.3.1 Chemotaxis von Fibroblasten in Antwort auf materialinduzierte Konditionierung.....88
3.3.2 Langzeiteffekte auf den Bindegewebsumbau.............ccccveiiiiiiieie i 98
34 Multiparametrische Modellierung zur Bewertung von Testbedingungen.................. 102
35 Dreidimensionales Wundgewebe als Fremdkorpermodelle...........ccocoovveeviiiieiineen. 119
4. DISKUSSTON ...ttt nn et 140
4.1 Entwicklung von humanbasierten in vitro Modellsystemen ...........cccccoovvevieiiicinnne, 141
4.2 Validierung von ModellSYStEmEN...........ccvviiiiiiiiiic e 144
4.3  Materialabhéngige Teilprozesse wahrend einer Fremdkdorperreaktion ...................... 145

XV



4.3.1
4.3.2
4.4

4.5

7.1
7.2

Materialabhéngige Chemotaxis von Fibroblasten ............ccccvveviiiiiiniinic s 146

Materialinduzierter Bindegewebsumbau in dreidimensionalen Modellen................. 148
Vergleichende statistische Modellierung zur Bewertung von Testbedingungen ....... 149
Biomimetische Rekonstruktion eines dreidimensionalen Wundgewebes................... 154
SCRIUSSTOIGEIUNG ... 160
[T L SRS S USRS 161
N 0] 0T T o USRS 174
LEDENSIAUT ...ttt 174
Verwendung veroffentlichter wissenschaftlicher Inhalte ..., 176

XVI



Zusammenfassung

Die Implantation eines Medizinprodukts in den menschlichen Kérper ruft eine Immunreaktion
hervor, die zur fibrésen Einkapselung fiihren kann. Makrophagen in direktem Kontakt mit der
Oberflache des Implantats erfassen sensorisch den Fremdkorper und Ubersetzten das Signal in
die Freisetzung zahlreicher l6slicher Mediatoren. Das generierte Entziindungsmilieu
moduliert die Heilungsreaktion und kann zur Anreicherung von Fibroblasten sowie zur
Erh6hung der Matrixsyntheserate in der Wundumgebung flihren. Eine dichte fibrose Kapsel
um ein Medizinprodukt beeintrachtigt den Ersatz von Korperstrukturen, das Unterstiitzen
physiologischer Kdérperfunktionen 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 unterstiitzt werden.

Zur Erfassung lokaler Effekte nach Implantation eines Biomaterials begriindet die Komplexi-
tat der ablaufenden Fremdkorperreaktion die Anwendung von Tiermodellen als Goldstandard.
Die Eingliederung von in vitro Modellsystemen in standardisierte Testverfahren scheitert oft
an der Verfligbarkeit validierter, verlasslicher und reproduzierbarer Methoden. Demnach ist
kein standardisiertes in vitro Testverfahren beschrieben, das die komplexen dreidimensiona-
len Gewebsstrukturen wahrend einer Fremdkorperreaktion abbildet und sich zur Testung tber
langere Kontaktphasen zwischen Blutkomponenten und Biomaterialien eignet. Jedoch kdnnen
in vitro Testungen kosten- und zeiteffizienter sein und durch die Anwendung humaner Zellen
eine hohere Ubertragbarkeit auf den Menschen aufweisen. Zusatzlich adressiert die Préaferenz
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 begriindeten 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
fur die entwickelten Modellsysteme. Die Anreicherung von Zellen sowie die Bildung
extrazelluldrer Matrix in der Wundumgebung stellen wichtige Teilprozesse wéhrend einer

Fremdkorperreaktion dar. Flr beide Teilprozesse konnte in einem indirekten zellbasierten
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Modellsystem der Einfluss einer zellvermittelten Konditionierung wie die Freisetzung von
I6slichen Mediatoren durch materialadhdrente Makrophagen auf die gerichtete Wanderung
von Fibroblasten sowie den Umbau eines dreidimensionalen Bindegewebsmodells aufgezeigt
werden.

Des Weiteren lie sich das Freisetzungsprofil von Zytokinen durch materialstandige
Makrophagen unter verschiedenen Testbedingungen wie der Kontamination mit LPS, der
Oberflachenbehandlung mit humanem Blutplasma und der Gegenwart von IL-4 bestimmen.
Die anschlieBende vergleichende statistische Modellierung der generierten komplexen
multifaktoriellen Datenmatrix ermoglichte die Ubersetzung in eine Biomaterialbewertung.
Dieses entwickelte Testverfahren eignete sich einerseits zur Validierung von in vitro
Testbedingungen sowie andererseits zur Bewertung von Biomaterialien. Darlber hinaus
konnte in einem dreidimensionalen Fremdkorpermodell die komplexe dreidimensionale
Struktur der extrazelluldaren Matrix in einer Wunde durch die Kombination unterschiedlicher
Zell- und Matrixkomponenten biomimetisch nachgebaut werden. Diese neuartigen
dreidimensionalen Fremdkoérpermodelle ermdglichten die Testung von Biomaterialien tber
ldangere Testphasen und konnen in anschliefenden Studien angewandt werden, um
dynamische Prozesse zu untersuchen. Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit drei
unterschiedliche Teststrategien entwickelt werden, die (I) die Bewertung von Teilprozessen
ermoglichen, (1) die Identifizierung verlasslicher Testbedingungen unterstitzen und
(111 biomimetisch ein  Wundgewebe abbilden. Wesentlich ist, dass biomimetisch ein
dreidimensionales Gewebemodell entwickelt werden konnte, das eine verlassliche

Unterscheidungskapazitat 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 (1) enable the evaluation of sub processes, (I1) support the
identification of reliable test conditions and (I11) 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
zurlck. Bereits &gyptische Mumien trugen zum Ersatz von Korperstrukturen Kinstliche
Augen oder kinstliche Zahne. Die alten Chinesen und Indianer setzten Wachse, Kleber und
Gewebe zur Reparatur sowie zur Unterstitzung von Kdérperfunktionen 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 fir die Anwendung von Biomaterialien im Menschen ist deren
Bewertung hinsichtlich ihrer Sicherheit und ihrer Performanz - ein wichtiger Aspekt hierflr
ist die induzierte Immunantwort bei Kontakt zu Blutkomponenten und die Gewebsintegration
nach Implantation (5). Ergédnzend zu in vivo Tiermodellen kénnten 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 Kklinische Relevanz

In der Pravention, der Diagnostik und der Behandlung von Erkrankungen dienen Medizinpro-
dukte durch Erfassung, Stabilisierung oder Anpassung von Korperstrukturen und -funktionen
der Verbesserung der Gesundheit. Diese Produkte unterstitzen die Gesundheit auf
physikalische Art und Weise. Neue Ansétze wie humane Gewebe, die sich mit Verfahren des
Tissue Engineerings herstellen lassen, oder theranostische Produkte, die sensorische und
aktorische Funktionen integrieren, greifen zusétzlich pharmakologisch, immunologisch oder
metabolisch in die Funktion des Kdrpers ein. (6) Fur 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 Mérkte in Europa (104 Milliarden Dollar
im Jahr 2016) sowie in den USA (126 Milliarden Dollar im Jahr 2016) wiesen hierbei den



1. Einleitung

starksten Umsatz auf. Weiterhin ist fir 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 adédquate Zellantwort zu erfillen.

1.2 Biokompatibilitdt von Medizinprodukten

In einem spezifischen Anwendungsbereich eine angemessene Zell- und Gewebsantwort
hervorzurufen stellte das erstmals 1970 definierte Kriterium zur Charakterisierung der
Biokompatibilitdt von Biomaterialien dar. Nach dieser sicherheitsorientierten Definition
erfillen Bio-materialien, die bei Implantation in einen Organismus die Ausbildung einer
dunnen, dichten und nicht adhdrenten Kollagenkapsel auslsen, die Charakteristika einer
angemessenen Gewebsantwort. (8) Unterschiedliche Materialeigenschaften kdénnen die
Reaktion des Gewebes auf einen Fremdkdrper beeinflussen: (1) die chemische Zusammenset-
zung sowie (I1) die strukturellen, (111) mechanischen und (IV) elektrischen Eigenschaften. (9)
Die Exposition (1) der chemischen Struktur eines Biomaterials beeinflusst Gber die
hydrophilen, hydrophoben, anionischen und kationischen funktionellen Gruppen die
biologische Antwort. Zum Beispiel erleichtern hydrophile Oberflachen die Adhésion von
Fibroblasten (10) und ermdglichen deren Ausrichtung und Proliferation entlang hydrophiler
Strukturen (11). Im Gegensatz hierzu adhérieren aktivierte Monozyten stérker an hydrophobe
Oberflachen (12). Im Vergleich hierzu konnten Brodbeck et al. (2002) in vivo nachweisen,
dass anionische und hydrophile Oberflachen die Apoptose verstarken und zu einer geringeren
Zelladhésion und Zellfusion fiihren (13). Erganzend zeigen humane materialadhdrente
Monozyten auf hydrophilen und anionischen Oberflachen eine antientziindliche Reaktion in
Form einer erhohten Interleukin-10-Expression und einer niedrigeren Interleukin-8-
Expression (14).

Hinsichtlich (I1) der Struktur eines Biomaterials ist die PartikelgroRe wichtig. Beispielsweise
fahrt die Implantation von Partikeln mit einem Durchmesser von 1,5 Millimetern (mm) zu
einer geringeren Fremdkorperreaktion 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 flinffach langere

(bis zu 180 Tage) Stabilisierung der Blutglukose erzielen. (15) Zusatzlich zur Morphologie
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bestimmt die Topographie des Biomaterials wie dessen Mikro- oder Nanostruktur die
Reaktion auf den Fremdkdrper. Nach myokardialer Implantation stimulieren Poren mit einem
Durchmesser von 30 bis 40 Mikrometern (um) zum Beispiel die Angiogenese und flihren zu
einer geringeren Fibrose (16). Fur poroses Polytetrafluorethylen (PTFE) mit einem
Durchmesser von 4,4 um konnte im Vergleich zu herkdmmlichen PTFE ebenfalls eine
geringere Kapselbildung beobachtet werden. In vitro jedoch induzieren pordse Strukturen eine
hohere akute Interleukin-1R-Freisetzung durch humane Monozyten. (17) Ebenfalls lieR sich
auf rauen Oberflachen eine Sekretion proentzindlicher Zytokine wie Interleukin-18,
Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a durch Makrophagen nachweisen (18). Erstaunli-
cherweise fuhren mikrostrukturierte aber nicht nanostrukturierte Oberfldichen zu einer
proentziindlichen Reaktion von Makrophagen (19). Dennoch stimulieren nanostrukturierte
Oberflachen eine gesteigerte Adhédsion von Makrophagen und eine Zunahme deren
phagozytotischer Aktivitat (20). Des Weiteren unterstiitzen Polykaprolaktonnanofasern nach
Implantation in die Haut eine Wundheilungsreaktion, wohingegen Hydrogele aus Kollagen
und Chitosan die Ausbildung einer geschlossenen Epidermis verhindern. (21) Zusatzlich
konnte die Ausrichtung von nanostrukturierten Fasern als Einflussfaktor bestimmt werden.
Parallel ausgerichtete Nanofasern weisen im Vergleich zu zufallig angeordneten Fasern eine
geringere Fremdkdrperreaktion und eine verbesserte Integration auf. (22)

Ergdnzend zur chemischen Zusammensetzung und der Struktur beeinflussen
(111) die mechanischen Eigenschaften eines Biomaterials den Ausgang einer Zellantwort.
Steife Biomaterialien kdnnen die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stammzel-
len (23) unterstltzen, dagegen verbessern flexible Mikroelektroden die Integration in die
GroBhirnrinde (24). Zusétzlich erzielen elastische Implantate eine verminderte Differenzie-
rung von interstitiellen Zellen zu Myofibroblasten (25) sowie eine Abnahme der Entziin-
dungsantwort von Makrophagen (26) und fiihren somit zu einer verminderten Fremdkorperre-
aktion. Neben der Elastizitat verbessern pordse Knochenersatzmaterialien die Vitalitat von
humanen mesenchymalen Stammzellen (27) und die Integration nach Implantation (28).
Letztendlich kdnnen ebenfalls (1V) elektrische Eigenschaften wie die Oberflachenenergie die
Reaktion auf einen Fremdkorper beeinflussen. Beispielsweise bilden hydroxylierte
Titanoberflachen mit einer hohen Oberflachenenergie eine osteogene Mikroumgebung in vitro
(29).
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Das breite Spektrum an Einflussgrofien verdeutlicht das komplexe Zusammenspiel mehrerer
Faktoren wahrend der Reaktion des Gewebes auf einen Fremdkorper. Die biologische und
chemische Reaktionstragheit bildet eine wichtige Voraussetzung fir Biomaterialien ohne
schadigende Wirkung. (9) Uber Sicherheitsaspekte hinaus tragen aktuelle Entwicklungen von
Medizinprodukten mit komplexen Funktionen zu steigenden Anforderungen an Medizin-
produkte bei. So kann bereits die Ausbildung einer diinnen fibrosen Kapsel, die erstmals als
Bewertungskriterium flr ein biokompatibles Medizinprodukt galt, bereits den Kontakt zum
Zielgewebe oder zu spezifischen Gewebskomponenten verhindern. In dieser Konsequenz
beeintrachtigt die geringe Permeabilitit 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 verandern (31). Darlber hinaus ist fiir eine energieeffiziente, adaquate
Stimulationstherapie mit Elektrodensystemen der direkte Kontakt zum Zielgewebe wie
Nerven- oder Herzmuskelgewebe Voraussetzung. Die begrenzte Energiespeicherkapazitat von
Schrittmachersystemen erfordert wiederum in regelméiigen Abstanden 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
Formstabilitat von Implantaten wie beispielsweise von Brustimplantaten eine Voraussetzung
flr die Akzeptanz des Implantats durch den Empféanger - die Kontraktion des umliegenden
Bindegewebes fiihrt jedoch oft zum Explantieren intakter Implantate (34). Die beschriebenen
wachsenden Anforderungen an die Gewebsantwort bei lokaler Implantation fuhrten tber die
urspriinglichen Sicherheitsaspekte hinaus zur Erweiterung der Bewertungskriterien fiir die
Biokompatibilitdt von Medizinprodukten. Zusétzlich erfolgt heute die Bewertung uber
Parameter wie die Funktionalitat, die Effizienz und die Performanz des Endprodukts. (35, 36)
Nach heutiger Auffassung beschreibt die Biokompatibilitat die Eigenschaft eines Biomat-
erials, eine gewinschte Funktion im Hinblick auf eine medizinische Therapie zu erfullen,
ohne unerwinschte 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 unterstitzt. (9)
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1.3 Reaktion des menschlichen Korper auf einen Fremdkaorper

Alle Verfahren zum Einbringen eines Medizinprodukts in den menschlichen Korper wie die
Injektion, der minimalinvasive Einsatz oder die chirurgische Implantation gehen mit der
Verletzung von umliegendem, funktionellem Gewebe einher. Hierbei ldsen alle klinisch
eingesetzten Biomaterialien nachteilige Gewebsreaktionen wie die Thrombose, die
Entzindung oder die Fibrose aus (37-39). Die materialinduzierte Reaktion des Korpers ist
hierbei ein komplexer Vorgang, dessen Verlauf einer hohen Dynamik unterliegt (siehe
Abbildung 1-1).

1.3.1 Verlauf der Gewebsantwort auf einen Fremdkorper

Unabhangig vom Gewebe oder dem Organ in das ein Biomaterial eingebracht wird, tritt durch
die herbeigefiihrte Verletzung der Kontakt zu Blut ein und l6st eine lokale Entziindungs-

antwort aus.

Dynamische Proteinadsorption an die Biomaterialoberflachen

Innerhalb von Sekunden adsorbieren Proteine aus der interstitiellen Flissigkeit sowie dem
Blutplasma an der Materialoberflache. Unterschiede in der Mobilitat, der Affinitat und der
Konzentration zwischen den Proteinen fiihren zu Austauschprozessen auf der Oberflache und
bestimmen die Hierarchie und zeitabhangige Dynamik der Proteinadsorption (Vroman
Effekt). (40) Beispielsweise weisen Albumine und Globuline eine hohe Mobilitit auf und
binden rasch an der Biomaterialoberflache, werden jedoch im zeitlichen Verlauf durch
weniger mobile Proteine mit hoherer Affinitat wie Fibronektin oder Blutgerinnungsfaktor XII
ersetzt (41). Hierbei entsteht die adhasive Bindung der Proteine durch hydrophobe, hydrophile
und elektrostatische Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Materialoberflache und den Aminosaureendgruppen (42). Die durch Verletzung (extrinsisch)
und Materialkontakt (intrinsisch) hervorgerufene Aktivierung der Blutgerinnung fuhrt zur
Einbettung des Biomaterials in eine erste provisorische Proteinhiille bestehend aus einem
Fibrinnetz (39). Im Zusammenspiel mit Adhé&sionsproteinen wie Fibronektin stellt die
dreidimensionale Fibrinnetzstruktur eine Nische fir die Migration und die Adhé&sion von
Zellen dar. AuBerdem bilden zahlreiche biochemische Komponenten im Blutplasma wie
Chemokinen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren ein Milieu fir Proliferations- und

Syntheseprozesse sowie den Aufbau von chemischen Gradienten. (35)
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A Chronische Entziindung Wundheilung

Akute Entziindung Makrophagen

Fibroblasten
Lymphozyten M1 M2

Sekunden @ Tage Monate

B Matrixsynthese

l Kollagen Il Kollagen |

Sekunden Tage Monate

Vroman Effekt

Plasmaproteine

Abbildung 1-1 Die Reaktion des Korpers auf einen Fremdkdrper ist ein dynamischer Vorgang.
Hierbei unterliegen sowohl (A) die zelluldren als auch (B) die extrazelluliren Komponenten zeitlichen
Verénderungen. 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 fuhrt zur Verletzung des umliegenden Gewebes.
Hierdurch werden Alarmsignale in den extrazellularen Raum abgegebenen. Diese Signale
losen in einer mehrtigigen akut entziindlichen ,Homing“-Phase die Migration von
Leukozyten aus dem vaskulédren GeféalRsystem zum lokalen Gewebsdefekt aus und fiihren zur

Anreicherung von Entzlindungszellen. (46, 47)
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Dieser mehrstufige Prozess besteht aus dem Anbinden und dem Rollen der Leukozyten am
Endothel, der festen Adhdsion und schlussendlich dem Durchtritt aus dem Gefal3system in das
Gewebe (Diapedese). Hierbei wird der gerichtete Austritt von Leukozyten aus dem
GefaRsystem in das umliegende Gewebe durch Adhasionsmolekiile auf der Leukozyten- und
Endotheloberflache gesteuert. (48) AulRerdem erleichtert die Freisetzung von Enzymen wie
beispielsweise Matrixmetalloproteinasen die Permeabilisierung der Basalmembran (49). Die
gerichtete Wanderung der Leukozyten durch das Gewebe zum Entzindungsherd wird durch
steigende chemische Gradienten (Chemotaxis) koordiniert (50). Der Aufbau chemischer
Gradienten im extrazellularen Raum erfolgt durch eine Vielzahl exogener und endogener
Komponenten. Zum Beispiel fihrt die Verletzung von Gewebe zur Freisetzung von
intrazellularen Proteinen wie Hitzeschockproteinen und Metaboliten wie Adenosintriphosphat
(ATP) sowie zur Entstehung von Spaltprodukten der extrazellularen Matrix. Weitere zellulare
Sekretionsprodukte wie Histamin oder materialabhdngige Aktivierungsprodukte wie
Komplementfaktoren kdnnen ebenfalls chemotaktisch wirken. (51, 52)

Akute Entziindungsantwort auf die Verletzung und den implantierten Fremdkérper

In der akuten Entziindungsantwort dienen die zelluldre Sekretion von Enzymen und der
Einschluss von Fremdmaterial durch Phagozytose der Wundreinigung. Hierfir reichern sich
innerhalb weniger Stunden nach Implantation kurzlebige neutrophile Granulozyten am
Entzindungsort an. Diese werden in den nachfolgenden Tagen durch langlebige Makropha-
gen ersetzt. (43) An die Materialoberflache gebundene Opsonine wie Immunglobulin G (IgG)
und komplementaktiviertes Fragment C3b bilden eine Briicke zwischen dem Biomaterial und
der Zelle und ermoglichen uber Integrinoberflachenrezeptoren die Erkennung und die
Anhaftung der Phagozyten (53). Weitere Plasmaproteine wie Fibrinogen, Fibronektin und
Vitronektin unterstiitzen Gber Tripeptidsequenzen aus den Aminosduren Arginin, Glycin und
Asparagin (RGD-Domanen) das Anhaften von Zellen an die Biomaterialoberflache (35). Im
Anschluss an die Erkennungs- und Anhaftungsphase erfolgt idealerweise der zellulére
Einschluss des Fremdmaterials. Weist das makromolekulare Biomaterial keine extrazellulére
Abbaubarkeit auf, scheitert der zellulare Einschluss des Fremdkorpers am GrolRenverhéltnis
zwischen der Zelle und der Materialoberflache. Jedoch ab einer PartikelgrofRe von flnf bis
zehn Mikrometern (um) 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 extrazellula-

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

Chronische Entziindungsantwort

Innerhalb von einer Woche 16st die chronische Entziindungsphase normalerweise die akute
Entziindungsphase ab. In dieser Phase findet die Stabilisierung des Wunddefekts durch die
Versorgung mit neuen BlutgefaRen und den Neuaufbau von Bindegewebe statt. Wahrend der
chronischen Entziindungsphase unterscheidet sich der Bindegewebsaufbau im Vergleich zur
Fremdkorperreaktion durch die zellulare Zusammensetzung. Zusétzlich wird die chronische
Entziindungsphase neben Monozyten und Makrophagen durch Lymphozyten am Entzin-
dungsort bestimmt. (35) Hierbei sind Lymphozyten als zellulare Komponenten des
erworbenen Immunsystems unter anderem an der Antikérpersynthese (Plasmazellen) und der
Entwicklung einer Hypersensitivitatsreaktion beteiligt. Die Bildung von Anti-Polymer-
Antikorpern ist beispielsweise nach Implantation von Silikon beschrieben (55). Bei dieser
systemischen, erworbenen Immunantwort auf ein Implantat prasentieren mdglicherweise
Makrophagen die entsprechenden Antigene wie kontaktinduzierte veranderte Proteindomanen
oder internalisierte Materialabbauprodukte den T-Lymphozyten des erworbenen Immunsys-
tems. Des Weiteren beeinflusst das Verhaltnis an T-Helferzellen vom Typ 1 (Tyi) zu den
T-Helferzellen vom Typ 2 (Tyy) in der chronischen Entziindungsphase die spatere Progression
der Wundheilung. Hierbei moduliert die Freisetzung von profibrotischen Zytokinen wie
Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-13 (IL-13) durch Tu,-Lymphozyten sowie antifibrotische
Zytokine wie Interferon y (IFNy) und Interleukin-12 (IL-12) durch Tyi-Lymphozyten den
Bindegewebsaufbau. (49) Ein Zusammenhang zwischen der Anreicherung von fibrosem
Bindegewebe und der Verschiebung des Zytokinprofils durch Ty,-Lymphozyten (I1L-4, I1L-13)
konnte bereits bei Schistosomiasis festgestellt werden (56). Zusétzlich unterstiitzen
Makrophagen durch Sekretion zahlreicher Produkte wie Proteasen, Chemokine, reaktive
Sauerstoffspezies, Komplementkomponenten, Koagulationsfaktoren, Wachstumsfaktoren,
Zytokine und Séuren sowohl die chronische Entziindungsantwort als auch die anschlielende
Wundheilungsphase (35).
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Wundheilungsreaktion auf einen Fremdkorper

Die Fremdkorperreaktion ist eine normale Wundheilungsreaktion des Korpers auf einen
Fremdkorper. Ein Heilungsprozess kann zwei unterschiedliche Endpunkte der Reaktion des
Gewebes herbeifuhren: (1) die Regeneration, das heil3t der Ersatz des Wundgewebes durch die
Wiederherstellung von funktionellem Gewebe oder (Il) die Fibroplasie beziehungsweise
Fibrose, das heilst den Ersatz des Wundgewebes durch fibroses Bindegewebe. Fir den
Ausgang eines solchen Heilungsprozesses entscheidend sind die Proliferationsfahigkeit der
gewebsspezifischen Zellen, der Schweregrad der Verletzung beziehungsweise die GroRe des
entstandenen Defekts sowie der damit einhergehende Erhalt der extrazellularen Matrix. (35)
Die Regenerationskapazitét eines Organs wird durch Zellen, (1) die kontinuierlich proliferie-
ren oder (1) die nach Induktion erneut proliferieren kdnnen, bestimmt. Das hdmatopoetische
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 Proliferationskapazitét, kénnen
jedoch beispielsweise durch die Verletzung des Gewebes erneut zur Regeneration des
funktionellen Gewebes angeregt werden. Im Gegensatz dazu weisen Gewebe, die hauptsach-
lich aus permanenten Zellen wie Nerven- oder Herzmuskelzellen bestehen, eine geringe
regenerative Kapazitdt auf und neigen bei Verletzung zur Umstrukturierung und zur
Ausbildung von Bindegewebe. (57) Die Regeneration eines Gewebes aus permanent
proliferierenden oder induziert proliferationsfahigen Zellen ist jedoch ebenfalls fakultativ und
von der Proliferation und der Aktivitdt von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten abhangig.
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 Zerstérung der extrazellularen Matrix tragt dies zu
Entstehung von fibrésem Bindegewebe bei. (35) Neben lokalen Faktoren wie der Quantitéat
und der Qualitat des jeweiligen Gewebes, tragen systemische Faktoren wie Veranderungen
des Stoffwechsels oder der jeweilige Lebensstil sowie die medikamentdse Behandlung von
Erkrankungen zur individuellen Biokompatibilitat des Medizinprodukts bei (58-60).
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1.3.2 Zellulare Mediatoren der Fremdkorperreaktion

Die Mikroumgebung in einer Wunde wird sensorisch durch Zellen erfasst und kann zu einer
Anpassung deren Aktivitdt und Funktionalitat sowie des molekularen Phanotyps flhren.
Neben den Zelltypen, die in unmittelbarem Kontakt mit dem Biomaterial stehen, modulieren
ebenfalls die Anzahl sowie das Verhéltnis der verschiedenen Zelltypen die Reaktion auf einen
Fremdkorper. In der chronischen Phase der Fremdkorperreaktion verbleiben Makrophagen
auf der Materialoberflaiche und modulieren die Reaktion von Fibroblasten im umliegenden
Bindegewebe (46).

Zentrale Funktion von Makrophagen

Makrophagen bilden eine heterogene Zellpopulation, die sowohl fir die Gewebshomdostase
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-
stdndigen Makrophagen aus Monozyten hervor. Die aus einer myeloiden Vorlduferzelle im
Knochenmark gebildeten Monozyten zirkulieren etwa ein bis zwei Tage im Blut und bilden
hier ein Reservoir an Vorlauferzellen. 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 gewebsstandigen Makrophagen (siehe Abbildung 1-2). Nach
Eintritt einer Entziindung 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 wahrend der Embryogenese aus einer
Keimbahnvorlauferzelle ein gewebseigener Makrophagenpool. Entsprechend dem Ort, an
dem sich die gewebsstandigen Makrophagen befinden, werden die Makrophagen unterschied-
lich bezeichnet - Beispiele hierfiir 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 Entziindung
sowie einer reduzierten Fibrose fuhrt und die Wundheilung beeintrachtigt (63, 64). Der
Ubergang von der Entziindungsphase in die Wundheilungsphase ist durch eine Polarisierung
des Zellphénotyps von kurzlebigen, proentziindlichen Makrophagen des Typs M1 zu
langlebigen, wundheilenden Makrophagen des Typs M2 gekennzeichnet. (52, 65)
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Knochenmark Blut Periphere Gewebe
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vorlauferzellen

®
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-

Monozyten-
vorlauferzelle

-

Gewebsstandige
Makrophagen

Monozytenabgeleite
gewebsstandige
Makrophagen

Abbildung 1-2 Die Bildung von Makrophagen erfolgt aus einer Keimbahnvorlauferzelle oder
aus Monozyten nach Diapedese in das Gewebe.
Die Abbildung ist modifiziert, nach Italiani und Boraschi (2014) dargestellt (62).

Diese langlebigen Makrophagen kénnen die gesamte Lebensdauer auf der Materialoberflache
eines Implantats verbleiben, in direktem Kontakt zum Biomaterial das umliegende
Bindegewebe stimulieren und die Aktivitat von Fibroblasten im umliegenden Gewebe
modifizieren. Das funktionelle Profil der Makrophagen wiederum ist abhéngig von dem
Milieu aus l6slichen Mediatoren, das die Monozyten bei Einwanderung in das Wundgewebe
vorfinden und die Differenzierung zu Makrophagen beeinflusst.
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Abbildung 1-3 Im Zusammenspiel bilden die Makrophagen und die Fibroblasten wahrend der
chronischen Fremdkdrperreaktion die zentralen Zellen.

Makrophagen differenzieren unter dem Einfluss zahlreicher Faktoren zu bestimmten Phéanotypen, die wiederum
die Bindegewebsbalance beeinflussen. Die Zeichnung ist eigenstdndig erstellt und orientiert sich an
Martinez (2014), Franz (2011) und Kendall (2014) (52, 66, 67).

Die lokale Mikroumgebung aus l6slichen Mediatoren wie beispielsweise materialadhdrenten,
pathogenassoziierten molekularen Mustern (aus dem Englischen pathogen-associated
molecular patterns; PAMPs) oder Zytokinen bestimmt die Polarisierung der
Makrophagen. (68) Makrophagen in einem proentziindlichen Milieu aus IFN-y, Lipopolysac-
chariden (LPS), Tumornekrosefaktor-a (TNF-0) oder Granulozyten und Makrophagen
koloniestimulierendem Faktor (englisch granulocyte macrophage colony-stimulating factor,
GM-CSF) differenzieren zu M1-Makrophagen (siehe Abbildung 1-3). Beispielsweise fiihrt

die unzureichende Reinigung zum Verbleib von LPS auf der Materialoberflache und arretiert
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Makrophagen im proentziindlichen 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) ausgel6st werden. (66) Im Gegensatz dazu kodnnen
Granulozyten oder Typ-Lymphozyten in der Wunde IL-4 freisetzen und die Entstehung von
M2-Makrophagen unterstitzen (70, 71).

Hierbei verandert die Polarisierung der Makrophagen deren Effektorfunktionen wie die
Expression von Oberflachenrezeptoren und die Zytokinsynthese. Wahrend M1-Makrophagen
in der akut entziindlichen Phase die Implantatoberflache durch die Freisetzung von Enzymen
und reaktiven Sauerstoffspezies angreifen, bilden M2-Makrophagen in der Wundheilungspha-
se Zellschichten auf der Biomaterialoberflache. Die in ihrer Morphologie Epithelzellen
ahnelnden, epitheloiden Makrophagen weisen eine starke Verzahnung auf und kénnen unter
Membranzusammenschluss mit mehreren Zellen zu Gigantenzellen (aus dem Englischen
»giant cells®) fusionieren. (35) Fir den zellularen Membranzusammenschluss von mehreren
Makrophagen sind die Wechselwirkung mit materialadsorbierten Proteinen wie Komple-
ment C3, Fibrinogen, Fibronektin und Vitronektin, die anschlieBende Adhésion ber Integrine
und das Leukozytenoberflachenantigen CD47 (englisch cluster of differentiation, CD) sowie
die interzelluldaren Wechselwirkungen notwendig. (72) Anschlielend bilden die fusionierten
Makrophagen die erste adharente zelluldre Schicht auf dem Biomaterial und isolieren den
Fremdkorper vom Kdrperinneren. Diese chronische Ablagerung von M2-Makrophagen auf
der Implantatoberflache stimuliert das umliegende Bindegewebe zur Ausbildung einer dichten
fibrosen Kapsel. (52, 65)

Zentrale Funktion von Fibroblasten

Die native Gewebsarchitektur wird durch den Aufbau von extrazellulren 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,
Adhésionsproteine und die flllende 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 zusétzlich zu der
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Umstrukturierung, der Regeneration und dem Abbau der extrazelluldren Matrix bei. (67) Der
Erhalt der natirlichen Gewebsarchitektur ist ein balancierter Prozess aus extrazelluléarer
Matrixsynthese und Matrixabbau (Anabolismus versus Katabolismus). (73) Bei einer
chronischen Gewebsverletzung kann dieses Gleichgewicht zur pathologischen Anreicherung
von extrazellularer Matrix verschoben werden (74, 75). Die in die Wundumgebung
eingewanderten Entzundungszellen 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 (I1) die Proliferation sowie
(I die Einwanderung aus dem umliegenden Gewebe in das Defektareal und

(IV) die vermehrte extrazellulare Matrixsynthese. (67)

1.3.3 Losliche Mediatoren der Fremdkdrperreaktion

Losliche Mediatoren konnen lokal den Aktivierungsstatus von gewebsstdndigen Zellen wie
Fibroblasten, Endothelzellen oder Makrophagen sowie rekrutierten Entziindungszellen
regulieren und systemisch Effekte wie Fieber, Hypertonie oder die Synthese von Proteinen
der Akutphase ausldsen. Die loslichen Mediatoren wahrend einer Entziindungsreaktion lassen

sich in vier Kategorien einteilen:

() aus zelluldaren Phospholipiden gebildete entziindliche Metabolite wie
beispielsweise Derivate der Arachidonsédure - Prostaglandin, Leukotrien,
Lipoxin

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

(1) reaktive Sauerstoffspezies wie Stickoxid, Superoxid und Wasserstoffperoxid

(IvV)  zellfreigesetzte Zytokine

Jegliche Immunreaktionen werden durch Zytokine moduliert und koordiniert - dies
verdeutlicht ihre zentrale Schlisselfunktion. (76) Die Zytokine sind potente Signalproteine
(~ 6 bis 80 Kilodalton, kDa), die von Entziindungszellen 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 kénnen von zahlreichen Zellen gebildet
werden, so auch von den zentralen Zellen wéhrend einer Fremdkorperreaktion - den
Fibroblasten und den Makrophagen. Beispielsweise tragen Fibroblasten durch die Synthese
von transformierendem Wachstumsfaktor-81 (englisch transforming growth factor-R1,
TGF-R1), Interleukin-1R (IL-1R) und IL-6 zum Erhalt des Entziindungsmilieus bei (76, 78).
Im Gegenzug wirken Zytokine, die von Makrophagen freigesetzt werden, wie der Fibro-
blastenwachstumsfaktor (englisch fibroblast growth factor, FGF), blutpléattchenfreigesetzter
Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF), TGF-R1, IL-1B, IL-6 und TNF-a
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 kénnen Zytokine basierend auf ihrer Wirkung in
Entzindungsprozessen klassifiziert werden: (1) Mediatoren, die eine starke Entziindungsreak-
tion stimulieren oder regulieren, (I1) Chemokine, die chemische Gradienten zur gerichteten
Einwanderung von Zellen zum Entzindungsort aufbauen sowie (II1) Proliferation und
Matrixsynthese stimulierende Wachstumsfaktoren. Die Mechanismen der materialinduzierten
Zytokinfreisetzung und die Zusammensetzung des Zytokinmilieus wahrend der Fremdkdrper-
reaktion sind bisher nicht beschrieben (79). Studien aus angrenzenden Forschungsgebieten,
insbesondere von fibrotischen Erkrankungen, verweisen jedoch auf die Beteiligung

bestimmter Zytokine an einer biomaterialvermittelten Fremdkdrperreaktion.

() In der frihen Wundheilungsphase kann ein stark proentziindliches Milieu aus Zytokinen
wie IL-1B, IL-6 und TNF-a ein Ausloser flr die spatere Entwicklung einer Fibrose sein.

Die Aktivierung von Entzlindungszellen sowie Fibroblasten durch das proentziindliche IL-1
moduliert das Entziindungsmilieu und tragt hierdurch zum Erhalt einer Entziindung bei. Zum
Beispiel kann IL-18 in Fibroblasten die Freisetzung weiterer proentziindlicher 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 zelluldrer Ebene jedoch
weist IL-1R 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 1-4 Makrophagen und Fibroblasten setzen Zytokine in ihre Mikroumgebung frei, die

auf parakrine und autokrine Wirkungsweise eine zellulare Reaktion auslésen.
Abbildung orientiert sich an Kendall (2014) (67).

In systemischen Tiermodellen konnte bereits gezeigt werden, dass die exogene Zufuhr sowie
die Uberexpression von IL-18 mit einer starken Entziindung, der Umstrukturierung von
Gewebe und der Entwicklung einer Fibrose einhergeht (86, 87). Das hochpotente IL-1% wird
unter nativen Zell- und Gewebszustanden jedoch nicht in den extrazellularen Raum
freigesetzt. Zusétzlich erfordert die Freisetzung aktivierende Signale wie PAMPs oder weitere
Alarmsignale wie extrazellulares ATP. Die Zusammenlagerung des Multiproteinkomplexes
Inflammasom, die hieraus resultierende Aktivierung der Caspase-1 und die anschlieBende
proteolytische Spaltung eines IL-1R-Propeptids bilden eine stark regulierte Aktivierungs-
kaskade. (88, 89)

Die profibrotische Wirkung von IL-1R wird durch weitere proentziindliche Zytokine wie 1L-6

erganzt. Als proentziindliches Schllsselzytokin stimuliert IL-6 auf lokaler Ebene beispiels-
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weise die Proliferation von Fibroblasten (90). Die peritoneale Infusion sowie die wiederholte
Injektion anderer proentzindlicher Stimulatoren wie zellfreie Staphylococcus epidermidis
Uberstande 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 proentzindlichen Effekte von IL-18 und IL-6 werden auf systemischer Ebene durch
TNF-a ergénzt, jedoch weist TNF-a lokal eine antifibrotische Wirkung auf. TNF-a hemmt
auf zellularer Ebene die Kollagensynthese und verstarkt den Matrixabbau (95, 96). Die
molekularen Mechanismen dieser lokalen Effekte sind bereits aufgeklart: 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-a die Kollagenexpression (97-99). Kontrovers verweisen systemische Modelle auf
profibrotische Effekte von TNF-a (100). Die Uberlagerung lokaler antifibrotischer Effekte
durch systemische fibrotische Effekte ist durch Distler und Kollegen (2008) dargestellt (101).
Klinische Fallstudien unterstiitzen diese Hypothese durch den erfolgreichen Einsatz von

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

(I1) Chemokine bauen chemische Gradienten zur gerichteten Einwanderung von Zellen zum
Entzundungsort 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 Entziindungszellen und
Fibroblasten zum Gewebsdefekt ermdglicht (103-105). Zum Beispiel konnte bei Patienten mit
Leberfibrose ein Zusammenhang zwischen IL-8 und der Ansammlung von Makrophagen
gezeigt werden (106).

Fir das Zytokin IL-10 ist ebenfalls eine chemotaktische Rekrutierung von Fibrozyten
beschrieben (107). Als antientzlindliches Zytokin kann IL-10 jedoch zu einer verminderten
Kollagenanreicherung im Gewebe fiihren (108). Knockoutmodelle bestdtigen anhand einer
zunehmenden Entziindung und Fibrose die antientzlindliche Wirkung von 1L-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-

17



1. Einleitung

litat von 1L-10 und eine mogliche Konzentrationsabhangigkeit des 1L-10-vermittelten Effekts

auf die Bindegewebsbalance.

(111) Die Effekte der Wachstumsfaktoren TGF-R1, PDGF und FGF beschréanken sich nicht nur
auf Proliferations- und Matrixsyntheseprozesse, sondern leisten ebenfalls als Chemokine
einen Betrag zur Entwicklung einer Fibrose.

Insbesondere der Wachstumsfaktor TGF-R1 erfullt eine multifunktionale Schlisselfunktion
bei der Verschiebung des Gewebsgleichgewichts zu einer héheren Kollagenablagerung.
TGF-R 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-R-Rezeptorantagonisten und der
Knockout des TGF-R-Rezeptors verdeutlichen die zentrale Rolle von TGF-B1 bei der
Entstehung einer Fibrose (114, 115). Zum Beispiel weisen tranilastbeschichtete
(TGF-R-Inhibitor) Silikonimplantate nach Implantation eine verminderte Kapseldicke,
Kollagendichte und Zellzahl auf (116). Neben der Beteiligung an fremdkorperinduzierter
Fibrose tragt TGF-R1 zu anderen chronischen Entziindungsprozessen wie der Leberfibrose bei
(117). Zusétzlich wird die Wirkung des hochpotenten Wachstumsfaktors TGF-81 durch die
Wachstumsfaktoren PDGF und FGF ergéanzt. Hierbei induziert der durch Makrophagen
gebildete Wachstumsfaktor PDGF die Chemotaxis von Fibroblasten (118-121) sowie eine
verstérkte Proliferation, Differenzierung und Matrixsynthese (78). Neben seiner Funktion als
Fibroblastenwachstumsfaktor fihrt ein Gradient aus FGF zur Chemotaxis von
Fibroblasten (111, 122). In vivo konnte gezeigt werden, dass die Anreicherung von FGF in
der bronchoalveolaren Flussigkeit mit der Ansammlung von Leukozyten korreliert (123).
Zusammengefasst weisen zahlreiche Zytokine einen Einfluss auf die Entstehung einer Fibrose
auf. Das Milieu aus proentziindlichen Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren wird
von den Zellen in unmittelbarer Umgebung erfasst und in eine Reaktion des Bindegewebes
Ubersetzt - erst das Zusammenspiel dieser zahlreichen Faktoren bestimmt die Quantitat und

Qualitat der fibrosen Bindegewebskapsel.
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1.3.4 Zusammensetzung der fibrosen Bindegewebskapsel um

einen Fremdkaorper

Bereits drei bis finf Tage nach Implantation eines Biomaterials wird die erste provisorische
Fibrinmatrix durch Granulationsgewebe aus Kollagen ersetzt. Innerhalb der ersten vier bis
finf Wochen fiihrt die erhdhte Zellzahl in der Wundumgebung sowie eine gesteigerte
Syntheseaktivitdt pro Zelle zu einer erhohten Kollagensynthese. (124) Bei groReren
Gewebsdefekten bildet sich im weiteren Verlauf um das Implantat eine fibrose Kapsel. (125)
Natives Bindegewebe besteht zu circa 70 bis 80 Prozent des Trockengewichts aus Kollagen.
Hierbei bilden Kollagen Typ | (80 bis 90 Prozent) zusammen mit Kollagen Typ I (10 bis
20 Prozent) den Hauptbestandteil des gesamten Kollagens (126, 127). Die Zugfestigkeit und
stabilisierende Funktion von Kollagen im Bindegewebe wird durch seine Triplehelixstruktur
gewdbhrleistet. Diese entstent durch posttranslationale Hydroxylierung von Prolin- und
Lysinendgruppen, der Glykolysierung sowie der Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen
drei Propeptiden. Nach Sekretion wird die Triplehelix durch Peptidasen zu reifen Monomeren
prozessiert, die sich zu Mikrofibrillen (67 nm) aus fiinf Kollagenmonomeren zusammen
lagern und diese wiederum bilden multimikrofibrillare Kollagenbundel. Inter- und
intramikrofibrillare Verbindungen zwischen den Aldehydendgruppen der Aminoséauren Lysin
und Hydroxylysin verleihen den Kollagenbindeln ihre Zugkraft. (75) Waéhrend einer
Wundheilungsphase verschiebt sich das Kollagengleichgewicht zu einer verstarkten Bildung
von Kollagen Ill. Hierbei kann die Neusynthese an Prokollagen 111 wahrend der ersten Tage
nach Gewebsverletzung auf bis zu 40 Prozent des gesamten Prokollagens ansteigen (128). Bei
einem Heilungsvorgang stabilisiert Kollagen des Typs Il durch den starkeren Aufbau von
Querverbindungen den Gewebsdefekt (129). Im Vergleich zu Kollagen 1, bestehend aus
dicken Fasern mit einer hohen Zugkraft, bildet Kollagen 111 dunnere, elastische Fibrillen und
beeinflusst hierdurch die physikalischen Eigenschaften des Wundgewebes (130). In
Narbengewebe wird die native zufallige Orientierung dicker Fasern durch dinne Kollagenfa-
sern paralleler Ausrichtung abgeldst (131). Dagegen geht eine fehlende Kollagen-111-Bildung
mit der Differenzierung zu Myofibroblasten und einer starken Wundkontraktion einher (132).
Bei Regeneration der nativen Gewebsstrukturen wird im Verlauf der Wundheilung das diinne

Kollagen-111-Netz durch dickere, organisierte Kollagen-1-Blindel ersetzt. Hierdurch gewinnt
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das Bindegewebe erneut an Starke, erreicht jedoch maximal 80 Prozent der ursprunglichen
Zugkraft. (124, 133)

1.4 Praklinische Testverfahren zur Erfassung von

Medizinprodukten

Die Komplexitat der Reaktion des menschlichen Korpers auf das Einbringen eines
Fremdkorpers in das Gewebes verdeutlicht einerseits die Notwendigkeit geeigneter
préklinischer Testverfahren zur Abschdtzung von Aspekten wie Sicherheit, Funktionalitat,
Effizienz und Performanz des Implantats. Andererseits fuhrt sie zur Herausforderung

geeignete Testverfahren, die diese Komplexitét abbilden, zu entwickeln.

Internationale Standards zur Biokompatibilitatstestung

Die Bewertung von Medizinprodukten, deren einzelnen Bestandteilen und deren Kombinatio-
nen richtet sich nach internationalen Standards. Hierbei fasst die Richtlinie 1SO 10993
Vorgehensweisen zur Testung der Biokompatibilitit 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 Korper verbundenen Medizinpro-
dukten oder in Kontakt zu Blut, Kochen oder anderen Geweben implantierten Medizinpro-
dukten unterschieden. Entsprechend ihrer vorgesehenen Kontaktdauer mit dem menschlichen
Korper 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 Biokompatiblitat in zwei Kategorien: (1) indirekte Charakterisierungsverfah-
ren unter Verwendung von Extrakten und Testung deren Effekt auf lebende Zellen oder
Organismen und (1) 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. Hierfir missen die Materialien in Form, Dichte, Harte, Oberflachenbeschaffenheit,

Sterilisierung und Handhabung fur die Biokompatibilitatstestung Gbereinstimmen. (35, 36)
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Standardisierte in vivo Testmethoden

Fur die Testung einer lokalen Gewebsantwort muss ein Biomaterial oder ein Medizinprodukt
chirurgisch an den zukiinftigen Anwendungsort in den Koérper eingebracht werden (35). Im
Anschluss an eine mehrwdchige Testphase kann die Integration des Fremdkdrpers in das
Gewebe untersucht werden. Zur Charakterisierung der Qualitdt und Quantitat der Gewebein-
tegration nach Implantation des Biomaterials dienen histologische Verfahren. Diese schlielen
Bewertungskriterien wie die Neubildung von fibrosem, entziindlichem, nekrotischem,
granulomatésem und vaskularem 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 ldentifizierung neuer Biomaterialkandidaten
sowie als Teil mehrstufiger Testprozesse zur Bewertung von Medizinprodukten
Anwendung (35). Hierbei erfassen in vitro Testmethoden unterschiedliche zellulare
Endpunkte wie beispielsweise die Morphologie, die Adhasion, die Integritat, die Proliferation
oder die Sekretion von Produkten. Die Integration von in vitro Testverfahren in standardisier-
te Testprozesse richtet sich nach der Verfugbarkeit validierter, verlasslicher und reproduzier-
barer Methoden. Jedoch halt die regulatorische Akzeptanz von alternativen Testmethoden
nicht den aktuellen Entwicklungen stand. Ein Beispiel fur einen anerkannten Test ist der auf
humanem Vollblut basierende, zur Testung von Pyrogenen (fieberinduzierenden Substanzen)
angewandte Monozytenaktivierungstest (MAT) (79). Jedoch kénnen anerkannte, standardi-
sierte in vitro Zellkultursysteme keine dreidimensionalen Gewebsstrukturen abbilden und
eignen sich nur fir kurze Testphasen. Daher stellen nach wie vor Tiermodelle fir 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 begrundet und keine Alternativmethode vorhanden sein. (5) Dariber
hinaus adressiert die Préferenz 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 sorgféltigen Einsatz von
Tiermodellen in der Wissenschaft (135). Beispielsweise kénnen Vorstudien flr akute Effekte
zwischen Blutkomponenten und Biomaterial wie die Aktivierung der Koagulation sowie des

Komplementsystems oder die Adhésion von Zellen an der Materialoberflache anhand von
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in vitro Testungen stattfinden [ISO 10993-4:2002, Teil 4] (134). Hierbei kann die Testung
invitro kosten- und zeiteffizienter sein und durch die Anwendung humaner Zellen eine
hohere Ubertragbarkeit 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 Fremdkdrperreaktion werden primére 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
primédren Zellen eine hohe Zellverfugbarkeit, eine hohe Reproduzierbarkeit und damit
einhergehend eine niedrigere Anzahl an Replikationszyklen auf. Die aus Tumorgewebe
gewonnenen, immortalisierten Zelllinien sind jedoch im Hinblick auf Veradnderungen ihres
Phénotyps im Vergleich zu nativen Zellen oft unzureichend charakterisiert. (35) Zusatzlich
erfordern international anerkannte in vitro Methoden oft eine Anpassung der Testbedingungen
fur die Testung von Medizinprodukten so auch der bereits beschriebene Monozytenaktivie-
rungstest (MAT) (79). Im Hinblick auf die steigende Potenz von Pyrogenen durch
Oberflachenexposition (136) erfordert das Standardverfahren unter Anwendung von Eluaten
die Anpassung des Vorgehens zu einer direkten oberflachenexponierten Testung von
Medizinprodukten (137, 138). Jedoch adressiert der MAT ausschlieBlich Aspekte der
Oberflachenkontamination mit Pyrogen und lasst Biokompatibilitatsaspekte auen vor. Ein
relativ neues Forschungsfeld zur Erfassung der Biokompatibilitat ist die Charakterisierung des
Freisetzungsprofils von Entziindungsmediatoren wie den Zytokinen (79). Die Kapazitat von
Materialien, die Zytokinantwort zu modulieren, konnte bereits mit der murinen Makropha-
genzelllinie RAW 264.7 und primaren Monozyten gezeigt werden (18, 139). Jedoch sind die
Mechanismen der oberflacheninduzierten Freisetzung von Zytokinen und ihr Einfluss auf die
Biokompatibilitdt bisher geringfugig verstanden (79). Insgesamt zeichnet sich in der
Biomaterialforschung eine Verschiebung des analytischen Profils von zelluldren 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 (1) dreidimensionalen Bindegewebsprozessen wie sie bei einer Fremdkdrperreak-
tion eintreten und (1) decken langere 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 kdnnen, ist von groRer Bedeutung fiir die
Identifizierung potentieller Biomaterialkandidaten, die idealerweise eine verbesserte
Gewebsintegration aufweisen.

Ziel dieser Doktorarbeit war:

M Die Entwicklung eines indirekten, zellbasierten Modellsystems zur
Untersuchung von Teilprozessen wie (a) die Chemotaxis und (b) der

Bindegewebsumbau wéhrend einer biomaterialinduzierten Fremdkorperreaktion.

(1)  Die Bewertung unterschiedlicher physiologischer Testbedingungen hinsichtlich
ihrer Korrelation zu literaturbasierten Biomaterialbewertungen. Hierzu sollte ein
multifaktorielles, zytokinbasiertes Biokompatibilitatstestverfahren aufgebaut
und ein vergleichendes Bewertungsmodell fir Biomaterialien eingefihrt

werden.

(1)  Der Aufbau eines direkten, dreidimensionalen Kokultursystems, das die
Matrixumgebung einer Wunde abbildet, Makrophagen und Fibroblasten

integriert und einen Aufschluss Uber fibrotische Prozesse liefert.

Die notwendige Validierung der entwickelten Testverfahren erfolgte anhand von Referenz-
materialien, deren Gewebsreaktion nach Implantation in praklinischen 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 anschlieRende Methodenteil dient der Nachvollziehbarkeit und der Reproduzier-

barkeit der entwickelten Methoden sowie der durchgefiihrten 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 Geréte,
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.

Tabelle 2-1 Gewebe- und Zellmaterial.

Produkt Bezeichnung Produktnummer Bereitsteller (Ort, Land)
Blutplasma (human) gefrorenes Frischplasma, Blutspendedienst des

(+) Citrat-Phosphat- Bayerischen Roten Kreuzes

Dextrose, Blutgruppe 0 (Munchen, 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
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Produkt Bezeichnung Produktnummer Bereitsteller (Ort, Land)
Fibroblastenzelllinie Pool aus zwei Spendern SCRC-1041 ATCC (Wesel, Deutschland)
HFF-1 (human) (Neugeborene, Vorhaut, (LOT 63229645)

gesund)
Kollagen Typ | 7,2mg per mlin 0,1 % - Eigenherstellung (Wiirzburg,

Essigsaure, aus Deutschland)

Rattenschwanzen von

mannlichen Anzuchtratten

(8 - 10 Wochen alt)
Leukozytenkonzentrat anonymisiert, (+) EDTA - Universitatsklinikum Wirzburg

(Wiirzburg, Deutschland)

Vollblut (human) gekiihlte Blutkonserve, Blutspendedienst des

(+) Citrat-Phosphat- Bayerischen Roten Kreuzes

Dextrose, Blutgruppe A oder (Minchen, Deutschland)

B

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

Vorhé&ute (human)

Spender 1 (4 Jahre, gesund,
Chemotaxis)

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)

lokale Arztpraxis
(Wirzburg, Deutschland)
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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.

Tabelle 2-2 Biologische und chemische Stoffe.

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 (Minchen, 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)-  A-7419 Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Konjugat
2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazolin-  A3219 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
6-Sulphon)-Séure (ABTS)
Azokarmin 1.014.701.000 Morphisto (Frankfurt, Deutschland)
Beta-Mercaptoethanol 4227.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
(B-Mercaptoethanol)
Bovines Serumalbumin 8076.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Bromphenolblau A512.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Calciumchlorid (CaCl,) C7902-5006 Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Chloralhydrat C8338 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Chloroform 372978 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Chondroitinsulfat C4384 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Citronenséduremonohydrat C1909 Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland)
4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) -  004959-52 Thermo Fisher Scientific
Fluoromount (Dreieich, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO) 8418 Sigma Aldrich (Minchen Deutschland)
Dispase 17105-041 Thermo Fisher Scientific

(Dreieich, Deutschland)
Dulbecco's Modified Eagle Medium SH30003.03 GE Healthcare (Freiburg, Deutschland)
(DMEM) in Pulverform
Entellan 107960 Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Eselserum D9663 Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland)
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Stoffbezeichnung Produktnummer  Hersteller (Ort, Land)
Essigsaure 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 (Minchen, Deutschland)
Fetales K&lberserum 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‘ 130-059-901 Miltenyi Biotec
Rezeptor (FcR) Blockierungslésung (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Glutaraldehydldsung (25 %) G5882 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Glycerol M6145 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Glycin 3908.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Hamatoxylin H9627 Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Hyaluronidase H4272 Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Hydroxyethylpiperazinethan- H4034 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
sulfonsdure (HEPES)
Interleukin-4 (1L-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 (Minchen, Deutschland)
Kollagenase 001745401 Serva (Heidelberg, Deutschland)
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat A8960 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Lipopolysaccharid (LPS) L4391 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
aus Escherichia coli 0111:B4
magnesium- und calciumangereicherte ~ D8662 Sigma Aldrich (Munchen Deutschland)
phosphatgepufferte Saline (PBS+)
Makrophagen koloniestimulierender 300-25 Peprotech (New Jersey, US)
Faktor (M-CSF)
Mausserum M5905 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Methanol 34860-2.5C-R Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Milchpulver T145.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumazid K305.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumchlorid (NaCl) HNO00.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumcitrat 5110.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumdesoxycholat D6750 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Natriumdodecylsulfat CN30.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Stoffbezeichnung Produktnummer  Hersteller (Ort, Land)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53) HNO1.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumhydroxid (NaOH) 1.091.371.000 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Natriumiodat S4007 Sigma Aldrich (Minchen, 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 (Munchen, Deutschland)
phosphatgepufferte Saline (PBS) D8537 Sigma Aldrich (Munchen Deutschland)
Phosphorwolframsaure 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 (Minchen, Deutschland)
Tranexamséure (t-AMCA) PZN0523241 Pfizer Pharma (Minster, Deutschland)
Transforming growth factor-31 100-21 Peprotech (New Jersey, US)
(TGF-R1)
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan T6066 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
(Tris)
Tris-Hydrochlorid (Tis-HCI) 9090.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Triton-X T8787 Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Trypsin-EDTA 59418C Sigma Aldrich (Miinchen, Deutschland)
Tween P1379 Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland)
Salzsaure (HCI) 4625.1 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sodiumdodecylsulfat (SDS) CN30.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Versen 15040-033 Thermo Fisher Scientific

(Dreieich, Deutschland)
Wasserstoffperoxid (H,0,) 8070.2 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Weigerts' Hamatoxylin 10225B/A.00500  Morphisto (Frankfurt, Deutschland)
Xylol 9713.3 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Ziegenserum D9663 Sigma Aldrich (Munchen, Deutschland)
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2.1.3 Referenzbiomaterialien

Der Aufbau der entwickelten Modellsysteme erfolgte auf den Oberflachen von Referenzbio-
materialien. Die Auswahl verwendeter Referenzmaterialien ist in Tabelle 2-3 zusammenge-

fasst.

Tabelle 2-3 Biomaterialien.

Biomaterial Beschreibung Produktnummer Hersteller (Ort, Land)
Glas Natronkalkglasschélchen 455701 Brand

(9 34 mm; @ 30 mm) (Wertheim, Deutschland)
Polyethylen (PE) Zellkulturschale (@ 35 mm) 81156 Ibidi (Miinchen, Deutschland)
Polytetrafluorethylen  Rhenolase MK I-grau V11A003620, Rhenotherm GmbH
(PTFE) Oberflachenbeschichtung auf V11A003695 (Kempen, Deutschland)

Glasschélchen
(9 34 mm; @ 30 mm)

Silikon Kammersystem aus 28400M Dreve Otoplastik GmbH
Biopor® AB clearX Silikon (Unna, Deutschland)
(17 x 53 mm?)

Titan Oberflachenbeschichtung auf - Tobias Schmitz
Glasschalchen (Wirzburg, Deutschland)

(9 34 mm; @ 30 mm)

2.1.4 Gerate, Software und Konsummaterialien

Die Vorbereitung und die Durchfiihrung der Testverfahren, die anschlieende Analyse und
die nachfolgende Auswertung der Daten erforderten verschiedene Gerate, Software und
Konsummaterialien. Die angewandten Materialien sind wie folgt dargestellt: Tabelle 2-4 zeigt
die verwendeten Geréte; in Tabelle 2-5 sind die verwendeten Softwares dargestellt

und in Tabelle 2-6 sind die Konsummaterialien zusammengefasst.

Tabelle 2-4 Gerate.

Gerat Spezifizierung Hersteller (Ort, Land)

Analysewaage PFB 1200-2 Kern und Sohn (Munchen, Deutschland)
Autoklav DX-Bench-top Systec GmbH (Wettenberg, Deutschland)
Autoklav Technoclav Biomedis Laborservice (GieRen, Deutschland)
Blockstation EG 150H Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland)
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Gerat

Spezifizierung

Hersteller (Ort, Land)

Blottkammer
Durchflusszytometer
Einbettautomat
Elektrophoresekammer
Fluoreszenzmikroskop
Hochvakuumbeschichtungsanlage

Inkubator

Kamera
Konfokalmikroskopieplattform
Kritischpunkttrockner

Mikroplattenmessgerat

Mikrotom

Mikrozentrifuge

Netzteil

Netzteil

pH-Messgerat
Rasterelektronenmikroskop
Thermozykler
Ultraschallbad

Ultraschallgerat

Vortexer

Westernblot Bildaufnahmesystem

Zentrifuge

FACS Calibur
Microm STP 120
BZ-9000

EM ACE600
BDD 6220

Digital IXUS 80 IS
TCS SP8
BALTEK CPD030
Tecan Reader
Infinite® M200
SM2010R

SD 220VAC
EV243

EV202

Five Easy FE20
Supra 25

8510

Branson SSE-1
Vortex Genie2G-
560E

FluoroChem Q
Heraeus Multifuge
X1R

Peglab (Erlangen, Deutschland)
BD Bioscience (Heidelberg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland)

Peglab (Erlangen, Deutschland)

Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland)
Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland)
Thermo Electron Led

(Langenselbold, Deutschland)

Canon (Krefeld, Deutschland)

Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland)
Baltic Praparation (Niesgau, Deutschland)

Tecan (Crailsheim, Deutschland)

Leica Mikrosysteme (Wetzlar, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Peglab (Erlangen, Deutschland)

Peqglab (Erlangen, Deutschland)
Mettler-Toledo (Columbus, Ohio, USA)
Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
EMERSON Technologies (Dietzenbach,
Deutschland)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
Scientific Industies (New York, USA)

ProteinSimple (San Jose, Kalifornien, USA)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich, Deutschland)

Tabelle 2-5 Software.

Software Version Anwendung Hersteller (Ort, Land)
CellQuestPro 6.0 Durchflusszytometrie BD Biosciences

(Heidelberg, Deutschland)
Chemotaxis- und - Chemotaxisanalyse Ibidi GmbH (Minchen, Deutschland)
Migrationstool
EndNote X7.7.1 Literaturverwaltung Thomson Reuters (New York, USA)
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Software Version

Anwendung

Hersteller (Ort, Land)

FCAP Array Software 3.0

FlowlJo 10
Fluorochem Q V3.2.2.2.0
ImageJ 1.49m

Keyence BZ Il Viewer 21

LAS X Leica 1.1.0.12420
Manuelles Tracking 2

Plugin fir ImageJ

MatLab R2014a
Microsoft Excel 2010
Microsoft Visio 2010
OriginPro 2016G
RStudio 0.99.489
Tecan i-control 1.1

UnscramblerX

Zytometrische
Partikelanalyse
Zytometrische Analyse
Aufnahme der
Westernblots
Bildbearbeitung

Fluoreszenz-
mikroskopie

Konfokalmikroskopie

Chemotaxisanalyse

Chemotaxisanalyse

zahlreiche

Anwendungen

Bildbearbeitung

Statistik

Graphiken
Mikroplattenmessung

Hauptkomponenten-

analyse

BD Biosciences

(Heidelberg, Deutschland)
Tree Star (Ashland, USA)
ProteinSimple

(San Jose, Kalifornien, USA)
Nationalinstitut fir Gesundheit
(Bethesda, USA)

Keyence (Neu-Isenburg, Deutschland)

Leica Mikrosysteme
(Wetzlar, Deutschland)
Fabrice Cordelieres
(Orsay, Frankreich)
The MathWorks
(Ismaning, Deutschland)
Microsoft Corporation
(Redmond, USA)
Microsoft Corporation
(Redmond, USA)
OriginLab Corporation
(Northhampton, USA)
RStudio (Boston, USA)

Tecan (Méannedorf, Schweiz)

Camo (Oslo, Norwegen)

Tabelle 2-6 Konsummaterial.

Konsummittel

Beschreibung

Hersteller (Ort, Land)

Chemotaxiskammersystem

3D p-Slide Chemotaxis, zellkulturbe-

handelt, sterilisiert

Deckgléser

Einbettfilterpapier -

Einbettkassetten -

Einfrierréhrchen -

24 x 60 mm

Ibidi (Martinsried, Deutschland)

Menzel

(Braunschweig, Deutschland)
Labonord

(M6nchengladbach, Deutschland)
Klinipath (Duiven, Niederlande)
Greiner Bio-One

(Frickenhausen, Deutschland)
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Konsummittel

Beschreibung

Hersteller (Ort, Land)

Einmalpipetten

ELISA-Mikrowellplatten

FACS-Mikrotiterréhrchen

FACS-Ro6hrchen

Filterspitzen

MACS-Mehrfachstander

MACS-Saulenadapter

MACS-Trennsaulen

Nitrocellulosemembran

Objekttrager

Obijekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie

Wellplatten

Zellkulturflaschen

Zellkulturkammersystem

5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

96-Well, Nunc-Immuno-MaxiSorp,
Polystyrol, durchsichtig, flacher Boden
1,2ml

2ml

0,1-10pl, 0,1 -100 pl, 100 - 1000 pl

mittleres Format "midi"
groRes Format "large scale"
Amersham Protran,
Porendurchmesser @ 0,2 pm

Glas, 76 x 26 x 1 mm, Superfrost

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

Glas, 120 mm, 2 ml

0,5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pl

1,5ml, 2 ml

96-Well, schwarz, flacher Boden

150 cm?
8-Well, Nunc-Lab-Tek, Glas

Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Deutschland)
Nunc (Wiesbaden, Deutschland)

Hartenstein

(Wirzburg, Deutschland)
Thermo Fisher Scientific
(Dreieich, Deutschland)

Nerbe plus

(Winsen/Luhe, Deutschland)
Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland)
Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland)
Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland)
GE Healthcare

(Freiburg, Deutschland)

Menzel

(Braunschweig, Deutschland)
Menzel

(Braunschweig, Deutschland)
Sigma Aldrich

(Minchen, Deutschland)

Brand (Wertheim, Deutschland)
Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Deutschland)
Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Deutschland)
Sarstedt

(Numbrecht, Deutschland)
Greiner Bio-One
(Frickenhausen, Deutschland)
TPP (Trasadingen, Schweiz)
Thermo Fisher Scientific
(Dreieich, Deutschland)
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Konsummittel

Beschreibung

Hersteller (Ort, Land)

Zellkulturplatten

Zellkulturschalen

Zellkulturtragersystem

Zellschaber

Zellsieb

Zentrifugationsrohrchen

6-Well, 48-Well und 96-Well,
transparent, flacher Boden

60 cm?

Polycarbonatmembran mit einem

Porendurchmesser von 0,4 um

Porendurchmesser @ 40 pm
15 ml, 50 ml

TPP (Trasadingen, Schweiz)

TPP (Trasadingen, Schweiz)
Merck Millipore

(Darmstadt, Deutschland)
Sarstedt

(Numbrecht, Deutschland)

BD (Heidelberg, Deutschland)
Nerbe plus (Winsen / Luhe,
Deutschland), Greiner Bio-One

(Frickenhausen, Deutschland)

2.1.5

Zell- und Gewebskulturmedium, Losungen und Puffer

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

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

Tabelle 2-7 Zell- und Gewebekulturmedien.

Medium Spezifizierung Anwendung Produktnummer Hersteller
DMEM (+) Glukose 4,5 g/l,  Fibroblastenkultur 61965-026 Thermo Fisher Scientific
(+) GlutaMax (Dreieich, Deutschland)
DMEM-Pulver  (+) L-Glutamin, Herstellung 2x- SH30003.03 GE Healthcare
(-) Natriumpyruvat  konzentriertes (Freiburg, Deutschland)
DMEM
Minimal (+) Glutamax Chemotaxis 41090-028 Thermo Fisher Scientific
Essential (Dreieich, Deutschland)
Medium
Minimal 10x konzentriert, Chemotaxis 11430-030 Thermo Fisher Scientific
Essential (-) Glutamin (Dreieich, Deutschland)
Medium
RPMI 1640 (+) GlutaMax Makrophagenkultur, 61870-010 Thermo Fisher Scientific

Kokultur

(Dreieich, Deutschland)

Die Supplementierung von beispielsweise Nahrstoffen wie Natriumpyruvat unterstiitzte die

Kultivierung von Zellen zusétzlich. Die eingesetzten Supplemente und ihr Anwendungszweck

sind in Tabelle 2-8 zusammen gestellt.
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Tabelle 2-8 Supplemente flr Kulturmedien.

Supplement Endkonzentration Anwendung Produkt- Hersteller
(Stockkonzentration) nummer

Ascorbinséure- 100 uM Kofaktor der A8960-5G Sigma Aldrich

phosphat (200 mM in DMEM Kollagensynthese (Munchen, Deutschland)

+ 10 % fetales

Kélberserum)

Dimethylsulfoxid 10 % (konzentriert) Kyrokonservierung D2438- Sigma Aldrich
(DMSO) 50ML (Miinchen, Deutschland)
Fetales 10 % (konzentriert) Wachstumsforderung  41F1142K Thermo Fisher Scientific
Kélberserum (Dreieich, Deutschland)
Natriumpyruvat 1 mM (100 mM) Glukosestoffwechsel  11360-039 Thermo Fisher Scientific
(Dreieich, Deutschland)
Tranexamsaure 160 pg pro mi Antifibrinolytikum PZN0523241 Pfizer Pharma
(t-AMCA) (100 mg pro ml) (Minster, Deutschland)

Die Zusammensetzung des eingesetzten Kulturmediums aus einem Basalmedium und
zusétzlichen Supplementen ist im jeweiligen Methoden-kapitel beschrieben. In Tabelle 2-9
sind die Enzym- und Substratlésungen zusammengestellt, die zur Kultivierung und zum

Aufbau von Zell- und Gewebskulturen notwendig waren.

Tabelle 2-9 Enzym- und Substratlésungen.

Enzym oder Substrat Zusammensetzung Verwendungszweck
Ascorbinséaurephosphat Ascorbinsédurephosphat 100 mM diverse Zellkulturmedien
fetales Kélberserum 10 %
in DMEM
Calciumchlorid CaCl, 150 mM Fibringelierung
in H,0
Chondroitinsulfat Chondroitinsulfat 10 mM Herstellung der
in PBS Gelneutralisierungsldsung
Dispase Dispase 2*103 U/ Separierung der Epidermis
in PBS von Dermis
DMEM (2x) DMEM-Pulver 26,9 g/l Herstellung der
Natriumpyruvat 7,4 g/l Gelneutralisierungsldsung
in H,0O
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Enzym oder Substrat Zusammensetzung Verwendungszweck
Gelneutralisierungs- MEM (10x) 20 % Kollagengelierung
l6sung | HEPES-L&sung (3 M) 5% (Chemotaxis)
in H,O;
pH 8,3 eingestellt
Gelneutralisierungs- HEPES-L&sung (3 M) 3% Kollagengelierung
16sung 11 Chondroitinsulfatlosung (10 mM) 1% (Bindegewebsmodelle)
fetales Kélberserum 3%
in DMEM (2x);
pH 8,5 eingestellt
HEPES HEPES 3M Herstellung der
in PBS Gelneutralisierungsldsung
Hyaluronidase Hyaluronidase 0,2 % Histologie
in H,O
IL-4 IL-4 0,1 mg/ml Zellstimulation
bovines Serumalbumin 0,1%
in H,O
Kollagenase Kollagenase 5*105 U/l Fibroblastenisolierung
in PBS
Kollagen | Kollagen | 7,2 mg/ml Kollagengelherstellung
Essigséure 0,1%
in H,O
LPS LPS 0,1 mg/ml Zellstimulation
bovines Serumalbumin 0,1%
in H,O
M-CSF M-CSF 0,1 mg/ml Makrophagen-
bovines Serumalbumin 0,1% differenzierung
in H,0
PBS-EDTA EDTA 0,54 mM Zellpassage
in PBS
TGF-R1 TGF-R1 0,1 mg/ml Zellstimulation
bovines Serumalbumin 0,1%
Citronenséure 10 mM
in H,0O
Thrombin Thrombin 20 U/ml Fibringelierung
CaCl, 150 mM
in H,0
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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.

Tabelle 2-10 Zellkulturpuffer.

Ldsung Zusammensetzung Anwendung
Erythrolysepuffer NaCl 140 mM Erythrolyse
KHCO; 10 mM
EDTA 130 pM
in H,O;
pH 7,2 eingestellt
MACS-Puffer EDTA 2mM magnetische Zellselektion
bovines Serumalbumin 0,5%
in PBS;
pH 7,2 eingestellt
Monozytenwaschpuffer EDTA 0,54 mM Monozytenisolierung
fetales Kélberserum 1%
in PBS
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2.1.6 Analytische Nachweise und Komponenten

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

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

Tabelle 2-11 Antikorper.

Antikorper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdinnung Produktnummer Hersteller
R-Aktin Phalloidintoxin Alexa Fluor Histologie 1:40 in PBS- + 1 % BSA A34055 Thermo Fisher Scientific
555 (Dreieich, Deutschland)
R-Aktin IgG2b Maus ohne Westernblot 1:1000 in TBST + 5 % Milch 3700 Cell Signaling Technologies
anti-human (Leiden, Deutschland)
CD3 IgG1 Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0036-41 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD8a IgG1 Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0088-41 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD14 1gG2b Maus FITC Zytometrie 1:2.5 in FACS-Puffer 555-397 BD Bioscience
anti-human (Heidelberg, Deutschland)
CD20 IgG2b Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-0209-41 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD54 IgG1 Maus ohne Histologie 1:100 in Verdlnnungsldsung AHS5411 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD68 19G2b Maus FITC Zytometrie 1:10in 11-0689-42 Thermo Fisher Scientific
anti-human Permeabilisierungswaschpuffer (Dreieich, Deutschland)
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Antikorper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdiinnung Produktnummer Hersteller
CD80 IgG1 Maus FITC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 11-0809-42 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD163 IgG1 Maus PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 12-1639-42 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
CD163 1gG (polyklonal) ohne Histologie 1:200 in Verdunnungslésung PA5-32308 Thermo Fisher Scientific
Kaninchen (Dreieich, Deutschland)
anti-human
CD197 IgG1 Maus PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 130-093-621 Miltenyi Biotec
anti-human (Bergisch Gladbach, Deutschland)
CD206 IgG1 Maus PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 12-2069-42 Thermo Fisher Scientific
anti-human (Dreieich, Deutschland)
IgG1 IgG1 Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-4714 Thermo Fisher Scientific
Isotypkontrolle (Dreieich, Deutschland)
1gG1 1gG1 Maus FITC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 11-4714-42 Thermo Fisher Scientific
Isotypkontrolle (Dreieich, Deutschland)
IgG1 IgG1 Maus PE Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 130-092-212 Miltenyi Biotec
Isotypkontrolle (Bergisch Gladbach, Deutschland)
1gG2b IgG2b Maus APC Zytometrie 1:10 in FACS-Puffer 17-4732 Thermo Fisher Scientific
Isotypkontrolle (Dreieich, Deutschland)
lgG2b IgG2b Maus FITC Zytometrie 1:2.5 in FACS-Puffer/ 1:10 in IC0041F R&D Systems

Isotypkontrolle

Permeabilisierungswaschpuffer

(Wiesbaden, Deutschland)
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Antikorper Spezifizierung Fluorophor Anwendung Verdiinnung Produktnummer Hersteller
Kollagen | 19G (polyklonal) ohne Westernblot 1:1000 in TBST + 5 % Milch AF6220 R&D Systems
Schaf anti-human (Wiesbaden, Deutschland)
Kollagen 111 19G (polyklonal) ohne Histologie 1:200 in Verdinnungslésung HPAO007583 Sigma Aldrich
Kaninchen (Minchen, Deutschland)
anti-human
Sekundarantikdrper  1gG (polyklonal) Alexa Fluor Histologie 1:400/1:500 in Verdlnnungslésung ~ A-21202 Thermo Fisher Scientific
Esel anti-murin 488 (Dreieich, Deutschland)
Sekundérantikorper  1gG (polyklonal) Alexa Fluor Histologie 1:500 in Verdlinnungsldsung A-31573 Thermo Fisher Scientific
Esel anti-Kaninchen 647 (Dreieich, Deutschland)
Sekundérantikorper  1gG (polyklonal) ohne Westernblot 1:10000 in TBST + 5 % Milch 115-035-146 Dianova (Hamburg, Deutschland)
Ziege anti-murin,
HRP-konjugiert
Sekundarantikdrper  1gG (polyklonal) ohne Westernblot 1:10000 in TBST + 5 % Milch 713-035-003 Dianova (Hamburg, Deutschland)

Esel anti-Schaf,
HRP-konjugiert
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Analytische Nachweiskits bestehen aus mehreren Komponenten und erleichterten die Durchfiihrung von Analysen. Die Zusammensetzung der in
dieser Arbeit verwendeten analytischen Nachweiskits ist in Tabelle 2-12 dargestellt.

Tabelle 2-12 Analytische Nachweiskits.

Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land)
Azanférbekit Anilinalkohol Histologische Kollagen- 12079 Morphisto
Essigsaurer Alkohol (1 %) und Fibrinfarbung (Frankfurt, Deutschland)
Azokarmin

Phosphorwolframséaure (5 %)
Anilinblau-Orange G

CellTiter-Glo (1) CellTiter-Glo-Substrat und ATP-Quantifizierung G7570 Promega
Lumineszenzvitalitatstest (1) Analysepuffer (Mannheim, Deutschland)
DC-Proteinnachweis (1) alkalische Kupfertartratldsung, Proteinquantifizierung 5000116 BioRad

(1) Folinreagenz und (I11) Tensidlésung (Minchen, Deutschland)
Fixierungs-Permeabilisierungs- (I) Fixierungs- und Permeabilisierungsldsung sowie  Durchflusszytometrie 554714 BD Biosciences
Kit (1) Waschlosung (10x; verdunnt in dH,0) (Heidelberg, Deutschland)
HRP-Polymer-Kit ~ mit  3,3- Polymerverstarker Histologische Farbung PDOOOKIT DCS Diagnostics
Diaminobenzidine (DAB) Polymerreagenz (Hamburg, Deutschland)

DAB-Konzentrat
DAB-Substratpuffer
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Produkt

Zusammensetzung Anwendung

Produktnummer

Hersteller (Ort, Land)

humaner CBA
gegen entziindliche Zytokine

Interleukin-8 (IL-8), Zytokinquantifizierung
Interleukin-1R (IL-1R),

Interleukin-6 (IL-6),

Interleukin-8 (IL-8),

Interleukin-10 (1L-10),

Interleukin-12 (1L-12p70),
Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) und
transformierender Wachstumsfaktor-81 (TGF-R31)
Fangerpartikel

PE-Zytokindetektionsreagenz

Zytokinstandard

zytometrische Kalibrierpartikel

PE-gekoppelte Positivkontrolle

FITC-gekoppelte Positivkontrolle

Waschpuffer

Analysepuffer

551811

BD Biosciences
(Heidelberg, Deutschland)

humaner FGF-ELISA

anti-human FGF-Antikorper Zytokinguantifizierung
humaner FGF-Standard

anti-human FGF-Antikorper

(biotingekoppelt)

Avidin-HRP-Konjugat

900-K08

Peprotech
(New Jersey, US)
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Produkt Zusammensetzung Anwendung Produktnummer Hersteller (Ort, Land)
human PDGF-BB ELISA anti-human PDGF-Antikdrper Zytokinquantifizierung 900-K04 Peprotech
humaner PDGF-Standard (New Jersey, US)
anti-human PDGF-Antikorper (biotingekoppelt)
Avidin-HRP-Konjugat
humaner TGF-B1-ELISA 96-Mikrowellplatte mit monoklonalem Antikérper  Zytokinquantifizierung BMS249 Thermo Fisher Scientific

gegen humanes TGF-B1 beschichtet
Biotinkonjugat

monoklonaler Antikdper gegen humanes TGF-R31
Avidin-HRP-Konjugat

humaner TGF-31-Standard

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

Waschpuffer (20x; PBS mit 1% Tween 20)
Substratldsung (Tetramethylbenzidin)
Stopplosung (1 M Phosphorséure)

(Dreieich, Deutschland)
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Produkt

Zusammensetzung

Anwendung

Produktnummer

Hersteller (Ort, Land)

Pan Monozyten Isolierungskit

FcR-Blockierungslésung
biotingekoppelter Antikorpercocktail zur
negativ Selektion von Monozyten

magnetische Partikel gegen Biotin

Isolierung von Monozyten

130-096-537

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Western Bright
Chemilumineszenzsubstrat

Quantum

(1) Luminolverstéarker und

(I1) Wasserstoffperoxidlosung

Entwicklung Westernblot

32106

Thermo Fisher Scientific
(Dreieich, Deutschland)
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Fur die Durchfuhrung von Analysen waren Puffer und Losungen erforderlich, deren

Zusammensetzung und Anwendung in Tabelle 2-13 dargestellt ist.

Tabelle 2-13 Analytische Puffer und Ldsungen.

Losung Zusammensetzung Anwendung
Ammoniumperoxidsulfat  APS 10 % Elektrophoresegel
(APS) in H,0
Blotpuffer(10x) Tris 250 mM Westernblot
Glycin 19M
in H,O
Blotpuffer (1x) Blotpuffer (10x) 10 % Westernblot
Methanol 20 %
in H,O
Bromphenolblaulésung Bromphenolblau 10 % Westernblot
in H,O
CBA-Analysepuffer fetales Kélberserum 10 % CBA
in RPMI
ELISA-Analysepuffer Tween 0,05 % ELISA
(FGF-und PDGF) bovines Serumalbumin 0,1 %
in PBS
ELISA-Analysepuffer Tween 1% ELISA
(TGF-R1) bovines Serumalbumin 10 %
in PBS
ELISA- bovines Serumalbumin 1% ELISA
Blockierungspuffer in PBS
ELISA-Waschpuffer Tween 0,05 % ELISA
(FGF und PDGF) in PBS
ELISA-Waschpuffer Tween 1% ELISA
(TGF-B1) in PBS
FACS-Puffer EDTA 2mM Zytometrie
bovines Serumalbumin 1%

in PBS
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Losung Zusammensetzung Anwendung
Hamatoxylinlésung Hamatoxylin 69 Histologie
Natriumiodat lg
Aluminiumkaliumsulfat- 250 ¢
Dodecahydrat
Chloralhydrat 250 ¢
Citronenséure 59
ad 4500 ml H,0;
Inkubation Gber Nacht unter dem
Abzug und ad 5000 ml dH,0;
anschlieRend muss die Ldsung fur
mindestens 4 Wochen reifen
Lammlipuffer (5x) Tris (pH 8) 337,5 mM Westernblot
Glycerol 50 %
SDS 10 %
Bromphenolblauldsung 0,25 %
R-Mecaptoethanol (frisch zugeben) 5%
Laufpuffer Tris 250 mM Westernblot
Glycin 19M
SDS 1.5%
Natriumcitratpuffer Natriumcitrat 200 mM Demaskierungspuffer
(10x) in H,O; pH 6,0 einstellen
Natriumcitratpuffer (1x)  Natriumcitratpuffer (10x) 10 % Demaskierungspuffer
in H,O
PBS mit Tween Tween 0,5% Histologie
in PBS
Permeabilisierungspuffer  Triton-X 0,2% Histologie
in PBS
Proteaseinhibitorlésung 1 Tablette Gewebelyse
(25x) in 2 ml H,O
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Losung Zusammensetzung Anwendung
RIPA-Puffer Tris (pH 6,8) 10 mM Gewebelyse
NaCl 100 mM
EDTA 1mM
Glycerol 10 %
Triton-X 1%
SDS 0,1%
Natriumdesoxycholat 0,5%
Silanacetonldsung APTES 2% Silanisierung
in Aceton
TBS (10x) Tris-HCI 500 mM Westernblot
NaCl 15M
in H,O; pH 7,6
TBST (1x) TBS (10x) 10 % Westernblot
Tween 0,05 %
in H,O
Tris-EDTA-Puffer (10x)  Tris 100 mM Demaskierungspuffer
EDTA 10 mM
in H,O; pH 9,0 einstellen
Tris-Puffer (pH 6,8) Tris 500 mM Elektrophoresegel
in H,O; pH 6,8 einstellen
Tris-Puffer (pH 8,8) Tris 2M Elektrophoresegel
in H,O; pH 8,8 einstellen
Wasserstoffperoxid H,0, 3% Histologie
(H20y) in H,O
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2.2 Methoden

Ethische Grundséatze zur Arbeit mit humanen Geweben
Die Verwendung von Gewebe zur Isolierung von Zellen und interzelluldren Matrix-
komponenten erfolgte nach Einwilligung des Patienten und unter Zustimmung der

Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg (Abstimmung 182/10).
- Préputien (lokale Arztpraxen, Wirzburg, Deutschland)

- Periphere Volblutkonserven und gefrorenes Frischplasma (Blutspendedienst des

Bayerischen Roten Kreuzes, Munchen, Deutschland)

- Leukozytenkonzentrat (Unversitatsklinikum Wurzburg, Wirzburg, Deutschland)

2.2.1 Isolierung, Kultivierung und Differenzierung von Zellen

Die Isolierung von Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen war fur die
Entwicklung von Fremdkorpermodellen eine zentrale Voraussetzung. Die zytometrische
Charakterisierung vor und nach der Differenzierung stellte ein wesentliches Qualitatskriteri-
um der angewandten Isolierungs- und Kultivierungstechniken dar. Vordifferenzierte
Makrophagen fanden zur Untersuchung von Wechselwirkungen mit der Materialoberflache
Einsatz (siehe Kapitel 2.2.3 und 2.2.4). Bereits direkt nach der Isolierung lieRen sich
Monozyten in dreidimensionale Fremdkorpermodelle integrieren (siehe Kapitel 2.2.5).
Zusétzlich erforderte der spatere Aufbau von Bindegewebe die Isolierung und Kultivierung
von priméren Fibroblasten (siehe Kapitel 2.2.3.2). Mit dem Ziel einer hoheren Standard-
isierung fand in der spateren Modellentwicklung (siehe Kapitel 2.2.5) die Fibroblasten-
zelllinie HFF-1 (englisch human foreskin fibroblasts-1) Anwendung.

Primére humane Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen

Die Dichtegradientenzentrifugation von Leukozytenkonzentrat und die anschlieRende
magnetische Aufreinigung ermdglichte die Isolierung humaner Monozyten. Zuerst erforderte
die anschlieBende Dichtegradientenzentrifugation die Verdinnung des Leukozytenkonzentrats
(circa 8 ml) mit Zellisolationswaschpuffer auf ein Gesamtvolumen von 50 ml oder im Fall
von Leukozytenkonzentrat, das aus Vollblut hergestellt wurde, die Verdiinnung im Verhéltnis

zwei zu drei. In einem 50-ml-Zentrifugenréhrchen lieRen sich 20 ml Ficoll (Saccharose-
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polymer der Dichte 1,078 g pro ml) mit 25 ml Blutpuffergemisch wberschichten. Die
Zentrifugation bei 800 x go und 20 °C fir 30 Minuten ohne Bremse ermdglichte die
Auftrennung der Blutbestandteile. Hierbei setzen sich Erythrozyten und Granulozyten
entsprechend ihrer Dichte am Boden ab, die periphere mononukleare Zellfraktion bildete eine
weilliche Phase zwischen der oberen Flissigkeitsphase aus Plasma und Thrombozyten sowie
dem Ficoll. Die zellulare Zwischenphase lief sich mit einer Pipette abnehmen und
anschlieBend dreimal waschen. Hierflr erfolgte das Auffiillen mit Zellisolationswaschpuffer
auf 50 ml und anschlielend die Zentrifugation fir 10 Minuten bei 300 x go mit Bremse. Die
nachfolgende Lyse der Erythrozyten erleichterte die Durchfihrung der magnetischen
Zellaufreinigung. Hierfir waren die Aufnahme und die Resuspension des gewaschenen
Zellpellets in 10 ml Erythrolysepuffer und die anschlieende Inkubation fir 10 Minuten
erforderlich. Ein weiterer Waschschritt stoppte das Fortschreiten der Reaktion. Die Gabe der
Zellsuspension durch einen Filter mit einem Porendurchmesser von 40 um vereinzelte die
Zellen und erleichterte die anschlieRende antikérpervermittelte Selektion der Monozyten. Aus
der peripheren mononuklearen Zellfraktion lieBen sich durch magnetische Negativselektion
nachfolgend Monozyten auf reinigen. Bei einer Negativselektion erfolgt mit Hilfe von
biotingekoppelten Antikérpern die Markierung aller Zellen auler Monozyten. Hierbei fanden
Antikorper gegen CD3 (T-Lymphozyten), CD7 (T-Lymphozyten), CD16 (NK-Zellen,
neutrophile Granulozyten), CD19 (B-Lymphozyten), CD56 (Natirliche Killerzellen), CD123
(dendritische Zellen, basophile Granulozyten) und Glycophorin (Erythrozyten) Einsatz.
Anschlieend banden diese Zell-Antikorper-Komplexe tber magnetische Partikel, die an
Biotin koppeln, an eine magnetische S&ule. Die unmarkierten Monozyten passierten hierbei
die magnetische Saule und befanden sich im Durchfluss. Die Aufreinigung erfolgte nach dem
Protokoll des Herstellers Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland). Hierfur kamen
1* 10" Zellen in 30 pl MACS-Puffer zum Einsatz. Die Zugabe von 10 pl Fc-
Rezeptorblockierungslosung verhinderte die Bindung der konstanten Antikorperregion
(englisch fragment crystallizable region, Fc) an den Fc-Rezeptor (FCR) von phagozytischen
oder zytotoxischen Zellen. Anschlielend konnte die Zugabe von 10 pl biotingekoppelten
Antikorpern erfolgen. Nach Resuspension schloss eine Inkubation fur 5 Minuten bei 5 °C an.
Im folgenden Schritt ermdglichte die Zugabe wvon 30 pl MACS-Puffer und
20 pl magnetischen Partikeln die Bindung an Zell-Antikérper-Komplexe innerhalb von

10 Minuten bei 5 °C. Zur magnetischen Aufreinigung war eine groBe Trennsdule mit
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3 ml MACS-Puffer zu befeuchten und nach Durchfluss des Volumens die Zellsuspension
aufzubringen. Das dreimalige Waschen der Sdule mit 3 ml MACS-Puffer ermdglichte das
Herauslosen der Monozyten. Anschlieliend befand sich die Zielpopulation im Durchfluss. Die
so erhaltenen Monozyten kamen entweder direkt zum Aufbau von dreidimensionalen
Fremdkorpermodellen (siehe Kapitel 2.2.5) zum Einsatz oder es schloss eine Differenzierung
vor der anschlieBenden Biomaterialtestung an (siehe Kapitel 2.2.3 und Kapitel 2.2.4). Fur die
Vordifferenzierung erfolgte in einer Dichte von 1,5 * 10° Zellen pro cm? Zellkulturoberflache
die Aussaat von 1 * 10° Monozyten pro ml Medium bestehend aus 10 % fetalem Kéalberserum
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 Verstarkung der
Differenzierung erforderte die Erneuerung des Mediums am dritten Tag der Differenzierung.
Nach 10-minutiger Vorinkubation in PBS-EDTA auf Eis lieBen sich die Zellen an Tag 6

mechanisch mit einem Zellschaber von der Oberflache l6sen.

Zytometrische Charakterisierung von humanen primaren Monozyten und Makrophagen

Zur Charakterisierung der Zellreinheit nach magnetischer Aufreinigung sowie des
Makrophagenphénotyps im Anschluss an die Differenzierung fanden 2 * 10° Zellen pro
zytometrischer Analyse Einsatz. Jedes analysierte Antigen erforderte fur den eingesetzten
Antikorper das Mitfuhren einer entsprechenden fluorophorgekoppelten Isotypkontrolle.
Vorerst erfolgte das Waschen der Zellen in 3 ml FACS-Puffer und die anschlieBende
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 250 x go. Das Zellpellet war in 80 ul FACS-Puffer unter
Zugabe von 1 pl FcR-Blockierungslosung fir 15 Minuten bei 4 °C zu inkubieren. Fir
oberflachenexponierte Antigene erfolgte nach einem erneuten Waschschritt in 50 pul FACS-
Puffer die Zugabe von fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern (Zusammenfassung der
verwendeten Antikorper sowie ihre Expression ist in Tabelle 2-14 dargestellt). Die
anschlieRende Inkubation fur 30 Minuten bei 4 °C fand unter Lichtausschluss statt. Flr die
anschlielende zytometrische Analyse waren die Zellen erneut in FACS-Puffer zu waschen
und in 300 pul FACS-Puffer aufzunehmen. Fir intrazelluldare Proteine kamen fixierte Zellen
mit aufgeschlossener Zellmembran zum Einsatz. Dies erforderte die Resuspension der Zellen
in 250 pl Fixierungs- und Permeabilisierungslosung sowie die Inkubation fur 20 Minuten bei
4 °C.
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Tabelle 2-14 Antikdrper

zur

zytometrischen

Charakterisierung der

Zellisolierung sowie der Makrophagen nach 6-tagiger Differenzierung.

Monozyten nach

Antikorper Expression des Antigens Isotyp, Spezies Fluorophor Verdiinnung
und Reaktivitat

CD3 Extrazellular, IgG1 Maus APC 1:10
T-Lymphozyten anti-human

CD8a Extrazellulér, 1gG1 Maus APC 1:10
T-Lymphozyten anti-human

CD14 Extrazellulér, 1gG2b Maus FITC 1:2,5
Monozyten, Makrophagen anti-human

CD20 Extrazellular, 1gG2b Maus APC 1:10
B-Lymphozyten anti-human

CD68 Intrazelluldr, 1gG2b Maus FITC 1:10
Makrophagen anti-human

CD80 Extrazellulér, 1gG1 Maus FITC 1:10
M1-Makrophagen anti-human

CD163 Extrazellular, 1gG1 Maus PE 1:10
M2-Makrophagen anti-human

CD197 Extrazellular, 19G1 Maus PE 1:10
M1-Makrophagen anti-human

CD206 Extrazelluldr, Makrophagen  1gG1 Maus PE 1:10

anti-human

1gG2b - 1gG2b Maus APC 1:10

1gG2b - 1gG2b Maus FITC 1:2,5 oder 1:10

Isotypkontrolle

1gG1 - 1gG1 Maus FITC 1:10

Isotypkontrolle

1gG1 - 1gG1 Maus PE 1:10

Isotypkontrolle

Es folgte das zweimalige Waschen der Zellen mit 250 pl Permeabilisierungswaschpuffer

sowie die Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 250 x go. Die Bindung des fluoreszenzgekoppelten

Antikorpers an das intrazellulare Antigen fand wéahrend einer Inkubation fiir 30 Minuten bei

4 °C in 50 ul Permeabilisierungswaschpuffer statt. AnschlieBend erfolgte das zweimalige

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

250 X go. Die anschlieRende Analyse im Durchflusszytometer erforderte die Resuspension der
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Zellen in 300 ml FACS-Puffer. Je Messzyklus erfolgte die Analyse von 1 * 10* Zellen. Die

Auswertung konnte mit der Software FlowJo durchgefuihrt werden.

Humane dermale Fibroblasten

In dieser Arbeit dienten humane Préputien von gesunden Spendern zur lIsolierung von
primaren dermalen Fibroblasten. Zur Sterilitatskontrolle erfolgte die Inkubation von
3 ml Transportlésung bestehend aus magnesium- und calciumangereicherter phosphatgepuf-
ferter Salzlésung (PBS+) mit 1 % Penicillin-Streptomycin bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdi-
oxid. Anhaftende Blutreste lieen sich mit PBS+ entfernen und Uberschissiges Fett- und
Bindegewebe mit einem Skalpell abtragen. Wahrend der Aufarbeitung gewéhrleistete PBS+
die Feuchthaltung der Haut. Das Schneiden der Hautbiopsie in 2 bis 3 millimeterbreite Steifen
erzielte eine vergroBerte Angriffsflache fur den anschliefenden enzymatischen Verdau. Es
folgte ein Waschschritt mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS). Nach dem enzymatischen
Verdau der zwischen Epidermis und Dermis liegenden Basalmembran mit 5 ml Dispase
(2 * 10° Einheiten pro I) bei 4 °C (iber Nacht lieR sich am nachsten 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 extrazelluldre Bindege-
websverband schloss sich weiterhin  durch Inkubation mit 10 ml Kollagenase
(5 * 10° Einheiten pro 1) innerhalb von 45 Minuten bei 37 °C auf. Eine anschlieBende
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 250 x go, ein weiterer Waschschritt in 10 ml DMEM und die
wiederholte Zentrifugation fir 5 Minuten bei 250 x go ermdglichte die Reinigung der
Gewebefragmente. Die Aufnahme der aufgeschlossenen Gewebefragmente in 2 ml DMEM
plus 10 % fetalem Kélberserum sowie die Uberfiihrung der Suspension in eine Zellkulturfla-
sche mit einer Flache von 75 cm? diente der Anhaftung der Gewebefragmente an die
Zellkulturoberflache. Am anschlielfenden Tag folgte die Zugabe von zusétzlich 6 ml DMEM
plus 10 % fetalem Kalberserum. 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 gel6st und in geringerer Dichte in einer neuen Zellkulturfla-
sche ausgesat 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 anschlielende Inkubation fir maximal 3 Minuten mit 60 pl Trypsin-EDTA
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(37 °C) pro cm? Zellkulturoberflache. Zu den geldsten Zellen in Suspension sollte rasch die
Zugabe von 10 % fetalem Kalberserum erfolgen, um so die enzymatische Reaktion durch
Sattigung zu stoppen. AnschlieBend konnten die Zellen in einer definierten Dichte von
4*10° Zellen pro cm® ausgesat 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 fiir Tissue Engineering und
Regenerative Medizin (Wirzburg, Deutschland) diese Zelllinie. Die Aussaat der Fibroblas-
tenzelllinie erfolgte ebenfalls in einer definierten Dichte von 4 * 10° Zellen pro cm? sowie die
Kultivierung in 10 % fetalem Kalberserum 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 Fremdkaor-
permodelle Anwendung und erfolgte mit Zellen in der Passage 18 (siehe Kapitel 2.2.5 fir die
Anwendung zur Herstellung von dreidimensionalen Fremdkorpermodellen). Die Passage der

Zellen war analog wie fur primére Fibroblasten durchzufihren.

2.2.2 Herstellung und Vorbereitung der Referenzbiomaterialien

Die im folgenden Kapitel beschriebenen Testmaterialien dienten als Referenz fir die
Entwicklung von in vitro Modellsystemen. Als standardisierte Testoberflachen fanden
Schélchen aus Natronkalkglas mit einem Durchmesser von 30 sowie 34 mm der Firma Brand
(Wertheim, Deutschland) Einsatz. Diese eigneten sich fur die Beschichtung mit Titan sowie
Polytetrafluorethylen (PTFE). Hierfur war im Voraus die Reinigung der Glasschélchen fir
jeweils 10 Minuten in einem Ultraschallbad und danach in Aceton, Isopropanol und
ultrareinem Wasser notwendig. Die anschlieende Trocknung konnte unter Stickstoff-
begasung erfolgen. Das Verfahren des reaktiven Magnetronsputterns ermdglichte die
Titanoberflachenbeschichtung dieser Glasschalchen. Hierbei war ein Titantarget (120 mm
Durchmesser, 10 mm Hohe) 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°mbar konnte mit 300 W und unter Argonatmosphare mit einem Druck von
3,4 * 10 mbar fir 80 Minuten der Beschichtungsprozess ablaufen. Das Aufbringen der
PTFE-Beschichtung auf den beschriebenen Glasschalchen 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 pum,
ein Hartegrad von D 72 und eine Rauhigkeit von weniger als 4 um. Als Testkdrper aus
Silikon lieR sich ein Kammersystem aus Biopor® AB clearX 70shore A Silikon
(17 x 53 mm?) der Firma Dreve Otoplastik GmbH (Unna, Deutschland) selbst herstellen.
Hierbei handelt es sich um ein transparentes, additionsvernetzendes Otoplastiksilikon, das
herkdmmlicherweise zur Herstellung von beispielsweise Horhilfen Einsatz findet. Die
Referenzbiomaterialien Glas, Titan, PTFE und Silikon erforderten vor Anwendung in den
zellbasierten Testverfahren eine Reinigung fir 30 Minuten in einem Ultraschallbad mit
demineralisiertem Wasser. Anschliefend folgte die Sterilisierung der Proben fiir 15 Minuten
in 70 % Ethanol und das nachfolgende Autoklavieren. Sterile Zellkulturschalchen bestehend
aus Polyethylen (PE; 35 mm Durchmesser) der Firma Ibidi (Martinsried, Deutschland)
dienten ebenfalls als Referenzmaterial.

Histologische Farbungen lieBen sich in einem 8-Well-Zellkulturkammersystem aus Glas
durchfuhren. Zur histologischen Farbung von Zellen auf den Biomaterialien PTFE und Titan
erfolgte die Beschichtung von Glasobjekttragern nach den im vorangegangen Abschnitt
beschriebenen Verfahren. Das Verbinden der beschichteten Objekttrager mit dem Rahmen-
system des 8-Well-Zellkulturkammersystems ermoglichte die parallele Durchfiihrung
mehrerer Versuchsansatze. Die optischen Eigenschaften sowie der Arbeitsabstand verhinderte

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

Ein indirektes zellbasiertes Modellsystem ermdglichte die Untersuchung von Teilprozessen
wahrend einer Fremdkorperreaktion wie die Chemotaxis von Fibroblasten sowie den Umbau

von Bindegewebe durch Fibroblasten in Antwort auf Sekretionsprodukte von Makrophagen.

Kultivierung von Makrophagen auf Referenzoberflachen 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* Zellen pro cm? und einem Volumenoberfla-
chenverhltnis von 0,22 ml pro cm? die Aussaat der gewonnen Makrophagen in RPMI plus
10 % fetalem Kélberserum auf Titan-, Glas- und PTFE-Oberflachen. Als Referenzmedium fur
Wechselwirkungen zwischen Medium und Biomaterial diente ein im gleichen VVolumenober-
flachenverhaltnis auf den jeweiligen Testoberflachen kultiviertes Medium. Im Anschluss an
eine Kultivierungsphase von 48 Stunden bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid lieR sich das
Medium gewinnen und Zellfragmente durch Zentrifugation des Uberstands bei 10.000 x go fiir
5 Minuten entfernen. Zur Konservierung bis zur Anwendung in den Versuchen erfolgte die
Lagerung der Uberstinde bei - 20 °C. Insgesamt fand von insgesamt fiinf primaren
Zellspendern (n = 5) nach Inkubation auf den Referenzmaterialien die Gewinnung von
konditioniertem Medium statt. Die nachfolgende Analyse von chemotaktischen Wachstums-
faktoren wie TGF-81, FGF und PDGF im konditionierten Kulturmedium sowie im
Referenzmedium ermdglichte einen Rickschluss auf aktive Sekretions- sowie Uber passive
Adsorptionsprozesse an den Materialoberflichen (Durchfihrung 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 | (7,2 mg pro ml in
0,1 % Essigsaure) mit einem gleichen Volumenanteil Gelneutralisierungslésung .
AnschlieBend erfolgte die Suspension von Fibroblasten (6 * 10° pro ml) in DMEM mit

30 % fetalem Kaélberserum. Die eingestellte Zellsuspension kam im Verhaltnis eins zu zwel
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mit dem neutralisierten Kollagengel zum Einsatz. Dabei waren um die Gelierung des
Hydrogels zu verzégern alle Schritte auf Eis durchzufihren. Das Einbringen wvon
6 ul Kollagengel mit einer Endkonzentration von 2 * 10° Fibroblasten pro ml in den
Beobachtungskanal eines dreidimensionalen p-Chemotaxiskammersystems erfolgte wie durch
den Hersteller Ibidi (Martinsried, Deutschland) beschrieben. In den Experimenten fanden
primére Fibroblasten von einem Spender Anwendung. Nach Gelierung fur 30 Minuten bei
37 °C erfolgte das Befiillen der Reservoirs mit 65 pul MEM-DMEM in einem zwei zu eins
Verhaltnis (2:1) sowie zuséatzlich 10 % fetalem Kalberserum.

Evaluierung des dreidimensionalen p-Chemotaxiskammersystems

Der Austausch von 50 % des Reservoirvolumens (33 ul) durch TGF-R1-angereichertes MEM-
DMEM (2:1) mit 10 % fetalem Kalberserum ermdglichte die Evaluation des dreidimensiona-
len p-Chemotaxiskammersystems. Hierbei fand eine Endkonzentration von 12,5 pg pro ml
TGF-R1 im Reservoir Anwendung. Die Evaluierung des experimentellen Aufbaus erfolgte
durch Anlegen unterschiedlicher Gradienten im Kammersystem: (1) Zusatz des Stimulanz in
nur einem Reservoir (unipolar), (I1) Zusatz des Stimulanz in beiden Reservoirs (bipolar) oder
(111) ohne Gradient, das heit mit Standardmedium MEM-DMEM (2:1) plus 10 % fetalem

Kalberserum.

Biomaterialtestung in einem dreidimensionalen p-Chemotaxiskammersystem

Das p-Chemotaxiskammersystem ermdglichte eine Bewertung der materialabhéngigen
Freisetzung von Chemokinen durch Makrophagen und deren Wirkung auf die Wanderung von
Fibroblasten. Hierfir erfolgte in einem Kammerreservoir ein Austausch des Mediums im
Verhaltnis von 50 % des Volumenanteils (33 pl) durch zellkonditioniertes Medium. Der
Ausschluss von Effekten, die auf Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und Medium
zurtickgehen, erforderte das Beflillen des zweiten Reservoirs mit 50 % biomaterialinkubier-

tem Referenzmedium (33 pl).

Echtzeitbilderfassung

An einer Konfokalmikroskopieplattform ermoglichte ein integriertes Echtzeitbilderfassungs-
systems die Aufnahme der Fibroblastenwanderung unter Standardkultivierungsbedingungen
von 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid. Zur Beobachtung der Fibroblastenwanderung waren
uber einen Zeitraum von 48 Stunden alle 15 Minuten Aufnahmen zu machen. Die Wanderung
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der Zellen lieR3 sich mit dem manuellen Tracking Plugin der Software ImageJ verfolgen. Je
Experiment erfolgte die Auswertung eines Datensatz bestehend aus Bewegungstrajektorien
von 20 Zellen. Hierbei lasst sich eine Bewegungstrajektorie ausgehend von einer bestimmten
Startposition x; der Zelle mittels n Vektoren {¥;}]—, beschreiben. Das Chemotaxis- und
Migrationstool der Firma Ibidi (Martinsried, Deutschland) erméglichte die Ubertragung der

Bewegungstrajektorien in ein X-Y-Koordinatensystem.

Berechnung von Migrationsparametern

Die Berechnung von Migrationsparametern erforderte den Import der Datensatze in die
Software MATLAB. Aus dieser Datenmatrix lieR sich aus der euklidischen Distanz dg (in um)
und der akkumulierten Distanz da (in um) die Direktheit als MaR fur die Geradlinigkeit der
Zellwanderung berechnen (144). Die euklidische Distanz de beschreibt hierbei den Abstand
zwischen Start- (¥;) und Endpunkt (x,) der Zellbewegung. Wohingegen die akkumulierte
Distanz die Gesamtwanderungsstrecke d, = > ,|X; — X;_;| beschreibt. Aus beiden linearen
statistischen Parametern, der euklidischen und der akkumulierten Distanz, leitet sich die

Direktheit der Zellwanderung wie folgt ab:

Direktheit = Z—E (Gleichung 1)
A

Hierbei hat bei einer geradlinigen Zellwanderung die Direktheit einen Wert von eins. Die
Vorwartswanderung in Richtung des chemischen Gradienten l&sst sich durch einen
Einheitsvektor ¥ beschreiben und konnte durch den Vorwartsmigrationsindex
(Vorwartsmigrationsinde x3) charakterisiert werden. Dieser setzt sich wie folgt
zusammen:

Vorwartsmigrationsindexyz = W (Gleichung 2)
A

Hierbei stellt (,) das Skalarprodukt dar. Die Projektion der Trajektorien auf einen Kreis, der
sich aus n-1 Winkeln {a;}'=;' zusammensetzt, beschreibt die Ausrichtung der Zellwanderung.
Dabei ermdglichte die Anwendung zirkuldrer Statistik die Bestimmung der Winkel-
verteilung (145).
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Hierfur erfolgte die Ableitung des zirkuldren Mittelwerts @ und der mittleren Lange R der

Winkelverteilung:

R cos(@) = X192 R sin(@) = ¥t (Gleichung 3)
Strebt die mittlere Winkellange R gegen 1 entspricht dies einer engen, scharfen Winkelvertei-

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

Statistische Auswertung von kontinuierlichen, spenderabhéngigen Daten

Nach dem Shapiro-Wilk-Test lagen die kontinuierlichen, spenderabhdngigen Daten
normalverteilt vor. Die Untersuchung auf statistische Unterschiede zwischen den Versuchs-
gruppen erfolgte mit einer one-way ANOVA fir Messwiederholungen und einem anschlie-
Rendem post-hoc Fishers Least-Significant-Difference-Test. Fur 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 ermdglichten Studien zu Langzeiteffekten von zellkonditioniertem
Medium. Hierfiir erforderlich war die Mischung von Kollagen Typ | (7,2 mg pro ml in
0,1 % Essigsaure) in einem Verhéltnis von zwei zu eins mit der Zellsuspension in Gelneutra-
lisierungsldsung 1. Die eingesetzte Endkonzentration der Fibroblasten im Kollagengel betrug
2 * 10° Fibroblasten pro ml. In eine 48-Well-Zellkulturplatte lieRen sich 500 pl des Kollagen-
Zell-Gemisches vorlegen. Zusétzlich diente ein Kollagenhydrogel ohne Zellen als Negativ-
kontrolle. Je primarem Makrophagenspender (n = 5) erfolgte der Aufbau der Versuchsansatze
in Triplikaten. Im Anschluss an eine Gelierungsphase von 30 Minuten bei 37 °C folgte die
Uberschichtung der Hydrogele mit 250 pl Medium. Der Zusatz von 30 % konditioniertem
Medium zu DMEM plus 10 % fetalem Kalberserum ermdglichte die Untersuchung von
Effekten des konditionierten Mediums. Als Referenz diente der Zusatz von gleichen
Volumenanteilen materialinkubiertem Referenzmedium. Der Wirkungsbereich zwischen
starker Stimulation und Standardkultivierung lieR sich durch die Anreicherung von
Standardkulturmedium mit 1 ng pro ml TGF-B1 sowie die Kultivierung in Standardkulturme-

dium (DMEM plus 10 % fetalem Kalberserum) abdecken. Die Zugabe von
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100 uM Ascorbinsdurephosphat zu allen Kulturmedien unterstitzte die Kollagensynthese.

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

Gewebeaufarbeitung nach 14-tagiger 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 Uber Nacht bei 4 °C in 4 % Paraformaldehyd und das automatische Einbetten
des fixierten Modells in Paraffin. An Gewebeschnitten auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttragern folgte eine Azanfarbung (siehe Kapitel 2.1.6). Anschlielend liellen sich die
histologischen Farbungen an einem Fluoreszenzmikroskop aufnehmen. Die Bildanalyse der
mittleren Cyanintensitat (MCI) mit der Software ImageJ ermdglichte 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). AnschlieRend
war die Umwandlung des Cyankanals in ein 8-bit-Bild erforderlich. Die Histogramme der
Farbintensitat ermoglichten die Analyse der mittleren Cyanintensitat (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, spenderabhangigen Daten

Die Auswahl des statistischen Tests orientierte sich fir die kontinuierlichen spenderabhéngi-
gen Daten an der mit dem Shapiro-Wilk-Test gepruften Normalverteilung. Bei normalverteil-
ten Daten erfolgte die Testung auf statistische Unterscheide zwischen den Versuchsgruppen
mit einer einfachen ANOVA flr Messwiederholungen und der anschlieenden Durchfiihrung
eines post-hoc Fishers Least-Significant-Difference-Test. Nicht normalverteilte Daten
erforderten zum Vergleich der Versuchsgruppen die Durchfiihrung einer Friedman-ANOVA
mit anschlielendem paarweisem Wilcoxon-Vorzeichenrangtest. Fir 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 ermdglichte eine Bewertung verschiedener Biomaterialien
unter definierten Testbedingungen wie der Oberflachenbehandlung mit humanem autologem
Blutplasma und der Stimulation mit LPS oder mit IL-4. Hierfir fanden Studien auf den
Referenzmaterialien Glas, Titan, PTFE, Silikon und PE statt.

Isolierung von humanem Plasma aus Vollblut

Zur spéateren Oberflachenbehandlung der Referenzmaterialien liel sich aus humanem Vollblut
durch Zentrifugation fur 15 Minuten bei 2.500 x go ohne Bremse humanes Blutplasma von
den zelluldren Bestandteilen des Blutes trennen. Hierbei bewirkte die Zentrifugation eine
Auftrennung der Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte. Die fliissigen Bestandteile des
Blutes bildeten eine Schicht oberhalb der konzentrierten zelluldren Bestandteile, die sich mit
einer Einmalpipette aus Plastik abnehmen lieR. Fur die spateren Anwendungen in den
Versuchen erfolgte die Hitzeinaktivierung eines Plasmaanteils fir eine Stunde bei 56 °C in
einem Thermozykler. Anschliel3end lieRen sich durch Zentrifugation bei 20.817 x g, fiir eine
Minute gebildete Prézipitate abtrennen. Bis zur Anwendung in den Versuchen konnte das
hergestellte hitzeinaktivierte Plasma sowie das native Plasma bei - 80 °C gelagert werden.
Zusétzlich liel sich die entstandene aufgelagerte weilRliche zelluldre Schicht aus peripheren
mononuklearen Zellen abnehmen und Monozyten wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben isolieren.
Im spéteren Verfahren erfolgte die Materialtestung unter Anwendung von Plasma und

Monozyten aus einem Spender.

Plasmavorbehandlung der Materialoberflachen

Zur Vorbehandlung der Materialoberflachen musste das gefrorene Plasma fiir 30 Minuten bei
37 °C auftauen. Anschlielend folgte das gleichméRRige Verteilen des Plasmas in einem
Volumenoberflachenverhaltnis von 50 pl pro cm? auf der Biomaterialoberflache. Die Wirkung
des Stabilisators bestehend aus Citrat und Phosphat lieR sich durch Zusatz von
150 mM Calciumchloridlésung zu einer Endkonzentration von 15 mM aufheben und leitete
die Koagulation des Plasmas ein. Innerhalb der anschliefenden Inkubation fur 30 Minuten bei
37 °C bildete sich Fibrin auf der Materialoberfl&che aus.
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Aussaat der primaren Makrophagen auf den Referenzmaterialien

Die Varianz zwischen primaren humanen Makrophagen erforderte die Testdurchfihrung mit
Zellen von zehn individuellen Spendern (n = 10). Die Charakterisierung der Entziindungsre-
aktion von Makrophagen in Antwort auf (1) unbehandelte, (1) mit nativen plasmabehandelte
und (I1) mit hitzeinaktiviertem plasmabehandelte Materialoberflachen war Ziel der Studie.
Weiterhin bildeten Stimulanzien im Kulturmedium das Entziindungsspektrums von M1- Giber
M2-Makrophagen ab. Hierfur fand eine Polarisierung mit (IV) LPS (100 ng pro mi
Kulturmedium) sowie (V) IL-4 (20 ng pro ml Kulturmedium) statt. In allen Versuchsansatzen
erfolgte die Aussaat der Makrophagen in einer definierten Dichte von 3 * 10* Zellen pro cm?
und einem Volumenoberflachenverhaltnis von 0,22ml pro cm? in RPMI plus
10 % fetalem Kalberserum. Die Wechselwirkung zwischen Kulturmedium und Materialober-
flache liefl3 sich durch die Inkubation von (VI) RPMI plus 10 % fetalem Ké&lberserum auf den
Materialoberflachen untersuchen. Es folgte die Kultivierung fir 48 Stunden bei 37 °C und
5 % Kohlenstoffdioxid.

Probenentnahme im Anschluss an die 48-stiindige Inkubationsphase

Im Anschluss an 48 Stunden erfolgte die Mediumgewinnung und zur Abtrennung von
Zellbestandteilen eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei 10.000 x go. Bis zur Analyse der
Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a und TGF-1 waren die Zellkulturtiberstande bei -
20 °C zu lagern (siehe hierflr zytometrischer Nachweis mittels fluoreszenzmarkierter Partikel
in Kapitel 2.1.6). Auf der Biomaterialoberflache lieR sich direkt im Anschluss an die
Versuchsdurchfiihrung die Zellvitalitdt bestimmen (siehe hierfir chemilumineszenzbasierte
Vitalitatsbestimmung in Kapitel 2.1.6). Die Bewertung der Zellmorphologie ermdglichte die
immunhistologische  Farbung von CD54 und R-Aktin in einem  8-Well-
Zellkulturkammersystem (siehe hierfiir immunhistologische Doppelfarbung in Kapitel 2.1.6).

Vergleichendes Bewertungs- und Rankingmodell

Nach dem Shapiro-Wilk-Test lagen die spenderabhdngige Konzentration der Zytokine sowie
die Daten der Vitalitatsbestimmung nicht normalverteilt vor. Daher lieRen sich signifikante
statistische Unterschiede zwischen den Testbedingungen mit einer Friedman ANOVA gefolgt
von einem paarweisen Vergleich mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest testen. Hierfur fanden

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

waren fur zwei Materialien M1 {fy;}. . und M2 {sz,i}?zlsignifikante Unterschiede

n
i=1
zwischen zwei Datensdatzen aus n gemessenen Faktoren f (Messparameter) mit dem
Wilcoxon-Vorzeichenrangtest festzustellen. Fir alle statistischen Tests galt ein p-Wert

von < 0,05 als signifikant und konnte als Bewertungsgrenze eingefihrt werden:

0, p > 0,05
n n ( n n
({fMl,i}i=1'{fM2,i}i=1) - i L {fMl’L}L=1 > {fMZ'l}Fl und p < 0,05 Gleichung (4)

n

~1, {furi)_, < {fuzs}_, undp < 0,05

Ein signifikant hoherer Mittelwert fir Material M1 im Vergleich zu Material M2 konnte fur
Material M1 in einen Signifikanzwert von eins Ubersetzt werden. Fur einen signifikant
niedrigeren Mittelwert fir 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 {fMl’l}n . den Mittelwert des Datensatzes aus n gemessenen Faktoren f fir M1

1=
und {sz,l}:lzl fiir M2 dar. Zur Bewertung spezifischer Faktoren erfolgte die Summenbildung

aus allen Signifikanzwerten des paarweisen Materialvergleichs. Dies zielte auf die
messparameterabhangige Bewertung eines Materials im Vergleich zu allen anderen
Materialien. Basierend auf allen Faktoren f lieR sich die messparameterabhdngige Bewertung
in einer Biomaterialrangordnung zusammenfassen. Hierfur erfolgte die Summenberechnung

aus allen messparameterabhéngigen Signifikanzwerten.
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2.2.5 Dreidimensionale Gewebemodelle zur Bewertung der

Fremdkorperreaktion

Die Kombination unterschiedlicher Matrixkomponenten wie Fibrin und Kollagen ermdglichte
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 (Minchen, Deutschland) zur Herstellung eines standardisierten Plasmapools.
Hierdurch liel sich das Plasma flr einen groReren Testumfang einsetzen. Vorerst erforderte
dies das Auftauen des gefrorenen Frischplasmas fur 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 Prézipitatablagerungen an
der Wand liel3en sich durch vorsichtiges Schitteln 16sen.

Fibrinbildung unter Zusatz von Calcium

Die Absorptionsmessung ermdglichte die Bewertung der Fibrinbildung unter dem Zusatz
unterschiedlicher Calciumkonzentrationen. Fir eine optimale Fibrinbildung war die
Anwendung aller Ldsungen bei 37 °C Voraussetzung. In einer flachen transparenten
96-Mikrowellplatte erfolgte zu 160 ul Blutplasma der Zusatz von 20 ul Medium (DMEM plus
10 % fetales Kélberserum). Im Folgenden leitete die Zugabe von 20 pl Calciumlésung die
Fibrinbildung ein. Hierbei sollte der Einfluss unterschiedlicher Calciumchloridkonzentratio-
nen von 0- 7,5-15-30-60 mM gezeigt werden. Als Referenzleerwert dienten
200 pl Wasser. Im Anschluss an eine 30-minutige Inkubation bei 37 °C fand die Absorpt-
ionsmessung von 280 nm bis 480 nm mit einem Abstand von 2 nm statt. Alle Versuchsansat-
ze lielRen sich in einer sechsfachen Bestimmung durchfiihren. Zur Auswertung der Daten

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

Die Absorptionmessung bei 320 nm im Zeitverlauf ermdglichte die Bestimmung der
Fibrinbildung unter dem Einfluss verschiedener Thrombinkonzentrationen. In einer flachen
transparenten 96-Mikrowellplatte lieBen sich 160 pl Plasma mit 20 pl Medium (10 % fetalem
Kélberserum in DMEM) und 10 pl 300 mM Calciumchloridlésung mischen. Ebenfalls in
einer sechsfachen Bestimmung erfolgte anschlieend der Zusatz von 10 pl Thrombinlésung
zu einer Endkonzentration von 0 - 0,5 - 1 - 2 - 4 enzymatischen Einheiten pro ml Fibrinhyd-
rogel. Uber 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 lieBen sich aus 100 ul Zellsuspension der Konzentration
2*10° primédre Fibroblasten proml DMEM plus 10 % fetalem Kalberserum und
800 pl Plasma herstellen. Fur zellfreie Fibrinmodelle fand anstelle der Zellsuspension der
Zusatz von 100 pl DMEM plus 10 % fetalem Kaélberserum statt. Die Zugabe von
() 100 p1 150 mM  Calciumchloridldung oder (1) 100 pl einer Ldsung aus
150 mM Calciumchlorid und 20 enzymatischen Thrombineinheiten pro ml leitete die
Gerinnung des Gemisches ein. AnschlieBend gelierte das Fibrin wéhrend einer Stunde bei
37 °C. Je Modell lieBen sich mit Zellen von jeweils drei humanen priméren Spendern
Duplikate herstellen. Die Kultivierung erfolgte unter Zugabe von 400 pl DMEM plus
10 % fetalem Kalberserum und 100 uM Ascorbinsédurephosphat. Wie bereits von Chole-
winski (2009) beschrieben, ermdglichte die zusétzliche Supplementierung des Kulturmediums
mit Tranexamsaure (t-AMCA) in einer Konzentration von 160 pg 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 Fremdkdrpermodelle

Auf den Referenzmaterialien Glas, Titan und PTFE erfolgte mit primdren Makrophagen von
insgesamt finf Spendern (n =5) sowie mit der humanen Fibroblastenzelllinie HFF-1 der
Aufbau von kollagen- und fibrinbasierten Kokulturmodellen. In direktem Kontakt zur
Biomaterialoberflache lieRen sich hierfur Monozyten in ein Fibrinhydrogel einbringen. Ein

fibroses kollagen- oder fibrinbasiertes Bindegewebsmodell konnte in einem Zellkulturtréger-
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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
hierfir Kapitel 2.2.1) erfolgte in direktem Kontakt zur Materialoberflache (7 cm?) der Aufbau
von 1 ml Fibrinhydrogelen mit 1 * 10° eingebrachten Monozyten. Hierfir mussten
800 ul Plasma gleichmaRig auf der Biomaterialoberflaiche verteilt werden und
100 pl Zellsuspension der Konzentration 1 * 10’ Monozyten pro ml Kokulturmedium (RPMI
plus 10 % fetales Kélberserum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 uM Ascorbinsaurephosphat und
160 pg pro ml t-AMCA) zugegeben werden. Ersatzweise lielRen sich zellfreie Fibrinhydrogele
durch Zugabe von 100 pl Kokulturmedium herstellen. Schlie3lich leiteten 100 pl Thrombin
(20 enzymatische Einheiten pro ml) in 150 mM Calciumchloridlésung die Koagulation ein.

Die Fibrinmatrix bildete sich innerhalb von 30 Minuten bei 37 °C aus.

Apikales fibroses Bindegewebsmodell

In einem Zellkulturtrdgersystem mit einer Polycarbonatmembran des Porendurchmessers
0,4 um liel3en sich Bindegewebsmodelle aus (1) Fibrin sowie (I1) Kollagen herstellen. In allen
zellbeladenen Modellen befanden sich in einem Endvolumen von 500 pl Hydrogel
2 * 10° HFF-1-Fibroblasten.

(I) Fibrinbasiertes Gewebe

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben unterstitze ein stehendes Zellkulturtagersys-
tem den Aufbau von Fibrinhydrogelen. Zusammengefasst bestanden die Fibrinhydrogele aus
400 pul Plasma, 50 pl Zellsuspension (4 * 10° Zellen pro ml Kokulturmedium) und
50 pl Thrombin (20 enzymatische Einheiten pro ml) in 150 mM Calciumchloridldsung. Bei
zellfreien Fibrinhydrogelen fand anstelle der Zellsuspension 50 pl Kokulturmedium Einsatz.
Das Fibrin gelierte fir 30 Minuten bei 37 °C.
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(11) Kollagenbasiertes Gewebe

Fur die zellbeladenen kollagenbasierten Bindegewebsmodelle lieRen sich HFF-1-Fibroblasten
(1,2 * 10° Zellen pro ml) in Gelneutralisierungslésung 11 aufnehmen und im Verhaltnis eins
zu zwei mit Kollagen I (7,2 mg pro ml in 0,1 % Essigséure) mischen. Zellfreie Kollagenmo-
delle konnten mit zwei Volumenanteilen Kollagen Typ | und einem Volumenanteil
Gelneutralisierungslosung 11 hergestellt werden. Innerhalb von 30 Minuten bei 37 °C gelierte
das Kollagen. Im Anschluss an die Inkubationsphase lieRen sich die (I) fibrinbasierten und
(1) kollagenbasierten Bindegewebsmodelle im Zellkulturtragersystem auf die basalen

Fibringewebe aufsetzen.

Kulturbedingungen der dreidimensionalen Fremdkdérpermodelle

Die Kultivierung der Gewebemodelle erfolgte in 2 ml Kokulturmedium (RPMI plus
10 % fetales Kalberserum, 1 mM Natriumpyruvat, 100 pM Ascorbinsdurephosphat und
160 pg pro ml t-AMCA). Die Zugabe von zusétzlich 40 ng pro ml M-CSF fir die ersten
6 Tage unterstiitzte die Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen. Der Mediumver-

brauch erforderte den Austausch des Kulturmediums an jedem zweiten oder dritten Tag.

Aufarbeitung der Modelle fir die anschlieBende Analytik

Nach 13 Tagen lieR sich das Kulturmedium abnehmen und fur 5 Minuten bei 10.000 x go
zentrifugieren. Bis zur Analyse der Zytokine IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a und TGF-R1
lagerten die Zellkulturiiberstande bei - 20 °C. AnschlieRend war separat das Nassgewicht des
basalen und apikalen Gewebes zu erfassen. Je Spender fand die Gewichtsbestimmung fir
zwei Modelle statt. Fir die anschlieRende Charakterisierung von Kollagen | und 3-Aktin im
Westernblot lieRen sich die Bindegewebseinheiten bei - 80 °C lagern. Auf der Materialober-
flache folgte eine Vitalitatsbestimmung mit dem CellTiter-Glo-Nachweis. Fur die spatere
histologische Aufarbeitung erfolgte eine Fixierung des Modells (ber Nacht in
4 % Paraformaldehyd. Nach einer Azanfarbung lie sich wie bereits in Kapitel 2.2.3.2
beschreiben die mittlere Cyanintensitat der histologischen Schnitte quantitativ auswerten. Zur
exemplarischen Darstellung erfolgte fur alle Bilder die Einstellung des Kontrasts. Bei der
durchgefiihrten immunhistologischen Kollagen-I11-F&arbung war keine Bildbearbeitung
erforderlich. Die Durchfuihrung der Analysen ist in Kapitel 2.2.6 beschrieben.
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Statistische Auswertung der kontinuierlichen, spenderunabhangigen Daten

Eine Normalverteilung der kontinuierlichen, spenderunabhéngigen Daten bestand nach dem
Shapiro-Wilk-Test nicht. Fur die nicht normalverteilte Daten erfolgte zum paarweisen
Vergleich der Daten eine Kruskal-Wallis-ANOVA mit anschlielendem Man-Whitney-Test.
Das Signifikanzniveau war mit einem p-Wert von < 0,05 als signifikant festgelegt.

Hauptkomponentenanalyse

Die multifaktoriellen, quantitativ erfassten Daten liel3en sich in einer Hauptkomponentenana-
lyse reduzieren und die Datensétze so auf eine Klassifizierung der Messparameter und der
Versuchsgruppen priifen. Die Zentrierung der Daten auf den Mittelwert und die Skalierung
auf die Standardabweichung ermdglichte unabhangig vom Messbereich und den Messeinhei-
ten eine gleiche Gewichtung der Messparameter. Hierdurch ergaben sich im berechneten
Datensatz fir den Mittelwert ein Wert von 0 und eine Varianz von 1. Mit dem Programm
UnscramblerX lieR sich eine Hauptkomponentenanalyse mit der generierten Datenmatrix
durchfuhren. Zur Untersuchung der Unterscheidungskapazitat 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

Azanfarbung nach Heidenheim von paraffineingebetteten Gewebeschnitten

Die Azanfarbung nach Heidenheim ermdglichte eine Farbung von Kollagenstrukturen in blau
und eine Farbung von Fibrinstrukturen in Rot. Die Farbung von den in Kapitel 2.2.3.2 und
Kapitel 2.2.5 beschriebenen Gewebemodellen erfolgte an paraffineingebetteten Gewebs-
schnitten nach einem modifizierten Férbeprotokoll (Morphisto, Frankfurt, Deutschland). Die
5-um-dicken Gewebsschnitte lieRen sich auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager
aufziehen. Die aufgezogenen Gewebsschnitte hafteten Gber Nacht bei 37 °C an die
Glasoberflache an. Anschlieend folgte fir 60 Minuten im Wé&rmeschrank bei 63 °C das
Schmelzen des am Gewebeschnitt anhaftenden Paraffins. Das modifizierte Farbeprotokoll ist
in Tabelle 2-15 dargestellt.
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Tabelle 2-15 Optimierte Vorgehensweise zur Azanfarbung nach Heidenheim.

Ldsung Inkubationszeit Arbeitstemperatur Funktion
Xylol 5 Minuten Raumtemperatur Deparaffinierung
Xylol 5 Minuten

Ethanol (96 %ig, denaturiert) 4 Minuten Raumtemperatur Wassern
Ethanol (96 %ig, denaturiert) 4 Minuten

Anilinalkohol 1 Minute Raumtemperatur Vorbehandlung
Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Waschen
Azokarmin 45 Minuten 60 °C Férben
Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Differenzieren
Essigsaurer Alkohol (1 %ig) 1 Minute Raumtemperatur Abstoppen
Destilliertes Wasser 10 Minuten Raumtemperatur Waschen
Phosphorwolframsaure (5 %ig) 60 Minuten Raumtemperatur Beizen
Destilliertes Wasser 1 Minuten Raumtemperatur Waschen
Anilin-Blau-Orange-G 60 Minuten Raumtemperatur Farben
Destilliertes Wasser 10 Sekunden Raumtemperatur Entfarben
Ethanol (96 %ig, denaturiert) 2 Minuten Raumtemperatur Wassern
Ethanol (96 %ig denaturiert) 3 Minuten

Isopropanol 2 Minuten

Xylol 3 Minuten

Xylol 3 Minuten

AnschlieRend ermdglichte das Eindecken mit Entellan eine Versiegelung der Féarbung.

Chemilumineszenzbasierte Vitalitatsbestimmung mit dem CellTiter-Glo-Nachweis

Im Anschluss an die Versuchsdurchfiihrung (siehe Kapitel 2.2.4 und 2.2.5) lieR sich die
Biomaterialoberflache mit PBS waschen und der Uberstand absaugen. Vor der Anwendung
im Testverfahren war die Verdinnung des CellTiter-Glo-Reagenz mit einem gleichen
Volumenanteil Medium erforderlich (die Wahl des entsprechenden Mediums orientierte sich
an der Versuchsdurchfuhrung). In einem Volumenoberflachenverhaltnis von 78 pl pro cm?
folgte das Aufbringen des verdinnten Reagenz. Nach 2 Minuten Inkubation auf einem
Schittler bei 200 Umdrehungen pro Minute inkubierte die Platte fir weitere 10 Minuten unter
Lichtausschluss. Wahrend der Inkubationszeit ermdglichte eine ATP-abh&ngige Reaktion die
Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin. Nach der Inkubation stoppte das Uberfiihren des

Uberstands in eine 24-Wellplatte die Reaktion. In Abhéngigkeit von der getesteten
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Materialoberflache lieB sich das Volumen in Duplikate oder Triplikate von jeweils 200 pl
aufteilen und in eine schwarze 96-Mikrowellplatte Uberfihren. Die Lumineszenz war in

einem Mikroplattenmessgerat zu bestimmen.

Enzymgekoppeltes immunadsorbierendes Nachweisverfahren von TGF-R1, FGF und PDGF
im Zellkulturtberstand (englisch enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA)

Die Konzentrationsbestimmung der humanen Wachstumsfaktoren TGF-81, 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 durchgefiihrte enzymgekoppelte
Immunnachweis beruht auf der Bindung des Analyt an oberflachenadsorbierte Antikorper. In
einem zweiten Schritt bildet ein zweiter Antikdrper zusammen mit dem oberflachenadsorbier-
ten Immunkomplex einen Sandwich aus Primarantikorper, Analyt und Sekundéarantikorper.
Der Sekundarantikorper ist hierbei biotinmarkiert und ermdéglicht 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-R1-ELISA

An die Oberflache lagen anti-human TGF-[31-Primérantikorper gebunden vor und erméglich-
ten nach Vorbereitung der Proben den direkten Einsatz der 96-Mirkowellplatte. Zuvor waren
20 pl Probe in 180 pl Analysepuffer (PBS mit 1 % Tween und 10 % bovinem Serumalbumin)
zu verdunnen. Die Aktivierung der Probe erfolgte mit 20 pl 1 N Salzsaure; hierfur waren die
Losungen gut zu mischen und fur eine Stunde bei Raumtemperatur zu inkubieren. Die
anschlieBende Zugabe von 20 ul 1 N Natriumhydroxidlésung neutralisierte den sauren pH-
Wert. Der TGF-R1-Konzentrationsstandard (4 ng pro ml) lie sich in destilliertem Wasser
homogen durch Mischen und 30 Minuten Inkubation konstituieren. Im Anschluss fand in
Analysepuffer eine serielle Verdiinnung des Standards von 200 auf O pg pro ml statt. Die
zweimalige Inkubation fur 10 bis 15 Sekunden mit Waschpuffer (1 % Tween in PBS)
ermoglichte das Befeuchten der 96-Mikrowellplatte. Pro Well folgte das Auftragen von
jeweils (1) 100 ul Standard oder (I1) 40 ul séureaktivierte Probe plus 60 pl Analysepuffer im
Duplikat. Nach dem VerschlieBen mit einer Inkubationsfolie inkubierte die Platte fir
2 Stunden auf einem Schittler (400 Umdrehungen pro Minute). Nachfolgend war die Platte

finfmal fur 10 bis 15 Sekunden mit jeweils 400 pul Waschpuffer zu waschen. Letztendlich
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schloss die Beladung mit 100 pl biotingekoppeltem Sekundarantikorper und die Inkubation
fir eine Stunde auf dem Schuttler (400 Umdrehungen pro Minute) an. Wie bereits
beschrieben folgte das fiinfmalige Waschen der Platte. Die Zugabe von 100 pl steptavidinge-
koppelter HRP zu jedem Well und die Inkubation fir eine Stunde auf dem Schttler
(400 Umdrehungen pro Minute) ermdglichte die enzymatische Kopplung an die biotingekop-
pelten Sekundarantikérper. Anschliefend war die Platte erneut fiinfmal zu waschen. Im
nachsten Schritt ermdglichte die indirekt TGF-R1-gekoppelte HRP die Umsetzung von
100 pl Tetramethylbenzidinsubstrat (TMB, gelb) zum blauen Diimin. Bei einer Anregungs-
wellenldnge von 620 nm war die lichtsensitive Reaktion bei Erreichen einer optischen Dichte
von 0,9 des hochsten Standards (200 pg pro ml) durch 100 pl 1 M Phosphorsédure zu stoppen.
Die Messung fand anschlieBend im Mikroplattenmessgerat bei einer Anregungswellenlange

von 450 nm statt. Als Referenzwellenlénge diente eine Wellenlédnge von 570 nm.

Humaner FGF- und PDGF-ELISA

Die Bestimmung der FGF- und PDGF-Konzentration erforderte die Oberflachenbeschichtung
einer Maxisorb-96-Mikrowellplatte mit 100 pl des jeweiligen Primérantikorpers in einer
Konzentration von 1 pg pro ml PBS lber Nacht. Im Folgenden war die Platte viermal mit
jeweils 300 ul Waschpuffer (0,05 % Tween in PBS) zu waschen. AnschlieBend lieRen sich
freie Bindungsstellen der Oberflache mit 300 ul Blockierungspuffer (1 % bovines Serum-
albumin in PBS) durch Inkubation fur eine Stunde belegen. Daraufhin folgte das erneute
viermalige Waschen. Als Standard fand eine serielle Verdinnung von 10 bis 0 ng pro ml in
PBS mit 0,05 % Tween und 0,1 % bovinem Serumalbumin Anwendung. Im Anschluss lief3en
sich 100 ul Standard oder 100 pl Probe jeweils im Duplikat aufbringen und fiir 2 Stunden
inkubieren. Vor dem Auftragen vonl00 pl biotingekoppelte Sekundérantikérper
(500 ng pro ml) waren vier weitere Waschschritte erforderlich. Nach einer Inkubation fur
2 Stunden mit dem Sekunddrantikorper fanden anschlieBend vier Waschschritte statt.
Wahrend einer Inkubation fur 30 Minuten konnten 100 ul avidingekoppeltes HRP-Konjugat
an die Antikoérper binden. Anschliefend folgten weitere vier Waschschritte. Fur die
Umsetzung des chromogenen Substrats zu seinem gringefarbten Dianion lieRen sich 100 pl
2,2'-Azino-Bis(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulphon)-Saure-Substratlosung  (ABTS,  farblos)

aufbringen. Bei einer Anregungswellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenlédnge von
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650 nm erfolgte die Messung der Farbumsetzung im zeitlichen Verlauf. Zur Konzentrations-

bestimmung sollte die optische Dichte des hdochsten Standards 1,2 Einheiten betragen.

Immunbhistologische Doppelfarbung von CD54 und R-Aktin
Nach einem Standardprotokoll erfolgte die immunhistologische Féarbung der Makrophagen
auf den Materialoberflachen (siehe Versuchsdurchfiihrung Kapitel 2.2.4 und Zusammenfas-

sung der verwendeten Antikorper Tabelle 2-16).

Tabelle 2-16 Zusammenfassung der verwendeten Antikdrper und Toxine.

Antikorper und Toxine Expression des Antigens Spezies und Reaktivitat Verdinnung
CD54, ICAM-1 extrazellular Maus, anti-human 1:100
Sekundérantikdrper unspezifisch Esel, anti-murin 1:400

(Alexa Fluor 488)

Anti-B-Aktin-Phalloidintoxin intrazellul&r keine 1:40

(Alexa Fluor 555)

Hierflr war das Fixieren der Zellen fir 10 Minuten in 4 % Paraformaldehyd notwendig. Fir
die intrazellulare 3-Aktinfarbung mussten die Zellen zusétzlich fir 5 Minuten in 100 pl PBS
plus 0,2 % Triton-X permeabilisiert werden. Eine Inkubation fiir 20 Minuten in Antikdrper-
verdunnungslosung mit 5 % Eselserum blockierte die unspezifische Antikérperbindung. Im
Anschluss folgte die Inkubation des priméren Anti-CD54-Antikorpers in der Verdinnung
1:100 bei 4 °C lber Nacht. Am né&chsten Tag waren drei Waschschritte mit 0,5 % Tween in
PBS durchzufuhren. Fiur 60 Minuten inkubierte anschlieBend der fluorophorgekoppelte
Sekundarantikdrper (Alexa Fluor 488, grin) in einer Verdinnung von 1:400 auf den
Oberflachen. Es folgte ein weiterer Waschschritt. Fur die R-Aktinfarbung schloss die
Inkubation mit dem fluorophorgekoppelten Phalloidintoxin (Alexa Fluor 555, rot) in der
Verdunnung 1:40 in PBS plus 1 % bovinem Serumalbumin fur 20 Minuten im Dunkeln an.
Nachfolgend waren zwei Waschschritte der Objekttrager erforderlich. Die Zellkernfarbung
und die Versiegelung erfolgten mit Dapi in Fluoromount. Die geférbten Zellen auf Glas-,
PTFE- und Titanoberflachen lieRen sich an einem Konfokalmikroskop aufnehmen. Mit der
Software ImageJ lieR sich der Hintergrund von allen Bildern abziehen und der Kontrast
optimal einstellen. Hierbei waren alle Bilder gleichermalRen zu behandeln. Wegen der
Oberflachenbeschaffenheit, der optischen Eigenschaften und des Arbeitsabstands waren

Aufnahmen von Silikon- und PE-Oberflachen nicht mdglich.
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Immunhistologische Doppelfarbung von CD54 und CD163

Die Makrophagen auf Glasoberflaichen (siehe dreidimensionale Gewebemodelle in
Kapitel 2.2.5) fixierten vor der Farbung fir 10 Minuten in 4 % Paraformaldehyd und
permeabilisierten fir 5 Minuten durch 0,5 % Tween in PBS. Die unspezifische Antikorper-
bindung lieR sich mit 5 % Eselserum in Antikorperverdiinnungslosung und Inkubation fur
30 Minuten blockieren. Anschlieend erfolgte eine Verdinnung der primaren Antikorper
(I) CD54 im Verhaltnis 1:100 und (1) CD163 im Verhaltnis 1:200 in Antikorperverdin-
nungspuffer und die gleichzeitige Inkubation beider Antikorper auf den Glasoberflachen uber
Nacht bei 4 °C (siehe Tabelle 2-17).

Tabelle 2-17 Zusammenstellung der verwendeten Antikdrper flr die kombinierte Farbung von
CD54 und CD163.

Antikorper Antigenexpression Spezies und Reaktivitat Verdinnung
CD54, ICAM-1 extrazellular Maus, anti-human 1:100
CD163 extrazellular Kaninchen, anti-human 1:200
Sekundarantikérper unspezifisch Esel, anti-murin 1:500

(Alexa Fluor 488)

Sekundérantikdrper unspezifisch Esel, anti-Kaninchen 1:500

(Alexa Fluor 647)

Vor der Inkubation mit den sekunddren Antikorpern waren die Oberflachen dreimal in PBS
plus 0,5% Tween fiir 5 Minuten zu waschen. Fir die Detektion der Antigen-Antikorper-
Komplexe inkubierten die sekundédren Antikdrper gegen die Spezies (1) Maus und
(I1) Kaninchen in der Verdunnung 1:500 in Antikdrperverdinnungsldsung fur 1 Stunde auf
der Oberflache. Es schlossen drei weitere Waschschritte an. Die wassrige Farbung liel? sich

nachfolgend mit Fluoromount und Dapi eindecken.

Immunhistologische Farbung von Kollagen 111 in paraffineingebetteten Gewebsschnitten

Die Silanisierung der Objekttrager fur 1 Minute in 2 % Silanacetonldsung erzielte ein
verbessertes Anhaften der aufgezogenen Gewebsschnitte. AnschlieBend waren die
Objekttrager zweimal fiir jeweils 1 Minute in Aceton zu waschen und tber Nacht zu trocknen.
Fir die Farbung folgte das Aufziehen von 5-pum-dicken Gewebeschnitten (siehe Kapitel 2.2.5
Herstellung von dreidimensionalen Gewebemodellen) auf die Objekttrdger und das Anhaften
dieser an die Glasoberflache bei 37 °C iber Nacht. Die Inkubation fir 60 Minuten bei 63 °C
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ermoglichte das Schmelzen des am Gewebe anhaftenden Paraffins. Im Anschluss lieRen sich

die Gewebsschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffinieren und hydrophilisieren

(siehe Tabelle 2-18).

Tabelle 2-18 Entparaffinieren der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe.

Losung Inkubationszeit Arbeitstemperatur Funktion

Xylol 10 Minuten Raumtemperatur Entparaffinieren
Xylol 10 Minuten

Ethanol 96 %, denaturiert 2 Minuten Raumtemperatur Wassern
Ethanol 70 %, denaturiert 2 Minuten

Ethanol 50 % 2 Minuten

Demineralisiertes Wasser

Kurz eintauchen

Die Inkubation der Schnitte in Demaskierungspuffer ermdglichte unter Erhitzen in einem
Dampfgarer die Demaskierung der Epitope (die Wahl des Demaskierungspuffers richtete sich

nach dem jeweiligen Primarantikdrper, siehe hierfiir Tabelle 2-19).

Tabelle 2-19 Aufschluss der Epitope mit Demaskierungspuffer.

Antikorper Demaskierungspuffer Inkubationszeit Arbeitstemperatur
Kollagen I11 Natriumcitratpuffer, 20 Minuten Hitze
pH 6,0

Nach dem Abkiihlen fiir 20 Minuten folgte das Uberfiihren der Gewebeschnitte in deminerali-
siertes Wasser und mit einem Fettstift die Umrandung des Schnitts. Im Gewebe vorkommen-
de endogene Peroxidasen erforderten eine Inaktivierung fir 10 Minuten mit 3 % Wasserstoff-
peroxidlésung. Die Objekttrager waren nachfolgend in PBS plus 0,5 % Tween einmal kurz
und anschliel’end erneut fir 2 Minuten zu waschen. Das Blockieren der Proteinbindungsstel-
len mit jeweils 5 % Ziegen- und Eselserum fir 30 Minuten reduzierte die unspezifische
Bindung des Primérantikoérpers. Die Bindung des Primérantikorpers (siehe Tabelle 2-20)
erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Am né&chsten Tag waren erneut drei Waschschritte fur

5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween durchzufihren.

Tabelle 2-20 Eigenschaften des verwendeten Primdrantikorpers.
Spezies und Reaktivitat

Antikorper Expression des Antigens Verdinnung

Kollagen I11 extrazellular Kaninchen 1:200
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Die Bindung des Primarantikorpers an das Epitop des Antigens liel? sich durch Inkubation fir
10 bis 20 Minuten mit 1 bis 2 Tropfen eines HRP-Polymer-DAB-Systems bestehend aus
Polymerverstarker, sekundarem Anti-Maus- und Anti-Kaninchen-Antikérpern nachweisen.
AnschlieBend fanden drei weitere Waschschritte fiir 5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween
statt. Im n&chsten Schritt inkubierte die DAB-L6sung bestehend aus 30 pul DAB-Konzentrat in
1 ml DAB-Puffer unter mikroskopischer Kontrolle auf dem Gewebe. Nach 5 bis 7 Minuten
war die Farbentwicklung durch das Waschen fir 5 Minuten in PBS plus 0,5 % Tween zu
stoppen. Anschlielend folgte die Gegenfarbung der Zellkerne nach einem Standardprotokoll
zur sauren Hamatoxylinfarbung nach Mayer (siehe Tabelle 2-21).

Tabelle 2-21 Farbeprotokoll nach Mayer zur sauren Hamatoxylinfarbung.

Losung Inkubationszeit ~ Arbeitstemperatur Funktion
Demineralisiertes Wasser kurz Schwenken  Raumtemperatur Wiéssern
Hé&matoxylinlésung 15 Minuten Raumtemperatur Farben
Demineralisiertes Wasser kurz Schwenken  Raumtemperatur

Handwarmes Leitungswasser 10 Minuten Raumtemperatur Blauen
Ethanol (70 %ig) 2 Minuten Raumtemperatur Entwassern
Ethanol (96 %ig) 2 Minuten

Isopropanol 2 Minuten

Isopropanol 2 Minuten

Xylol 2 Minuten

Xylol 2 Minuten

Ethanol (96 %ig) 2 Minuten

Isopropanol 2 Minuten

Isopropanol 2 Minuten

Xylol 2 Minuten

Xylol 2 Minuten

Raster Elektronenmikroskopie

Die Vorbereitung fur die Rasterelektronenmikroskopie erforderte das Entwdssern des
Gewebes (siehe Kapitel 2.2.5 zur Herstellung von dreidimensionalen Gewebemodellen).
Vorerst erfolgten vier Waschschritte in PBS und die Fixierung fir zweimal 10 Minuten mit
6 % Glutardialdehyd in PBS. Anschliellend waren die Proben finfmal flr jeweils 5 Minuten

in PBS auf Eis zu waschen. Es folgte eine Entwasserung des Gewebes in einer aufsteigenden
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Acetonreihe (siehe Tabelle 2-22). Die kritische Punkttrocknung der Gewebsproben lieR sich
in einem automatisierten Trocknungssystem durchfuhren. Im Kammersystem war das
Uberfiihren der Proben in 100 % Aceton erforderlich.

Tabelle 2-22 Entwasserung in einer aufsteigenden Acetonreihe.

Losung 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) verdrangte flissiges Kohlenstoffdioxid das Aceton. Die
Gewebeproben lieBen sich bei einer Temperatur von 40 °C in den kritischen Zustand
(kritischer Punkt von Kohlenstoffdioxid: 30,98 °C bei einem Druck von Uber 73,75 bar)
uberfihren  und  trockneten  hierbei.  AnschlieBend  ermdglichte 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 konnen Proteinmischungen in einem elektrischen Feld entspre-
chend ihres Molekulargewichts aufgetrennt werden. Hierflr erforderlich waren der
Aufschluss der Gewebeproben (siehe Kapitel 2.2.5), die Bestimmung und das Einstellen der
Proteinkonzentration. Zusétzlich zu den Versuchsproben dienten 200 mg humane Haut als
Vergleichswert fir den Kollagengehalt in einem nativen Gewebe. Ergédnzend ermdglichte eine
Zellsuspension von 4 * 10° HFF-1-Fibroblasten pro ml RIPA-Puffer als Maximalwert die
Berechnung der relativen Expressionsdichte. Die Lyse des Gewebes erfolgte durch Zugabe
von 480 ul RIPA-Puffer sowie 20 pl Proteaseinhibitor. Anschliefend ermdglichten drei
Ultraschallbehandlungszyklen mit einer Amplitude von 10 % flr jeweils 10 Sekunden den
Aufschluss der eisgekihlten Gewebeproben. Wahrend dem Aufschlussverfahren diente eine
Pause von 20 Sekunden dem Kuhlen der Proben zwischen den Zyklen. Im ndchsten Schritt
ermoglichten drei Gefrierzyklen zwischen fliissigem Stickstoff (- 196 °C) und temperiertem
Wasser (37 °C) den weiteren Aufschluss. Eine Zentrifugation bei 10.000 x go fiir 20 Minuten

74



2. Material und Methoden

konnte unldsliche Bestandteile abtrennen. Der Uberstand lieR sich bei - 20 °C eingefroren
Lagern.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration fand mit dem DC-Proteinnachweis nach Angaben
des Herstellers Biorad (Minchen, Deutschland) statt. Im Detail erfolgte eine serielle
Verdunnung eines Albuminstandards von 2000 bis O pg Protein pro ml RIPA-Puffer. Die
Probenkonzentration liel® sich mit unverdiinnten, zehnfach, zwanzigfach und funfzigfach in
RIPA-Puffer verdinnten Proben bestimmen. Der kolorimetrische Nachweis erforderte die
Zugabe von (1) 50 pl Standard oder (I11) 50 pl Probe sowie 25 pl Kupfertartratlésung und
200 pl Folinreagenz in eine 96-Mikrowellplatte. Hierbei reagierte Kupfer mit den Proteinen
und oxidierte die Peptide durch Reduktion des Folinreagenz. Nach 15-minutiger Inkubation
im Dunkeln lieR sich die Farbentwicklung bei einer Anregungswellenlange von 750 nm in
einem Mikroplattenmessgerat messen. Die mitgefiihrte serielle Verdinnung des Standardpro-
teins Albumin ermdglichte den Riickschluss auf die Proteinkonzentration der Proben. Fiir den
Einsatz im Westernblot erfolgte im Anschluss die Féallung definierter Proteinmengen: fir die
Kollagenmodelle waren pro Ansatz 20 pg Protein und fur die Fibrinmodelle 50 pg Protein
sowie 20 pg Protein von HFF-1-Fibroblasten und humaner Haut vorzubereiten. Das
entsprechende Volumen der Proteinldsung lieR sich mit ultrareinem Wasser auf ein
Endvolumen wvon 200 pl einstellen. Die Proteinlosung war schrittweise durch
800 ul Methanol, 200 pl Chloroform und 600 pl ultrareinem Wasser zu erganzen - jeder
Schritt erforderte ausreichendes mischen der Komponenten. Die Zentrifugation fiir 5 Minuten
bei 20.817 x go ermoglichte 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 gel6st vor. Der hydrophile Uberstand war anschlieRend zu verwerfen. Nach
der Proteinfallung mit 800 ul Methanol erfolgte das Pelletieren der Proteine durch
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 20.817 x go. Nach dem Entfernen des Uberstands lieR sich
das Proteinpellet an der Luft trocknen. Anschlielend liel3en sich die Proteine in 12 pl RIPA-
Puffer plus 3 pl funffachkonzentriertem Laemmlipuffer 16sen und die Denaturierung der
Proteine durch Erhitzen fur 5 Minuten bei 95 °C durchfihren.

Als Trégermaterial 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 Aminosdureend-

gruppen auf. Die entfaltete Struktur der SDS-Komplexe verschiedener Proteine unterscheidet
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sich bei vergleichbaren hydrodynamischen Eigenschaften in ihrer Grofe und ist damit
unabhéngig von der urspriinglichen Proteinladung. Die anschlieBende Elektrophorese trennte
die SDS-Komplexe nach ihrem Molekulargewicht auf. Die PorengrofRe des Gels konnte so
variiert werden, dass sich eine optimale Auftrennung der Proteine ergab. Fiir Prokollagen I
mit einem Molekulargewicht von 140 kDa eigneten sich Trenngele mit einem Acylamidanteil
von 5 %; fir den Nachweis von B-Aktin (43 kDa) fanden Trenngele mit einem Acrylamid-

anteil von 10 % Verwendung (Herstellung siehe Tabelle 2-23).

Tabelle 2-23 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

SDS-Elektrophoresegel Zusammensetzung Volumen
5 %iges Trenngel Tris (2 M, pH 8,8) 2ml
SDS (20 %) 50 pl
Acrylamid (37,5:1) 1,7 ml
H,O 6,2 ml
TEMED 5 pl
APS (10 %) 60 pl
10 %iges Trenngel Tris (2 M, pH 8,8) 2 ml
SDS (20 %) 50 pl
Acrylamid (37,5:1) 3,3 ml
H,O 4,6 ml
TEMED 5l
APS (10 %) 60 pl
5 %iges Sammelgel Tris (0,5 M, pH 6,8) 1,5ml
SDS (20 %) 50 pl
Acrylamid (37,5:1) 1,7 ml
H,O 6,7 ml
TEMED 10 pl
APS (10 %) 90 pl

Nach einer Gelierphase von 30 Minuten liefl3 sich ein 5 %iges Sammelgel auf das Trenngel
aufschichten. Fir die Elektrophorese war die Kammer mit Laufpuffer zu befullen und jede
Geltasche vor dem Beladen ausreichend zu spiilen. Die Taschen des Gels lieRen sich mit
5 ul Proteinmarker oder 15 pl Proteinlésung beladen. Mit Hilfe des Proteinmarkers bestehend
aus Eichproteinen mit unterschiedlichem Molekulargewicht zwischen 4,6 und 300 kDa fand
spater die Einordnung des Molekulargewichts des untersuchten Proteins statt. Die Proteinauf-

trennung erfolgte in einem elektrischen Feld unter konstanter Spannung von 100 V fir
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2 Stunden (peg-Lab EV?243 Netzteil). Im Anschluss folgte durch ein elektrisches Feld
senkrecht zum Trenngel das Ubertragen der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine
adsorbierende Membran. Dadurch lie3 sich eine Kopie des Gels, ein Abklatsch, herstellen.
Hierfur erforderlich war das Aufziehen des Trenngels auf eine Nitrocellulosemembran des
Porendurchmessers von 0,2 um. Auf jeder Seite dienten drei mit Blotpuffer getrénkte
Filterpapiere (Whatman) der Feuchthaltung des Sandwichs. Der Transfer auf die Nitrocell-
ulosemembran fand fir 2 Stunden mit einer Stromstarke von 1 mA pro cm? Gelflache statt
(peg-Lab EV202 Netzteil). Der Proteintransfer auf eine Membran ermdglichte den
nachfolgenden antikorpervermittelten Nachweis einzelner Proteine. Die Immundetektion
erforderte das Blockieren der restlichen Proteinbindungsstellen der adsorbierenden Membran.
Hierfiir war die Nitrocellulosemembran mit 5 % Milch in TBST fur 1 Stunde zu blocken. Im
Folgenden konnte die Detektion des Proteins mit einem Primé&rantikdrper in der Verdiinnung
1:1000 in TBST plus 5 % Milchpulver sowie 0,05 % Natriumazid erfolgen. Der Priméaranti-
korper inkubierte auf der Nitrocellulosemembran tber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler
(200 Umdrehungen pro Minute). Am néchsten Morgen waren drei Waschschritte flr
15 Minuten auf einem Schittler (200 Umdrehungen pro Minute) erforderlich (siehe
Tabelle 2-24).

Tabelle 2-24 Zusammenfassung der im Westernblot verwendeten Antikorper.

Antikorper Expression des Antigens Spezies und Reaktivitdt Verdinnung

Kollagen | extra- / intrazellular Schaf, anti-human 1:1000 5 % Milch in TBST
R-Aktin intrazellulér Maus, anti-human 1:1000 5 % Milch in TBST
Sekundar- unspezifisch Ziege, anti-Maus 1:10000 5 % Milch in TBST
antikorper

Sekundar- unspezifisch Esel, anti-Schaf 1:10000 5 % Milch in TBST
antikdrper

Ein Sekundé&rantikdrper gegen den Primérantikorper war in der Verdunnung 1:10000 in TBST
plus 5 % Milch fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Membran zu inkubieren.
Anschlieend erfolgten drei Waschschritte der Membran fiir 15 Minuten in TBST auf dem
Schdittler. Der mit einer Peroxidase konjugierte Sekundérantikorper katalysierte die Oxidation
von Luminol und ermdglichte so einen antikérpervermittelten Chemilumineszenznachweis
des Proteins. Hierflr erfolgte die Entwicklung der Membran mit einer Mischung aus

1 ml Luminolverstarkerlésung und 1 ml Peroxidlésung. Mit dem Bilderfassungssystem

77



2. Material und Methoden

FluorochromQ liel3 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 ermdglichte
die Bestimmung der Flache unter dem Histogramm der Grauverteilung. Die relative Dichte
liel sich als Flachenquotient 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-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TNF-a im Zellkulturtiber-
stand mittels fluoreszenzmarkierter Partikel (englisch cytometric bead array, CBA)

Eine gquantitative Bestimmung von Zytokinen im Zellkulturtiberstand (siehe Versuchsdurch-
fuhrung Kapitel 2.2.4 und 2.2.5) ermdglichte eine zerstérungsfreie Charakterisierung des
Entziindungsgeschehens. Ergédnzend zur Analyse einzelner Zytokine mit dem ELISA konnte
ein gebiindeltes 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 Féngerpartikel (APC,
Allophycocyanin) und der anschlieBenden konzentrationsabhéngigen Bindung eines zweiten
PE-fluoreszenzmarkierten Detektionspartikels (PE, Phycoerythrin) an diesen Komplex.
AnschlieRend erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit einem Durchflusszytometer.

Mit einem vordefinierten Entziindungsanalyseset lieBen sich die humanen Zytokine IL-11,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 und TNF-o nach Angaben des Herstellers (BD, Heidelberg,
Deutschland) bestimmen. VVorbereitend waren die Standardspharen in 2 ml Analysepuffer fur
15 Minuten vorsichtig zu mischen. AnschlieBend fand eine serielle Verdiinnung des Standards
von 5000 bis 0 pg pro ml in Analysepuffer statt. Fir den Nachweis lieRen sich von jedem
Fangerpartikel 2,5 pl mischen. Anschlielend folgte die zweifache, zehnfache und hundert-
fache Verdlinnung der Proben in Analysepuffer. Nachdem dem Befeuchten einer
96-Mikrowellplatte mit 100 pl Waschpuffer und dem Verwerfen des Uberstands folgte das
Aufbringen von jeweils 12,5 pl Partikelmix, (1) Standard oder (Il) Probe und Detektions-
reagenz (PE-gekoppelt). Hierbei war bei jeder Zugabe durch Mischen eine Agglomeration der
Partikel zu vermeiden. Hierfiir erfolgte die Inkubation der Platte fiir 5 Minuten bei

1100 Umdrehungen pro Minute auf dem Schittler. Wahrend den folgenden 3 Stunden
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bildeten sich Komplexe aus Fangerpartikel, Zytokinen und Detektionspartikeln. Uberschiissi-
ge Partikel lieRen sich mit 200 ul Waschpuffer und der nachfolgenden Zentrifugation fir
5 Minuten bei 200 x go entfernen. Fir die Analyse waren die Proben in 200 ul 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. Flr 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 Verlasslich-
keit des Mittelwerts ausdriicken. Ausschlielich 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 Fremdkorper sensorisch zu
erfassen und das erfasste Signal in eine Veranderung des Entziindungsmilieus zu tbersetzten,
war die Isolierung von Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophagen Vorausset-
zung fur die nachfolgende Entwicklung von zellbasierten Fremdkorpermodellsystemen. Die
zytometrische Charakterisierung der isolierten Monozyten sowie der Makrophagen nach
Differenzierung stellte ein wichtiges Qualitatskriterium fir die nachfolgende Anwendung in
den Versuchen dar. Fur die Validierung der entwickelten Modellsysteme hinsichtlich ihrer
Verlésslichkeit war die Auswahl geeigneter Referenzmaterialien erforderlich. Hierfur bildete
eine retrospektive Zusammenfassung préklinischer und klinischer Studien, die die Gewebere-
aktion nach Implantation untersuchten, ein wichtiges Bewertungskriterium der in vitro
generierten Daten.

Waéhrend einer Fremdkorperreaktion stellen die Anreicherung von Fibroblasten sowie die
Ablagerung von Bindegewebe zwei wichtige Teilprozesse dar. In einem indirekten
Charakterisierungsverfahren liel sich die Reaktion von Makrophagen auf den Kontakt mit
Materialoberflachen erfassen und deren Einfluss auf beide Teilprozesse aufzeigen
(2).Weiterhin bilden die gewahlten Testbedingungen die Grenzen eines Modellsystems und
beeinflussen dadurch wesentlich dessen Aussagekraft. Hinsichtlich der Entziindungsreaktion
von Makrophagen ermoglichte eine zweidimensionale Materialstudie die Bewertung
unterschiedlicher physiologischer Testbedingungen wie die Oberflaichenbehandlung mit
humanem Blutplasma, die Kontamination der Materialoberflache mit bakteriellen Bestandtei-
len und das Milieu aus loslichen Entziindungsmediatoren in einer Wunde. Nach einer
vergleichenden statistischen Modellierung des in Antwort auf die jeweiligen Referenzmateria-
lien induzierten multiparametrischen Entzindungsprofils erfolgte anschlielfend 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 wahrend einer Fremdkdrperreakti-
on zusammensetzt als auch die komplexe Zusammensetzung der extrazelluldaren Matrix in
einer Wundnische nachbildet (2, 3). Das Gewebemodell lieR sich durch verschiedene
quantitative Entziindungs- und Gewebsparameter charakterisieren und dessen Unterscheid-

ungskapazitat konnte eine Hauptkomponentenanalyse aufzeigen.
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3.1 Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen

Fur die Differenzierung zu gewebsstandigen Makrophagen bilden die im Blut zirkulierenden
Monozyten ein Reservoir an Vorlauferzellen. (62) Dies verdeutlicht, dass die Isolierung von
Monozyten aus dem Blut sowie deren anschlieBende Differenzierung zu Makrophagen
wichtige Teilschritte fur die Entwicklung von in vitro Modellsystemen darstellten. Die
Dichtegradientenzentrifugation eines Blutpuffergemischs ermdglichte 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 antikdrpervermittelte, magnetische Markierung und die anschlielende
magnetische Abtrennung aller markierten, nicht monozytaren Bestandteile wie Lymphozyten,
Granulozyten und natirliche Killerzellen erméglichte die Aufreinigung von Monozyten (siehe
Kapitel 2.2.1). Anschlielend konnten in der Zytometrie spezifische Zellcharakteristika wie
die GroRe und die Granularitit der Zellen sowie die Expression spezifischer Unterschei-
dungsmerkmale, sogenannter ,,Cluster of Differentiation” (CD), untersucht werden (siehe
Tabelle 3-1). Nach Durchfuihrung 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 far die Lymphozytenmarker
CD3 (T-Lymphozyten), CD8 (T-Lymphozyten) und CD20 (B-Lymphozyten). Dies bestétigt,
dass es sich bei der isolierten Zellpopulation um Monozyten handelte. In vivo differenzieren
Monozyten direkt bei Ubertritt aus dem GefaRsystem in das Gewebe (62). In vitro konnte die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen durch hdmatopoetische Reifungsfaktoren
wie GM-CSF oder M-CSF eingeleitet werden. Hierbei bestimmt der Einsatz des jeweiligen
Reifungsfaktors das Entzlindungsprofil der differenzierten Makrophagen (148). Im Verlauf
der Fremdkorperreaktion sind unterschiedliche Makrophagenphénotypen in der Wunde zu
beobachten: in einer ersten sekretorischen Entziindungsphase greifen M1-Makrophagen das
Biomaterial sowie das umliegende Gewebe an. Im spéteren Verlauf der Immunantwort wird
das umliegende Gewebe durch M2-Makrophagen zum Umbau des Gewebes sowie zur

Neubildung von extrazelluldrer Matrix stimuliert (65).
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Abbildung 3-1 Zytometrische Charakterisierung der Monozyten nach magnetischer Selektion
aus der peripheren mononuklearen Blutzellfraktion.

(A) Die Monozyten wiesen eine spezifische Vorwarts- und Seitwartsstreuung auf. Ein Anteil von circa 85 % der
isolierten Zellen war vital und 15 % der Zellsuspension bestanden aus Zellfragmenten. Die Farbung spezifischer
Oberflachenmarker und die anschlieBende  Charakterisierung  verdeutlichte eine  Reinheit  der
Monozytenpopulation von circa 90 %. (B) Die isolierten Monozyten waren positiv fir den Monozytenmarker
CD14 und (C) negativ fur die Marker CD3, CD8a und CD20. Die Graphik in (A) stellt ein Dot-Plot dar, dabei
wird die Analyse fir die einzelnen Zellen in Form eines Punktes in ein X-Y-Koordinatensystem ubertragen. Alle
anderen Darstellungsweisen sind Histogramme, diese tragen die Fluorezenzintensitat gegen die Zellanzahl auf.
In lichtgrau sind die Isotypkontrollen dargestellt und in dunkelgrau die jeweiligen Fluoreszenzfarbungen. Die
Diagramme zeigen exemplarisch fur einen Spender das Ergebnis. Die Prozentangaben fassen die Mittelwerte
und Standardabweichung von drei Blutspendern zusammen (n = 3). Die verwendete Abkiirzung CD steht fr
,»Cluster of differentiation (englisch).

Die Beteiligung an der Wundheilung und der Fibrose begriindete die Differenzierung der
Monozyten zu einem moderat antientziindlichen M2-Phanotyp und der anschliefenden
Anwendung dieser differenzierten Makrophagen zum Aufbau der Modellsysteme (52).
Hierfur erfolgte der Zusatz von M-CSF fir sechs Tage zum Kulturmedium (148-150). Die
spezifische Expression bestimmter Unterscheidungsmerkmale ,,Cluster of Differentiation®

(CD) ermoglichte die Charakterisierung des induzierten Phanotyps (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2 Verifizierung des Differenzierungsprofils von M2-Makrophagen nach Isolierung
aus Vollblut.

(A) Nach der Differenzierungphase von sechs Tagen unter M-CSF-Stimulation lieBen sich die
Makrophagenmarker CD14, CD68 und CD206 nachweisen. (B) Die phanotypischen Unterscheidungsmerkmale
zu M1-Makrophagen zeigten die differenzierten M2-Makrophagen. Die Zelloberflache von M2-Makrophagen
exprimierte den M1-phanotypische 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 fir den Marker CD197, wohingegen die Isolierung aus Leukozytenkonzentrat zu
keiner Expression fuhrte. Die Differenzierung zum M1-Phénotyp konnte durch die Expression des Markers
CD163 bestatigt werden. Die Histogramme reprasentieren exemplarisch das Differenzierungsprofil von einem
Spender. Die dargestellten Mittelwerte und Standardabweichung fassen fiir drei Vollblutspender (n = 3) das
Expressionsprofil zusammen und verdeutlichen eine hohe Stabilitit der Expression. Die lichtgrauen
Histogramme stellen die jeweiligen Isotypkontrollen dar. Die Abkirzung CD steht fiir ,,cluster of differentiation®
(englisch).

Wie bereits fiir die isolierten Monozyten gezeigt, exprimierten die differenzierten Makropha-
gen ebenfalls den Marker CD14. Die Differenzierungsmarker CD68 und CD206 bestatigten
den Differenzierungsstatus der Zellen. Klassischerweise exprimieren M1-Makrophagen
CD80, dagegen bestatigte die Abwesenheit von CD80 den M2-Phanotyp.
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Tabelle 3-1 Funktion der charakterisierten Unterscheidungsmerkmale.

Marker Funktion Expression
CD3 Komponente des T-Zellrezeptorkomplexes T-Lymphozyten
CD8a Korezeptor des T-Lymphozytenrezeptors T-Lymphozyten
CD14 Opsoninrezeptor fir LPS und Peptidoglykane Monozyten, Makrophagen
CD20 Regulatorisches Protein des B-Lymphozytenrezeptors B-Lymphozyten
CD68 LDL-bindendes, intrazellulares Glykoprotein Makrophagen
CD80 Kostimulierendes Signal fir die Aktivierung von T- M1-Makrophagen
Lymphozyten
CD163 Fangerrezeptor fir den H&moglobin-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-Phanotyp. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass der Marker
CD197 in Abhéangigkeit von der Isolierungsquelle auf der Oberflache 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 anschlieBenden 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 ermoglichte die Negativselektion eine Isolierung von
Monozyten, die sich nach folgend in einer sechstagigen Differenzierungsphase mit M-CSF zu
M2-Makrophagen differenzieren lieRen. Im Anschluss an die Differenzierung konnten die
Makrophagen in den Modellsystemen zur Charakterisierung von Biomaterialien eingesetzt

werden.
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3.2 Auswahl geeigneter Referenzbiomaterialien

Die Anwendung von Referenzbiomaterialien in der Modellentwicklung diente der
Validierung der Verlasslichkeit von den entwickelten Modellsystemen. Hierfir eigneten sich
Referenzmaterialien, die (1) in der regenerativen Medizin eine breite Anwendung finden und
(11) deren Gewebsreaktion anhand von praklinischen und klinischen Studien beschrieben ist.
In einer Sekundarerhebung konnten Biomaterialien identifiziert werden, die diese Kriterien
erfillen. Zum Aufbau der Modellsysteme fanden die Biomaterialien Polytetrafluorethylen
(PTFE), Titan, Silikon und Polyethylen (PE) als Referenzmaterialien Anwendung. Als
Standardzellkulturoberflache erfolgte die Testentwicklung auf Glasoberflachen.

(1) In der regenerativen Medizin erfullen die angewendeten Referenzmaterialien ein breites
Anwendungsspektrum.

Wéhrend PTFE als Bestandteil von vaskuldren und neuronalen Prothesen sowie zur
subkutanen Augmentation eingesetzt wird (129, 151, 152), findet Titan hauptsachlich 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 kiinstlichen Gelenken (158, 159) sowie zur Gesichts- und
Kopfaugmentation (160, 161) implantiert.

(1) Pré&klinische und klinische Studien ermdglichten 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 Sekundérerhebung, die zahlreiche praklinische und klinische Studien
zusammenfasste, eine Bewertung der Referenzmaterialien hinsichtlich ihres fibrotischen
Potentials. In diese Erhebung konnten je Referenzmaterial drei bis funf Studien als
Referenzen einflieBen. Hierbei umfassten die Studien zur Bewertung der Referenzmaterialien
nach Implantation klinische, histologische und funktionelle Endpunkte. Beispiele fir
klinische Bewertungskriterien sind die Revision, die Langzeitiiberlebensrate oder die
Komplikationsinzidenz der eingesetzten Biomaterialien. Nach Implantation dienten die
Qualitat und die Quantitdt des gebildeten Gewebes um das Biomaterial ebenfalls als

Bewertungskriterien. Hierunter fallen histologische Verdnderungen wie die Kapseldicke, die
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Infiltrierung von Zellen, die Durchblutung des Gewebes, die Dichte des Bindegewebes, das
Verhaltnis zwischen Bindegewebe und funktionellem Gewebe und die Einlagerung von
Flussigkeit. Bei Implantaten, die optimaler Weise eine stabile Form kennzeichnet, war die
Kontraktion des Weichgewebes ein Beispiel flr ein funktionelles Bewertungskriterium (siehe
Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2 Praklinische und Kklinische Studien ermdglichten eine vergleichende Bewertung der
eingesetzten Referenzbiomaterialien.

Autor, Jahr Studienkategorie Material Ergebnis

(Referenz) [Spezies, Anwendung]

Kindsfater, 2015 Klinische Studie PE PE wies keine Revision, Osteolyse oder

(159) [human, Knielager] Abscheidung der Implantate auf.

Desphande, 2010  Klinische Studie PE PE zeigte eine gute

(161) [human, Gesichts- und Langzeituberlebensrate und eine geringe
Skelettaugmentation] Komplikationsinzidenz.

Wellisz, 1993 Klinische Studie pordses PE Poroses PE kennzeichnete eine gute

(160) [human, Gesichts- und Gewebsintegration.
Skelettaugmentation]

Suska, 2008 (162)  Préklinische Studie Titan, Kupfer Im Vergleich zu Kupfer wurde Titan
[Ratte, subkutanes durch eine diinnere fibrose Kapsel mit
Implantat] geringeren entziindlichen Infiltraten

umschlossen.

Ungershock, 1994  Praklinische Studie Titan, Edelstahl Im Vergleich zu Edelstahl war die
(163) [Kaninchen, Bindegewebskapsel um Titan diinner und
Tibiaimplantat] die Zellzahl entziindlicher Zellen
geringer.
Shannon, 1997 Préklinische Studie Titan, Edelstahl Zwischen Titan und Edelstahl bestanden
(164) [Ratte, subkutanes keine Unterschiede in der Kapseldicke
Implantat] und Zellantwort. Qualitativ unterschied

sich die Kapsel um das Titanimplantat
durch eine lockere, weniger dichte

Packung des Gewebes.

Thomsen, 1986 Préklinische Studie Titan, PTFE Das Titanimplantat stand in direktem
(165) [Ratte, abdominal Kontakt zum umliegenden Bindegewebe.
Wandimplantat] Im Gegensatz dazu wurde das PTFE-

Implantat durch eine fibrose Kapsel

umschlossen.
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Autor, Jahr Studienkategorie Material Ergebnis

(Referenz) [Spezies, Anwendung]

von Recum, 1978  Préklinische Studie PTFE, Polyurethan umgab eine fluide Zyste,

(166) [Hund, Aortapatch] Polyurethan wohingegen PTFE eine moderat,

anhaftende fibrose Kapsel umgrenzte.

Batniji, 2002 Préklinische Studie PTFE, Silikon Das Silikonimplantat wies im Vergleich

(167) [Kaninchen, zu PTFE-Implantaten eine signifikant
subperiostal Implantat] dickere Kapselbildung und eine geringe

Gefalneubildung auf.

Ustundag, 2005 Praklinische Studie PTFE, Silikon Um Silikon bildete sich eine fibrose

(168) [Kaninchen, Kapsel, wohingegen PTFE eine
Paraglottisimplantat] geringfligige Kapselbildung induzierte.

Trumpy, 1996 Préklinische Studie PTFE, hartesund  Alle Materialien fiihrten zur

(169) [human, subkutanes weiches Silikon Kapselbildung, die in ihrer Auspréagung
Implantat] von weichem Silikon tber PTFE zu

hartem Silikon abnahm.

Siggelkow, 2003 Klinische Studie Silikon Ein Hauptgrund fiir das Explantieren
(34) [human, eines intakten Implantats war die
Brustimplantat] Kapselkontraktion, welche mit dem

fibrosen Gewebsbildung korrelierte.

Aus der Studienlage konnte ein Bewertungsrang fiir jedes Referenzmaterial im Vergleich zu
allen anderen Referenzmaterialien abgeleitet werden und erlaubte eine Prognose Uber die
fibrotischen Eigenschaften der Referenzmaterialien. Das so ermittelte fibrotische Potential der
Referenzmaterialien nimmt von PE, Titan, PTFE (ber Silikon zu. So wiesen Implantate aus
PE ein gutes Langzeittberleben mit einer geringen Komplikationsrate im Menschen auf (159-
161). Im Vergleich hierzu konnte in préklinischen Tierstudien ebenfalls fir Titan eine geringe
fibrotische Gewebsantwort gezeigt werden (162-165). Im Gegensatz dazu fiihrte die
Implantation von PTFE eine moderate Entziindungsantwort und eine fibrése Einkapselung
herbei (165, 166). Nach Implantation von Silikon lie} sich eine dicke fibrgse Kapselbildung
beobachten (34, 167-169). Trotz des sehr breiten Anwendungsbereichs von Silikonimplanta-
ten und deren Einsatz bestehen zusatzlich Bedenken hinsichtlich systemischer Effekte wie
Hypersensitivitatsreaktionen (157, 170). Zusammenfassend bildete die beschriebene
Bewertung der Referenzmaterialien ein Validierungskriterium fur die Verlasslichkeit der in

den nachfolgenden Kapiteln beschriebenen, entwickelten Modellsysteme. Zur Durchfuhrung
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von Testverfahren mussten die Referenzmaterialien in ein Format Gberfiihrt werden, welches
eine oberflachenexponierte Zelltestung ermdglichte. Hierfr eigneten sich Schélchen, die aus
dem jeweiligen Material hergestellt wurden (Glas, PE, Silikon) oder auf die eine Oberfla-
chenbeschichtung aufgebracht wurde (PTFE, Titan). Vorteil dieser Testobjekte war, dass die
gesamte Oberflache (die Horizontalen als auch die Vertikalen) des Testobjekts aus dem
jeweiligen Referenzmaterial bestand und die Zellen ohne eine Ausweichmdglichkeit
unmittelbar der Testoberflache ausgesetzt waren. Die herbeigefiihrte Oberflachenexposition

ermoglichte einen Rickschluss auf Effekte, die vom jeweiligen Referenzmaterial ausgingen.

3.3 Entwicklung von indirekten zellbasierten Modellsystemen

Im Verlauf einer fibrosen Kapselbildung tragen Teilprozesse wie die Wanderung von
Fibroblasten zum lokalen Gewebsdefekt und die Aktivierung gewebsstandiger Fibroblasten
zur fibrosen Progression der Fremdkdrperreaktion bei. Hierbei vereinfachten indirekte
zellbasierte Modellsysteme die Untersuchung von Teilprozessen wahrend einer biomateria-
linduzierten Gewebsantwort wie (a) die Chemotaxis von Fibroblasten und (b) der Gewebs-
umbau (siehe Versuchsaufbau Abbildung 3-3). Fir die Charakterisierung in einem
entkoppelten, indirekten Testverfahren konnte der Kulturiiberstand von M2-Makrophagen, die
fur 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

Wahrend einer Fremdkorperreaktion kann die Proliferation vorhandener sowie die
Rekrutierung weiterer Fibroblasten zur zellularen Anreicherung in der Wundumgebung
fuhren und die Neusynthese von Bindegewebe unterstiitzen. Die gerichtete Wanderung von
Fibroblasten durch das Gewebe zum Entzindungsherd wird durch steigende chemische

Gradienten koordiniert (Chemotaxis).
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Abbildung 3-3 Indirektes Modellsystem zur Charakterisierung der biomaterialinduzierten
Chemotaxis sowie des Bindegewebsumbaus.

(A) Nach Differenzierung fur sechs Tage unter dem Einfluss von M-CSF erfolgte die Kultivierung der M2-
Makrophagen fir 48 Stunden auf Glas-, Titan- und PTFE-Oberflaichen. Als Antwort auf die
Biomaterialoberflache setzten die Makrophagen l6sliche Mediatoren wie beispielsweise Zytokine in den
Zellkulturuberstand frei. Der gewonnene konditionierte Zellkulturiiberstand konnte im entwickelten indirekten
Modellsystem charakterisiert werden. (B) Ein Zweikammersystem ermdglichte 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
hierfiir das Einbringen der Fibroblasten zusammen mit einem Kollagen-1-Hydrogel und ermdglichte die
Chemotaxisuntersuchung in einer dreidimensionalen, biomimetischen Mikroumgebung. An einer beheizten und
begasten konfokalen Mikroskopieplattform lieRen sich Uber einen Zeitraum von 48 Stunden Echtzeitaufnahmen
machen. Zusatzlich zu den akuten chemotaktischen Effekten wiesen die freigesetzten Ioslichen Mediatoren im
konditionierten Medium ebenfalls Langzeiteffekte auf. (C) Die fibrotischen Eigenschaften der
Zellkulturuberstdnde konnten mit Hilfe von dreidimensionalen Gewebemodellen in einer Kultivierungsphase
von 14 Tagen untersucht werden. Hierfir wurden humane dermale Fibroblasten in ein dreidimensionales
Kollagenhydrogel eingebracht und unter konditionierten Kulturbedingungen fiir 14 Tage Kkultiviert.
Biomaterialinkubiertes Medium diente hierbei ebenfalls als Kontrolle fiir Materialadsorptionseffekte. In diesem
indirekten Charakterisierungsverfahren konnte das konditionierte Medium von fiinf Makrophagenspendern
untersucht werden (n = 5).

89



3. Ergebnisse

Hierbei setzen materialstandige Makrophagen zahlreiche Sekretionsprodukte frei, die durch
Diffusion Stoffgradienten aufbauen und auf Fibroblasten chemotaktisch wirken kdénnen.
Beispiele hierfur sind die Wachstumsfaktoren FGF, PDGF und TGF-R1 (siehe Kapitel 1.3.2).
Dies verdeutlicht, dass die Rekrutierung von Fibroblasten einen zentralen Schritt zur
anschlieBenden Verkapselung eines Fremdkdrpers 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-B1 im Zellkulturiberstand
stand unter dem Einfluss von Adsorptionsprozessen an der Biomaterialoberflache sowie
aktiven Sekretionsprozessen.

Erganzend zur Messung der induzierten Chemotaxis lieferte die Messung von Wachstumsfak-
toren wie PDGF, FGF und TGF-R1 im Kulturiiberstand ein Verstandnis fir Adsorptionspro-
zesse und zelluldre Syntheseprozesse auf den Referenzbiomaterialien (siehe Abbildung 3-4).
Die Adsorption von Proteinen auf einer Materialoberflache tritt unmittelbar bei Kontakt eines
Fremdkorpers mit Korperflissigkeiten wie Blutplasma oder interstitieller Flissigkeit ein. Der
experimentelle Versuchsansatz mit Serum als Supplement im Kulturmedium enthielt
naturlicherweise Proteine wie Wachstumsfaktoren und erlaubte die biomimetische
Nachstellung des ersten Kontakts eines Biomaterials mit der Blutflissigkeit. Die Protein-
adhasion unterstutzt die sensorische Erkennung und die Adhésion von Zellen an einer
Biomaterialoberflache. Im Anschluss an die Versuchsdurchfiihrung konnte die Adhérenz der
primaren Makrophagen auf den Referenzbiomaterialien durch die immunhistologische
Farbung des interzellularen Adhadsionsmolekiils 1 (CD54) sowie der Zellkerne bestéatigt
werden (siehe Abbildung 3-4 A). Zur Bewertung der materialabhangigen Proteinadsorption
erfolgte die Konzentrationsbestimmung von PDGF, FGF und TGF-R1 im Referenzmedium,
das auf den jeweiligen Materialoberflachen inkubiert wurde (siehe Abbildung 3-4 B-D).
Zwischen den Referenzbiomaterialien Glass, PTFE und Titan bestand eine Materialabhangig-
keit der Proteinadsorption. Die Wachstumsfaktoren PDGF und FGF adsorbierten an eine
Glasoberflache stark, an eine Oberflache aus PTFE moderat und an Titanoberflachen
geringfiigig. Die Adsorption von TGF-31 war fir Glas- und PTFE-Oberflachen vergleichbar,

wohingegen Titan nur eine geringfugige Adsorptionskapazitét fir TGF-R1 aufwies.
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Abbildung 3-4 Die zellulare Adhésion, die aktive Freisetzung und die passive Adsorption von
Wachstumsfaktoren an die Materialoberflachen.

(A) Nach 48 Stunden verdeutlichten das Adhésionsmolekil 1 (CD54, griin) sowie die nukleare DAPI-Farbung
(blau) die materialabhéngige Adhésion und Morphologie der Makrophagen auf den Referenzmaterialien Glas,
PTFE und Titan. Die histologischen Farbungen auf den Referenzmaterialien konnten an einem konfokalen
Lasermikroskop erfasst werden. Der MaRstabbalken entspricht 50 um und gilt fur alle Abbildungen. Die
materialinduzierte aktive Sekretion von Wachstumsfaktoren durch die Makrophagen sowie die passive
Adsorption an die Biomaterialoberflachen konnte fur (B) PDGF, (C) FGF und (D) TGF-R1 im konditionierten
Medium sowie im Referenzmedium gezeigt werden. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen
bestanden fir PDGF und FGF (p-Wert < 0,05). Jedoch wiesen die TGF-R1-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 Uberstinden von insgesamt fiinf Spendern zusammen (n = 5). Die Balkendiagramme stellen
Mittelwerte und Standardfehler dar.
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Die materialabhéngige Adsorption von Proteinen an entsprechende Referenzmaterialien
verdeutlichte die Notwendigkeit, das jeweilige Referenzmedium im Zweikammersystem zur
Untersuchung der Chemotaxis mitzufiihren. Hierdurch war unter Ausschluss von Proteinad-
sorptionseffekten die Bewertung von materialinduzierten, zelluldren Sekretionsprozessen
moglich. In der Praxis lieBen sich hierfur ein Reservoir mit Referenzmedium und das zweite
Reservoir mit zellkonditioniertem Medium beladen. Im Vergleich zum jeweiligen zellfreien
Referenzmedium fiihrte die Kultur von Makrophagen auf den Referenzmaterialien keine
Verénderung des PDGF-, FGF- und TGF-RB1-Spiegels herbei. AusschlieBlich auf PTFE-
Oberflachen war eine aktive Sekretion der Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und TGF-31 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-R1-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
zusétzlich zur materialabhangigen Proteinsekretion ein materialabhéngiger Proteinkonsum
beobachtet werden. Beispielsweise nahm die FGF-Konzentration bei Kultivierung von
Makrophagen auf Titanoberflachen 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

Fur Chemotaxisstudien entwickelte Boyden (1962) ein vertikalorientiertes Zweikammersys-
tem, das durch eine mikropordse Filtermembran untergliedert ist (171). In der unteren,
basalen Kammer kdnnen 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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Position y [um]

Position x [um]

Abbildung 3-5 Bildanalyse der Chemotaxis von Fibroblasten.

(A) Die Bewegungstrajektorien der Fibroblasten im Kollagen-I1-Hydrogel lieRen sich  durch
Echtzeitrafferaufnahmen mikroskopisch erfassen. In der mikroskopischen Aufnahme ist exemplarisch die
Bewegungstrajektorie von einzelnen Zellen als farbige Linien dargestellt. Der Malstabbalken bildet 250 pum ab.
(B) Jede einzelne Bewegungstrajektorie konnte in ein Koordinatensystem (bertragen werden. Hierbei war der
Startpunkt der Zelle als Ursprung festgelegt. Die Bewegungstrajektorie lie sich in Teilschritte untergliedern,
deren La&nge und Richtung die Bewegung der Fibroblasten beschrieb. Diese Parameter ermdglichten die
statistische Charakterisierung des Bewegungsvorgangs.

Die horizontale Orientierung des von Ibidi (Minchen, Deutschland) entwickelten
p-Chemotaxiskammersystems in Form eines Objekttragers ermdglichte 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 um Breite mal 70 um Hohe) lassen sich in eine dreidimensionale physiologische
Trégerstruktur aus Kollagen Typ | eine definierte Anzahl an Fibroblasten einbringen.
AnschlieBend koénnen die flankierenden Reservoirs mit Kulturmedium befillt und ein
l6slicher Lockstoff eingebracht werden. Das Einbringen eines Lockstoffs in ein Reservoir
fuhrt zum Aufbau eines linearen Stoffgradienten im Beobachtungskanal. Mit einem
definierten Fluorophorgradienten validierten Zengel und Kollegen (2011) die Linearitat des
Gradienten Uber den Beobachtungskanal sowie dessen Langzeitstabilitdt (ber einen
Messzeitraum von 48 Stunden(144). Die Evaluation des u—Chemotaxiskammersystems zur
Bewertung des Attraktivitatspotentials der verschiedenen Referenzmaterialien Glas, PTFE
und Titan erfolgte anhand bestimmter konditionierter Zellkulturiiberstdnde. Bei der Testung
von Biomaterialien ermdglichte das Zweikammerdesign den kontrollierten Vergleich von
(1) zellkonditioniertem Medium bestehend aus Kulturmedium von materialstindigen M2-
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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 liel sich Gber einen Zeitraum
von 48 Stunden der Weg der Zellen im Beobachtungskanal erfassen (siehe Abbildung 3-5).
Die Zellbewegung konnte manuell ber die Software ImageJ verfolgt und die Positionskoor-
dinaten ausgewertet werden. Die Berechnung linearer und zirkulérer statistischer Parameter
wie die Geradlinigkeit der Zellwanderung (siehe Kapitel 2.2.3.1 Gleichung 1) sowie der
Vorwartstrend 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-B1 zur direkten
Validierung des experimentellen Designs.

GroRere Molekiile wie Chemokine mit einer typischerweise kleineren Diffusionskonstante
weisen eine geringere Dynamik als ein Fluorophormolekil auf. Dieser Zusammenhang
bestarkt die Verlasslichkeit des bereits beschriebenen indirekten Validierungsverfahrens von
Zengel und Kollegen (2011) (144). Zusétzlich erfolgte in dieser Arbeit die Validierung des
Kammersystems direkt mit Fibroblasten in ihrer dreidimensionalen Kollagenmikroumgebung
(Abbildung 3-6 A). Hierfur wurde die Migration von Fibroblasten in Reaktion auf einen
definierten Wachstumsfaktorgradienten aus TGF-B1 Uber das beschriebene Bildanalysever-
fahren erfasst und die Bewegungstrajektorien Uber einen Zeitraum von 48 Stunden
aufgenommen. Die gewonnen Bewegungskoordinaten konnten in ein Koordinatensystem
Ubertragen werden. Die direkte Validierung des Kammersystems erfolgte mit definierten
Gradienten in (I) uni- und (Il) bidirektionaler Ausrichtung sowie (I11) ohne chemischen
Gradienten. Bei uni- oder bidirektional ausgerichteten chemischen TGF-31-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 um und in den Versuchsansdtzen mit Gradienten bei
300 pm.
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Abbildung 3-6 Ubertrag der Bewegungstrajektorien in ein Koordinatensystem.
(A) Die Validierung des Zweikammersystems erfolgte mit definierten TGF-R1-Gradienten. Hierflr wurde die
Wanderung der Fibroblasten in Richtung (I) eines unidirektionalen Gradienten sowie in Richtung (II) eines
bidirektionalen Gradienten und (I11) ohne den Einfluss eines Gradienten erfasst. (B) AnschlieRend konnte zur
Charakterisierung der Referenzmaterialien die Reaktion auf konditioniertes Medium im Vergleich zum
jeweiligen Referenzmedium untersucht werden. Die Kultivierung von Makrophagen fiir 48 Stunden auf
() Glas, (Il) PTFE- oder (Ill) Titanoberflachen fiihrte 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.
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Die Chemoattraktivitat der konditionierten Medien nach Kultivierung von Makrophagen auf
den Re