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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem (lat. immunis — unberihrt, rein) dient dem Schutz
und der Integritdt des Organismus. Es bewahrt den Koérper zum einen vor
aulleren Einflissen wie Viren, Bakterien oder anderen Fremdstoffen, zum
anderen schitzt es den Organismus vor endogenen Gefahren, wie z.B.
korpereigenen, maligne entarteten Zellen. Wichtige Voraussetzung fur diesen
effektiven Schutz ist die Fahigkeit des Immunsystems, infektids verandertes oder
entartetes Korpergewebe, sowie korperfremde Mikroorganismen zu erkennen
und gezielt zu beseitigen, ohne dabei gesundes Kdérpergewebe zu beschadigen
[1].

Funktionell wird das Immunsystem in das angeborene und das erworbene
Immunsystem unterteilt. Das angeborene Immunsystem ist aus verschiedenen
Proteinen und Zelltypen aufgebaut, wie 2z.B. Komplement-Proteinen,
Granulozyten, Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen und
Naturlichen Killerzellen, welche Schutz gegen eindringende Erreger oder
Fremdkorper gewahrleisten. Diese Zellen sind innerhalb weniger Sekunden flr
eine rasche Immunreaktion nach Kontakt mit einem Mikroorganismus oder
Fremdkorper verantwortlich, nachdem natirliche Barrieren wie Schleimhaute
oder Epithelien durchdrungen wurden. Unter anderem sind Neutrophile
Granulozyten die ersten Zellen, die in Kontakt mit Fremdstoffen treten. Sie
phagozytieren ihn und begehen anschlieRend Apoptose. Dabei werden Signale
freigesetzt, welche weitere Zellen wie Makrophagen zur Entzindungsstelle
locken. Bei unbekannten Erregern kdnnen Makrophagen Mediatoren freisetzen,
wodurch ebenfalls das erworbene Immunsystem aktiviert werden kann [2].

Das erworbene Immunsystem, zu welchem hauptsachlich B- und T-Zellen
zahlen, erzeugt einen auf den Krankheitserreger spezifischen Antigen-
Antikérper-Schutz. So kdénnen z.B. zytotoxische T-Zellen Erreger oder von
Mikroorganismen befallene Korperzellen direkt abtéten, indem sie spezifisch an
diesen binden und den programmierten Zelltod in der Zielzelle auslésen. Andere
T-Zellen binden Erreger und aktivieren dadurch B-Zellen, welche daraufhin zu

Plasmazellen differenzieren und gegen den Erreger spezifische Antikdrper



produzieren und freisetzen. Diese Antikdrper kdnnen an das Pathogen binden
und es dadurch neutralisieren oder deren Phagozytose durch Granulozyten oder
Makrophagen verstarken. Einige B- und T-Zellen werden dabei zu
Gedachtniszellen, welche bei einer Reinfektion mit dem gleichen Erreger eine
schnellere Immunreaktion gewahrleisten. Der Schutz des erworbenen

Immunsystems ist somit spezifisch und langlebig [3].

1.1.1 Monozyten und Makrophagen

Phagozytische Monozyten sind Teil des angeborenen Immunsystems und
entstehen aus pluripotenten, hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) aus dem
Knochenmark [4]. Die HSCs entwickeln sich nach Kontakt mit spezifischen
Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem Granoluzyten/Makrophagenkolonien-
stimulierenden Faktor (GM-CSF) oder dem Monozytenkolonien-stimulierenden
Faktor (M-CSF), zu Monoblasten und Promonozyten, die eine Vorstufe von
Monozyten darstellen [5]. Anschlie3end verlassen Monozyten das Knochenmark
und treten in den Blutkreislauf ein, dort haben sie eine Lebensdauern von ein bis
drei Tagen (Abb. 1) [6].

Pro - Monocyte

Bone
marrow

Dendritic Mongcyte
. HSC - Hematopoietic Stem Cell Cell Derived
Macrophage

@ WMDP - Monocyte Dendritic Precursor

Abbildung 1: Entwicklung von Monozyten. Die im Knochenmark gebildeten HSCs entwickeln
sich Uber mehrere Vorstufen, darunter MDPs, zu Dendritischen Zellen oder Promonozyten. Nach
Entwicklung von Promonozyten in Monozyten kénnen diese in den Blutstrom eintreten und sich
anschlielend durch Einwanderung in Gewebe zu Makrophagen differenzieren. (modifiziert nach
Sridharan et al. [7]) (Nutzung mit Erlaubnis des Elsevier Verlags)



Bei entzliindlichen Reaktionen wandern Monozyten, induziert durch die Bildung
und Freisetzung chemotaktischer Molekule, aus dem Blut in das betroffene
Gewebe ein. Dort differenzieren sie sich zu Makrophagen und lésen eine
Immunreaktion aus [6, 8]. Somit bilden Makrophagen eine Abwehrlinie gegen
Mikroorganismen und sorgen als Immuneffektorzellen daflr, dass weitere
Immunzellen an den Ort der Entziindung gelockt werden: Durch Phagozytose der
Pathogene und der Prasentation dieser auf ihrer Zelloberflache setzen sie auch
das erworbene Immunsystem in Gang. Folglich sind Makrophagen auch ein
wichtiges Bindeglied zwischen dem angeborenen und dem erworbenen
Immunsystem [2]. Zusatzlich gehdren sie zu den sekretorisch aktivsten Zellen
des Immunsystems und sind fir die Freisetzung vieler biologisch aktiver
Substanzen verantwortlich, wodurch sie die Fahigkeit besitzen, immunologische
Prozesse in eine bestimmte Richtung zu lenken. Sobald die pathogenen Stoffe
bekampft sind, kdnnen sie sowohl die Immunantwort herunterregulieren, um
gesundes Gewebe zu schitzen, als auch die Wundheilung und die Angiogenese

initiieren und fordern [9].

1.1.2 M1- & M2- Makrophagen und deren Unterschiede

Jede Art von Trauma, welches zu lokalen Gewebeveranderungen fuhrt, hat eine
schnelle Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut und dadurch eine
Differenzierung und Aktivierung von Makrophagen zur Folge [10, 11].
Makrophagen weisen eine sehr hohe Zellplastizitat auf, reagieren Uberaus
empfindlich auf verschiedene Mediatoren wie Chemokine, Zytokine oder
Oberflachenrezeptoren und sind aufgrund ihrer Heterogenitat und ihres
Differenzierungspotenzials schwer einzugrenzen. Grundsatzlich lassen sich
Makrophagen in zwei Typen unterscheiden: Auf der einen Seite befinden sich die
klassisch aktivierten M1-Makrophagen und auf der anderen Seite die alternativ
aktivierten M2-Makrophagen (Abb. 2) [12, 13]. M1- und M2-Makrophagen bilden
jedoch keine final ausdifferenzierten Endstadien ihrer Entwicklung, sondern
koénnen, je nach ihrer Umgebungsstruktur und dem biochemischen Umfeld, ihre

Form und Funktion andern [14, 15]. Diese beiden Aktivierungswege spiegeln



daher wohl nur die entferntesten Positionen des Differenzierungspotentials von

Makrophagen wieder [16].

Monocyte

Polarization IL-10; glucocorticoid
IFN- Y/LPS \ hormones

IL-4/IL-13 Immune

complexes ;
TLR agonists

M1 M2c
Microbicidal activity; Immunoregulation;
Inflammatory cytokines; Matrix deposition;
M2a M2b

Immunostimulation Tissue remodeling

Th2 response;
Type Il inflammation;
Allergy;
Killing and encapsulated
L | parasites I
I 1 |

Th2 activation;
Immunoregulation

Classical Activation Alternative Activation

Abbildung 2: Polarisierung von Makrophagen. Makrophagen polarisieren sich je nach
Stimulus in den entziindungsférdernden M1-Typ oder den entziindungshemmenden M2-Typ. Der
M2-Typ kann in weitere Subtypen unterteilt werden. (modifiziert nach Zanluqui et al. [17]) (freie
Nutzung dank CC-BY Lizenz; Urheber: Zanluqui NG, et al. )

Die wesentliche Aufgabe von M1-Makrophagen ist neben der Abwehr von
Mikroorganismen eine erhdhte Ausschittung von Entzindungsmediatoren. Sie
werden daher als entzindungsférdernd bezeichnet. Die Differenzierung in diesen
Typ kann durch den Kontakt mit Interferon-y (IFN-y), einem immunstimulierenden
Zytokin [18], oder Lipopolysacchariden (LPS) [19], einer endotoxischen Zucker-
Lipidverbindung in bakteriellen Zellwanden, erfolgen. Kennzeichnend fur M1-
Makrophagen ist eine erhdhte Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren,
wie bspw. des Tumornekrosefaktors-a (TNF-a), Interleukin-13 (IL-1pB), IL-6, IL-8
und die Expression spezifischer Oberflachenmarker, wie z.B. der
Haupthistokompatibilitatskomplex 1l (MHC 1), das Cluster of Differentiation (CD)



80 und CD86 [20-22]. Sie besitzen die Fahigkeit, intrazellulares
Stickstoffmonoxid (NO) und Sauerstoffradikale zu produzieren, um auf diese
Weise potentiell gefahrliche Pathogene direkt abzutdten, konnen dabei allerdings
bei einer Uberhdhten Reaktion umliegendes, gesundes Gewebe schadigen [19,
20, 23].

M2-Makrophagen hingegen wirken immunsuppressiv und
entzindungshemmend. Sie fordern zudem, z.B. nach einer Uberstandenen
Infektion, die Wundheilung und die Angiogenese [24, 25]. Der anti-
inflammatorische M2-Makrophagentyp kann in weitere Subpopulationen mit
jeweils spezifischen Eigenschaften und Aufgaben unterteilt werden: u.a. in den
M2a-, M2b- und M2c-Typ [11, 26, 27]. M2a-Makrophagen, induziert durch IL-4
und / oder IL-13, bekampfen Parasiten und treten bei allergischen Reaktionen
auf [28]. M2b-Makrophagen, induziert durch bspw. Immunkomplexe und / oder
LPS, kénnen mit B-Zellen des erworbenen Immunsystems interagieren [22],
haben sowohl pro- (u.a. Sekretion von TNF-a) als auch anti-inflammatorische
(u.a. Sekretion von IL-10) Funktionen und kénnen daher immunregulatorisch
wirken [26, 29, 30]. M2c-Makrophagen, induziert durch den transformierenden
Wachstumsfaktor B (TGF-B) oder IL-10, wirken immunsuppressiv und spielen
eine wichtige Rolle fir den Umbau der extrazellularen Matrix. Sie kdnnen eine
entzindliche Reaktion eindammen, indem sie TGF- 3 und IL-10 sezernieren [26,
27]. Ein grundlegender Unterschied des M2-Typs zu den M1-Makrophagen ist
die deutlich erhdhte Sekretion anti-inflammatorischer Mediatoren, wie I1L-4, IL-10
und TGF-B [20, 31, 32]. Aulerdem sind M2-Makrophagen durch eine gesteigerte
Expression der beiden Oberflachenmarker CD163 (Hamoglobin-Scavenger-
Rezeptor) und CD206 (Mannose-Rezeptor) gekennzeichnet [33-35]. Die
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-18 und IL-6, wird bei M2-
Makrophagen deutlich herunterreguliert [20].

Zusatzlich werden zur heterogenen Gruppe der M2-Makrophagen der M2d-Typ,
induziert durch IL-6, atypische Makrophagen, induziert durch IL-33, tumor-
assoziierte sowie ortsstandige Makrophagen gezahlt [35]. Diese ortsstandigen
Makrophagen sind in Morphologie und Funktion an ihre jeweilige Umgebung

angepasst. Folglich hat das umliegende Gewebe einen groflden Einfluss auf die



Polarisierung von Makrophagen [36]. So weisen Alveolarmakrophagen in der
Lunge eine hohe Expression des Hamoglobin-Scavenger-Rezeptor CD163 auf
und sind darauf spezialisiert, exogene Substanzen wie Fremdpartikel, Bakterien
oder Viren zu beseitigen [37]. Osteoklasten, ortsstandige Makrophagen im
Knochengewebe, sind u.a. in der Lage, Knochenstrukturen umzubauen [38].
Ortsstandige Makrophagen kdénnen im Gewebe Wochen bis mehrere Jahre

uberleben [6].

1.2 Fremdkorperreaktionen bei Biomaterialien

Ein Biomaterial ist ein Stoff oder eine Substanz, welche entwickelt wurde, damit
diese, alleine oder als Teil eines komplexen Systems, die physiologischen
Funktionen und Eigenschaften von zerstértem oder degeneriertem Gewebe im
menschlichen Kdrper wiederherstellt oder in einen dem Ursprung gleichwertigen
Zustand bringt, z.B. in Form eines Zahnimplantates zur Wiederherstellung der
physiologischen Kaufunktion. Dabei soll es, aus diagnostischer und
therapeutischer Sicht betrachtet, den Genesungsprozess voranbringen, indem
es nach seiner Implantation die biologischen Prozesse, wie z.B. die
Immunantwort des Patienten, beeinflussen und dabei positiv verandern kann [7,
39].

Eine Fremdkdrperreaktion (engl. foreign body reaction - FBR) ist die
Immunantwort eines Wirts auf ein Biomaterial, z.B. ein Polymer, welches mehr
oder weniger resistent gegen seinen Abbau durch Immunzellen ist [40]. Nach
Implantation eines Biomaterials in vaskularisiertes Gewebe bildet sich auf dessen
Oberflache innerhalb weniger Minuten eine provisorische Matrix, die aus
adsorbierten Proteinen des Komplementsystems, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Blutbestandteilen und chemotaktischen Molekulen besteht.
In Kombination mit Fibrin und Thrombozyten bildet diese provisorische Matrix
einen Thrombus, der die Grenzflache zwischen dem frisch implantierten
Biomaterial und dem kérpereigenen Gewebe bildet [41]. Durch die Anwesenheit
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen in der Matrix kommt es zur
Einwanderung von Zellen des Immunsystem, wie bspw.

Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten, die daraufhin eine



akute Entzindungsreaktion auslésen. Weiterhin kennzeichnend fir eine akute
EntzGndungsreaktion ist eine erhdhte Ausschattung von Histamin am Ort der
Verletzung durch Mastzellen, wodurch sich die Gefalle erweitern und die
Blutversorgung am Ort der Entziindung gesteigert wird [42, 43]. An die Phase der
akuten Entziindung, die sich flr gewohnlich rasch auflést, schliel3t sich eine kurze
Phase der chronischen Entzindung an, fur die die Anwesenheit von
Lymphozyten und Plasmazellen charakteristisch ist. Nachdem sich die
Entzindung aufgelést hat, entsteht durch Neovaskularisation und die
Einwanderung von Fibroblasten Granulationsgewebe. Am Ende der
Einheilungsphase hat sich zwischen Biomaterial bzw. Implantat und
Granulationsgewebe eine fibrose Kapsel gebildet [41, 44].

Makrophagen spielen bei einer FBR eine zentrale Rolle, da sie einen grof3en
Einfluss auf die Einheilung des Biomaterials haben. Uberwiegen pro-
inflammatorische M1-Makrophagen, kann sich die Phase der chronischen
Entzindungsreaktion deutlich verlangern, was mit einer erhéhten Fibrosierung
und Narbenbildung einhergeht, sowie zu einer anschlieBenden Entfernung des
Biomaterials fihren kann [40]. Fur die Einheilung als positiv zu betrachten ist
dagegen eine erhdhte Anwesenheit entzindungshemmender und

geweberegenerierender M2-Makrophagen [44-46].

1.2.1 Mdglichkeiten der Beeinflussung von Makrophagen in

Bezug auf Fremdkorperreaktionen

Da Makrophagen ein breites Erscheinungs- und Aufgabenspektrum aufweisen
und bei der Immunantwort eine wesentliche Rolle spielen, stellt die Modulation
ihrer Polarisierung eine aussichtsreiche Moglichkeit dar, eine FBR im weiteren
Verlauf positiv zu beeinflussen.

Fir die Beeinflussung von Makrophagen, und im weiteren Sinne einer FBR,
konnen die physikalischen und chemischen Stimuli entscheidend sein, welche
die Immunzellen von einem Biomaterial erhalten [47]. So kdnnen bspw. die
physikalischen Eigenschaften eines Biomaterials wie seine Topographie, seine
Steifheit oder seine inharenten Materialeigenschaften das Verhalten von Zellen

beeinflussen [48, 49]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Makrophagen aus



dem Knochenmark von Mausen steife Polyacrylamide im Vergleich zu weichen
Polyacrylamiden mit den gleichen chemischen Eigenschaften bevorzugt
phagozytierten [50]. Ahnliches konnte in einer weiteren Studie nachgewiesen
werden: die Funktion von menschlichen Makrophagen konnte auch hier durch
die Anderung der Steifigkeit des Polyacrylamidgels beeinflusst werden. Dabei
zeigte sich auch hier, dass eine Erhéhung der Steifigkeit des Materials mit einer
erhdhten Phagozytose des Polyacrylamidgels durch die Makrophagen
einherging [51]. Eine erhdhte Phagozytoseaktivitat tritt dann auf, nachdem
Makrophagen in Kontakt mit den M1-typischen Markern LPS [52] oder INF-y [53]
getreten sind. Bakterien und andere Erreger mit Zellwanden sind flr gewohnlich
steifer als das umliegende, korpereigene Gewebe, in welches sie eingedrungen
sind [54, 55] und die Sensitivitat der Makrophagen auf eine erhdhte Steifigkeit
unterstitzt die physiologische Phagozytose dieser pathogenen Stoffe [50].
Weiche Polyacrylamide kdnnten bei gleicher chemischer Struktur bei einer FBR
dementsprechend eher unerkannt bleiben und kdnnten sich daher besser als
Biomaterial eignen, da hier die Makrophagen aufgrund der niedrigeren Festigkeit
des Materials in geringerem Ausmal} darauf reagierten.

Auch die Topographie eines Biomaterials kann einen Einfluss auf das Verhalten
von Makrophagen haben. Hier konnte bereits gezeigt werden, dass Oberflachen-
vermittelte Reize die Zellmorphologie sowie die Zytokinfreisetzung von
Makrophagen beeinflussen: sie haben sich durch die Topographie verlangert und
der Oberflache entsprechend ausgerichtet und die Zytokinsekretion
geweberegenerierender Marker wie des vaskuldaren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) stieg in den ersten 48 h an [56]. In Studien von
McWhorter et al. konnte nachgewiesen werden, dass die Topographie eines
Biomaterials Einfluss auf die Polarisierung von Makrophagen hat: dabei konnte
ein form-vermittelter Zellmechanismus identifiziert werden, bei welchem
festgestellt wurde, dass M1-Makrophagen eine runde, ,Pfannkuchen-ahnliche*
Form, M2-Makrophagen eine langliche, zylindrische Form annahmen. Durch die
Elongation und die damit einhergehende MZ2-Polarisierung der Makrophagen
stieg die Freisetzung und Expression M2-typischer Marker (IL-4, IL-13, CD206)

und die  Sekretion pro-inflammatorischer  Zytokine (induzierbare



Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS), IFN-y) sank. Aulierdem wirkten die
Oberflachen-vermittelte Elongation der Makrophagen und die M2-typischen
Zytokine IL-4 und IL-13 zusammen synergistisch und verstarkten den Effekt der
Polarisierung in M2-Makrophagen. In Versuchen mit M1-typischen Stimuli (LPS
und IFN-y) schwachte die Oberflachen-vermittelte Elongation die Wirkung der
beiden pro-inflammatorischen Zytokinen ab. Es zeigte sich, dass die
Oberflachen-vermittelte Elongation die Makrophagen vor einer Polarisierung in
ihren M1-Typ durch LPS und IFN-y abschwachte [57]. Ferner wurden
Makrophagen auf Scaffolds mit diagonalen und orthogonalen dreidimensionalen
Porenstrukturen hinsichtlich inrer morphologischen Unterschiede untersucht [58].
Auf den diagonalen Scaffolds entwickelten sich im Vergleich zu den orthogonalen
Scaffolds mehr elongierte Makrophagen. Zudem zeigten diese eine verringerte
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine, was sich annahernd mit den

Ergebnissen der Studie von McWhorter et al. deckt.

1.3 Poly(2-oxazolin)

Poly(2-oxazoline) (POx) (Abb. 3) sind peptid-ahnliche Polymerstrukturen.
Polymere sind ein unverzichtbarer Bestandteil unseres Lebens, welche aus
repetitiven Untereinheiten bestehen und synthetisch hergestellt werden kdénnen.
In der Natur kommen sie als Biopolymere z.B. in Form von Enzymen,
Starkemolekulen oder Zellulose vor [59]. In den letzten Jahrzehnten haben vor
allem synthetische Polymerstrukturen das Interesse der Wissenschaft geweckt,
da sie sich fur die verschiedensten Anwendungen, wie bspw. in der Biomedizin
zur gezielten Wirkstoffabgabe von Arzneimitteln, eignen [60]. POx wurde bereits
in den 1960er Jahren von vier verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt und
beschrieben [61-64], seine chemische Synthese erfolgt hierbei durch eine
kationische ring6ffnende Polymerisation des Monomers 2-oxazolin [65].
Nachdem in den letzten Jahren Polyethylenglycol (PEG) Wegbereiter neuer
biomedizinisch nutzbarer Polymerstrukturen war, riicken nun vielversprechende

Alternativen wie POx in den Fokus der Forschung [66].
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Abbildung 3: Strukturformel von Poly(2-oxazolin). (R # H)

1.3.1 POx und seine biologischen Eigenschaften

Biomaterialien und ihr damit verbundener Einsatz in der regenerativen Medizin
und im Bereich des Tissue Engineering mussen hohe Anforderungen erflllen. So
durfen diese nicht toxisch, mutagen oder allergen sein. Sie miussen zudem
biokompatibel und inert sein und die flr die jeweilige Situation geeigneten
Materialeigenschaften wie Harte, Plastizitat und Elastizitat aufweisen.

POx mit kurzen Seitenketten weisen eine dem bereits als Biomaterial etablierten
PEG gleichwertige Biokompatibilitdt und einen ahnlichen Abschirmungsgrad
(engl. stealth behavior) auf [66-70]. Ferner ist POx nicht toxisch [71] und besitzt
eine sehr geringe Immunogenitat [72]. Dies ist u.a. darauf zurickzuflhren, dass
POx und PEG eine strukturelle Ahnlichkeit zu natlrlich vorkommenden
Polypeptiden aufweisen (Abb. 4) [73]. Folglich wird die Aktivierung von
Thrombozyten, die die Blutgerinnung férdern, und die Adsorption von Fibrinogen
und weiteren Proteinen des Immunsystems, welche an der Immunantwort
beteiligt sind, bei PEG und POx verhindert [74, 75].

E o R 0
R{~ /\‘I/E {bN/\‘k /“\n)k /'w(u\ﬂ)k
o N
" R1/g0 Rs b8 Ry

PEG POX natiirliches Polypeptid

Abbildung 4: Die Strukturahnlichkeit von PEG, POx und natiirlich vorkommenden
Polypeptiden. (inhaltlich nach Sedlacek et al. [73]) (eigene Darstellung)
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Dadurch kénnen von POx oder PEG gebundene Wirkstoffe vom Immunsystem
erschwert als Fremdstoff erkannt werden, wodurch sich ihre Wirkungsdauer im
Blut verlangert [76]. Aulderdem reichert sich POx kaum in Gewebestrukturen und
Organen an, sondern wird vom Korper ausgeschieden [77].

Im Vergleich zu dem bereits vielseitig eingesetzten PEG besitzt POx eine
bessere Stabilitdt sowie eine einfachere Abstimmbarkeit seiner chemischen
Eigenschaften [78], so hat POx eine niedrigere Molmassenverteilung und lasst
sich durch leicht veranderbare Eigenschaften wie Loslichkeit, chemische
Funktionalitat und die strukturelle GroRe des Molekills gegenuber anderen
Biomaterialien besser fur biomedizinische Anwendungen nutzbar machen [79-
82]. Dies wird dadurch ermdglicht, dass die Seitenketten von POx (s. R+ in Abb.
4) leicht modifizierbar sind [66]. Durch Zufigen kurzer Seitenketten, wie z.B. einer
Methyl- oder Ethyl-Gruppe, &hnelt es PEG hinsichtlich Hydrophilie,
Proteinadsorption und Verbergungsgrad [69]. Beim Hinzufligen von langeren
Seitenketten zeigt POx ein thermoresponsives Verhalten in wassriger Losung,
demnach eine Veranderung seiner physikalischen Eigenschaften bei
Temperaturunterschieden mit einer einhergehenden Senkung der kritischen
Ldsungstemperatur (LCST). Die LCST fur Poly(2-ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) liegt
bei ca. 70°C und fur Poly(2-propyl-2-oxazolin) (PPrOx) bei etwa 25°C. Poly(2-
butyl-2-oxazolin) (PBuOx) und POx mit noch langeren Seitenketten hingegen
bleiben, unabhangig von der Temperatur, in Wasser unléslich [83]. Die
modifizierbare Hydrophilie/-phobie von POx kann daher genutzt werden, um auf
diese Weise z.B. einen hydrophoben Wirkstoff im Blut 16slich zu machen [76].
Aufgrund der aufgeflhrten, flr biomedizinische Anwendungen hervorragenden
biochemischen Eigenschaften wird bereits seit 2017 SER-214, ein POx-
Rotigotin-Konjugat, in einer klinischen Studie flr die Behandlung der Parkinson-
Erkrankung untersucht [84].

POx wird ebenfalls, wie auch in dieser Arbeit, in der Biofabrikation zur Herstellung
dreidimensionaler Scaffolds verwendet, um in in vitro Experimenten dessen

Einfluss auf menschliche Immunzellen zu untersuchen.
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1.3.2 Melt Electro Writing

Die dreidimensionalen Poly(2-oxazolin)-Scaffolds fur diese Arbeit wurden per
Melt Eltectro Writing (MEW) hergestellt. Bei diesem Verfahren werden die
dreidimensionalen Geruststrukturen aus organischen Polymerschmelzen
hergestellt. Dabei wird das Polymer, das eine hohe Viskositat und eine niedrige
Leitfahigkeit besitzt, durch hochprazises Spinnen in einen geraden Schmelzfluss
umgewandelt [85-88]. Dieser geschmolzene, elektrisierte Strahl verfestigt sich
beim Abkuhlen in einer gezielt programmierten Anordnung. Somit kdnnen die
Polymerfasern exakt abgelegt werden [85] und es entsteht eine mehrschichtige,
dreidimensionale Geruststruktur (sog. Scaffold) (Abb. 5, A). Ein Vorteil dieses
Verfahrens ist der geringe Faserdurchmesser von bis zu unter 1 um [89], wodurch
Zellen besser mit dem Scaffold interagieren kdnnen als bei Scaffolds mit einem
grolieren Faserdurchmesser [90].

Wie neue Untersuchungen am Lehrstuhl flr Funktionswerkstoffe der Universitat
Wirzburg ergaben, kann der Einsatz eines Blends aus Poly(2-n-propyl-2-
oxazolin) (PnPrOx) und Poly(2-cyclopropyl-2-oxazolin) (PcycloPrOx) zur Nano-
bzw. Mikrostrukturierung der Faseroberflache flhren: das hergestellte Blend-
Scaffold mit noch glatter Oberflache wird hierfir bei erhdhter Temperatur
ausgelagert, was zur Kristallisation von PnPrOx und damit zum Verlust der
Ldslichkeit und des Schwellverhaltens in wassriger Losung fuhrt. Die
hitzeinduzierte Kristallisation kann nicht beim amorphen PcycloPrOx beobachtet
werden, so dass sich dieses in Wasser auflost. Dies fuhrt zur Freilegung von
gebundelten, kristallisierten PnPrOx-Strukturen (Abb. 5, B), MEW-Scaffolds aus
reinem PnPrOx hingegen besitzen eine glatte Oberflache (Abb. 5, C) [91].
Dieses Verfahren wurde fur die Herstellung der Scaffolds in vorliegender Arbeit
genutzt, zudem wurde eine zweidimensionale PnPrOx-Beschichtung (Abb. 5, D)

verwendet, um den Materialeinfluss zu untersuchen.
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Abbildung 5: verschiedene stereo-/rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der
PnPrOx-Scaffolds. A: Stereomikroskopische Aufnahme eines dreidimensionalen PnPrOx-
Scaffolds. B: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache eines Fibrillen-Scaffolds
aus PnPrOx. C: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache eines Kontrollen-
Scaffolds aus PnPrOx. D: rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Oberflache der
Beschichtung aus PnPrOx. (MaRstabsbalken: A: 1.000 um; B, C und D: 20 ym) (mit freundlicher
Genehmigung von Matthias Ryma und Tina Tylek)
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

In der vorliegenden Dissertationsarbeit soll der Einfluss von MEW-gedruckten
Scaffolds aus dem synthetischen Polymer PnPrOx, einem Poly(2-oxazolin), mit
verschiedenen Oberflachenstrukturen (fibrillar, glatt) auf die Proteinexpression
menschlicher Makrophagen untersucht werden. Dabei soll Uberprift werden,
inwiefern die Beschaffenheit der Oberflachenstruktur des Polymers die

Polarisierung von Makrophagen auf Proteinebene beeinflussen kann.

Dabei sollen primare, humane, aus Monozyten differenzierte Makrophagen auf
drei verschiedenen PnPrOx-Oberflachen (zweidimensionale Beschichtung,
dreidimensionale glatte (Kontrolle) und dreidimensionale fibrillare (Fibrillen-)
Scaffolds) fur 24 Stunden (d1), drei (d3) und sieben (d7) Tage kultiviert werden.
Anhand der Proteinanalyse spezifischer M1- (IL-18, IL-6, IL-8) und M2- (CD163,
CD206, IL-10) Marker kann die spontane Differenzierung der Makrophagen auf
den verschiedenen Oberflachen wuntersucht und beurteilt werden. Als
Nachweismethode fur die Freisetzung der Interleukine sollen ELISAs verwendet
werden und die Analyse der beiden Oberflachenmarker soll mittels Western Blot

durchgefuhrt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

Die fur diese Arbeit verwendeten dreidimensionalen GerUststrukturen, auch
Scaffolds genannt, aus PnPrOx wurden am Lehrstuhl flr Funktionswerkstoffe der
Universitat Warzburg mit freundlicher Unterstitzung von Matthias Ryma Uber das
MEW-Verfahren [85] produziert und fur die Versuche dieser Arbeit zur Verfligung

gestellt. Tabelle 1 gibt die fur diese Arbeit verwendeten Zelltypen wieder.

Tabelle 1: Verwendete Zellen

Zelltyp bezogen von / Herkunft
Mononukleare Zellen des peripheren | Selektion aus Buffy-Coats,
Blutes (PBMCs) Blutspendedienst des Bayrischen

Roten Kreuzes, Wiesentheid (D)

Monozyten Selektion aus PBMCs, restliche

PBMCs wurden verworfen

2.1.1 Technische Gerate und verwendete Hilfsmittel

Die verwendeten Gerate und Hilfsmittel sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Arbeitsgerite und sonstiger Hilfsmittel

Bezeichnung Hersteller

Scaltec Instruments GmbH,

Analysewaage .
Heiligenstadt (D)

Becherglaser Schott AG, Mainz (D)
Brutschrank HERAcell 150 CO» ThermoFisher Scientific Inc.,
Inkubator Waltham (USA)

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel (D)

Eismaschine Scotsman Ice Srl., Mailand ()
CAWO Photochemische Fabrik
GmbH, Schrobenhausen (D)

Destillierapparat

Filmentwickler Cawomat 2000 IR
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Filmkassette

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Glaskolben und -zylinder

Schott AG, Mainz (D)

Glasflaschen

Schott AG, Mainz (D)

Glaskuvetten

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Glasplatten, Glasschalen,
Abstandhalter aus Kunststoff,
Halteklammern, Kunststoffkamm

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Heizblock

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Inkubator

Thermo Electron LED, Langenselbold

(D)

Kihl-Gefrierkombination

Bosch GmbH, Munchen (D)

Magnetrahrer IKA GmbH & Co. KG, Staufen (D)
Magnetriahrer CombiMag RET IKA Werke GmbH, Staufen (D)
Magnetrihrstabchen Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Microplate Reader Infinite® 200 Pro

NanoQuant

Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Mini-PROTEAN Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen (D)

Ofen

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach (D)

pH-Meter inoLab Multi Level 1

WTW GmbH & Co. KG, Tuttlingen (D)

Pinzette

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Plastikringe zur Beschwerung

Eigenbau FMZ

Roéntgenkassette

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Rotlichtlampe

PEHA med. Gerate GmbH, Sulzbach
(D)

Spannungsquelle

Cambridge Scientific Corp.,
Watertown (USA)

Sterilarbeitsbank Nuair

Integra Biosciences GmbH, Biebertal

(D)

Tischzentrifuge

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)
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Bio-Rad Laboratories GmbH,

Trans-Blot Turbo Blotting System )
Minchen (D)

UV-Lampe Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)
Heidolph Elektro GmbH & Co. KG,
Vortexe REAX 1R.
Kehlheim (D)
Wageschale Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach (D)

Wasserbad

Wippschuttler Rocker-Shaker PMR-

Keison Products, Essex (UK)
100

ThermoFisher Scientific Inc.,

Zentrifuge
Waltham (USA)

2.1.2 Verwendete Chemikalien

Tabelle 3 fuhrt die fur die Versuche verwendeten Chemikalien auf. In Tabelle 4
ist die Zusammensetzung des Trenn- und des Sammelgels fur die

Gelelektrophorese wiedergegeben.

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

0,1 % Triton X-100

0,3 M Guanidinhydrochlorid

Penicillin-Streptomycin
(10.000 Units/mL Pen,
10.000 pg/ml Strep)
10 % humanes Thrombozytenlysat PL Bioscience, Aachen (D)
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen (D)

Invitrogen, Life Technologies,
Karlsruhe (D)

30 % Acrylamide/Bis Solution 29:1
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Ammoniumpersulfat (APS)

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen (D)

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Coomassie brillant blue

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg (D)

DL-Norleucin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg (D)

Entwicklerldsung

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Essigsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Ethanol, absolut (99%)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Fixierldsung Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Glycerin
Steinheim (D)
Glycin AppliChem GmbH, Darmstadt (D)

Wasserstoffperoxid (H202)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Isopropanol

Apotheke des Klinikums, Universitat
Wirzburg (D)

Kaliumchlorid (KCI)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Merck KGaA, Darmstadt (D)
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Luminol

Steinheim (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Methanol

Steinheim (D)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Milchpulver

(D)

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)

Merck KGaA, Darmstadt (D)

Pancoll, human (1,077g/l)

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach (D)

peqGold TriFast™

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

p-Hydroxycumarinsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Ponceau S Solution

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Precision Plus Protein™ Standard —

Dual Color

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen (D)

Reinstwasser

Destillierapparat (s. 2.1.1 Gerate und
Hilfsmittel)

RPMI-1640

ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham (USA)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg (D)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Tris(hydroxymethyl)aminomethane-
Hydrochlorid (Tris-HCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Trizma Base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)
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TWEEN® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim (D)

Tabelle 4: Zusammensetzung des Sammel-

und Trenngels

Sammelgel (4 %) 5,085 ml

Trenngel (10 %) 20,02 ml

30% Acrylamide/Bis Solution 0,67 ml

0,5 M Trizma Base

0,4% SDS

pH 6,8 1,25 ml
destilliertes H20 3,10 ml
Bromphenolblau 5 ul
10% APS 50
TEMED 10 pl

30% Acrylamide/Bis Solution 6,60 ml

1,5 M Trizma Base

0,4% SDS

pH 8,8 5,00 mi
destilliertes H20 8,30 ml
10% APS 100
TEMED 20

2.1.3 Verwendete Puffer und Losungen

Die verwendeten Puffer und Losungen

sind in Tabelle 5 wiedergegeben.

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Inhaltsstoffe

Absattigungslosung 5%

95ml TBST
5g Milchpulver

Enhanced Chemiluminescence (ECL)
- Solution A

0,1M Tris-HCI pH 8,6

50mg Luminol

Enhanced Chemiluminescence (ECL)
- Solution B

11mg p-Hydroxycumarinsaure
10mlI DMSO

Enhanced Chemiluminescence (ECL)

- Lésung

ECL - Solution A
ECL - Solution B
H20
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Elektrophoresepuffer

25mM Trizma Base
192mM Glycin
0,1% SDS

pH 8,3

Entfarbel6sung

20% Methanol

7,5% Essigsaure

Farbeldsung

0,1% Coomassie brillant blue
20% Methanol

7,5% Essigsaure

Graphitblotpuffer 1

25mM Trizma Base — pH 10,4
20% Methanol

Graphitblotpuffer 2

300mM Trizma Base — pH 10,4
20% Methanol

Graphitblotpuffer 3

25mM Trizma Base — pH 9,4
40mM DL-Norleucin
20% Methanol

Isolationspuffer fir Negativselektion

0,5% BSA
2mM EDTA
geldst in PBS

Lysepuffer

PBS
0,1 % Triton X-100

Monozyten-Medium

500 ml RPMI-1640

Pen (100 1U/ml) und Strep (100
Mg/ml)

fur Kultivierung zusatzlich:

10% humanes Thrombozytenlysat

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS)

8 g/l NaCl

0,2 g/l KH2PO4
2,8 g/l Na2HPO4
0,2 g/l KCI

gel6st in destilliertem H.O
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Probenpuffer

62,5mM Trizma Base
10% Glycerin

pH 6,8 einstellen

5% B -Mercaptoethanol

Stripping-Puffer

20% SDS
100mM Trizma Base pH - 6,7
B-Mercaptoethanol

gel6st in destilliertem H.O

Tris(hydroxymethyl)aminomethan-

gepufferte Salzlésung (TBS)

140mM NaCl
10mM Trizma Base —pH 7,4

Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
gepufferte Salzlosung mit TWEEN®
20 (TBST)

TBS — pH 8,0 einstellen
dann 0,05% TWEEN® 20 zugeben

2.1.4 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6 fuhrt die verwendeten Verbrauchsmaterialien auf.

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Aluminiumfolie

Melitta, Minden (D)

Blotting Papier Whatman

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Cellophanfolie

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Einmalpipetten (2,5; 5; 10; 25ml)

Corning GmbH, Bodenheim (D)

Filterspitzen

Sarstedt AG & Co. KG, Nurnbrecht
(D)

Frischhaltefolie

Lidl Stiftung & Co. KG, Wurzburg (D)

Gefrierbeutel

Fipp Handelsmarken GmbH,
Hamburg (D)

Latexhandschuhe, puderfrei

Zentrallager des

Universitatsklinikums Wirzburg
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Magnetsaulen LS

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach (D)

Medizinische Rdéntgenfilme

Hartenstein GmbH, Wrzburg (D)

Nitrozellulose Transfermembran

GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg (D)

Parafilm

Bemis Company Inc., Braine L'Alleud
(BE)

Pasteurpipetten

Scherf GmbH, Meiningen (D)

Pipette mit Spitze
(5 ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner Bio-One International GmbH,

Frickenhausen (D)

Reaktionsgefal® mit Deckel (1,5; 2ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Nurnbrecht
(D)

Unbehandelte Well Zellkulturplatten
(6-, 12-, 24-, 96-Well)

Corning Incorporated, Wiesbaden (D)

Zentrifugenrohrchen (15; 50ml)

Greiner Bio-One International GmbH,

Frickenhausen (D)

2.1.5 Verwendete Kits

In Tabelle 7 sind die verwendeten Kits aufgelistet.

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Kits

Bezeichnung

Bestandteile

Hersteller

Pan Monocyte
Isolation Kit,

human

(1 ml)

¢ FcR Blockreagenz: human Ig (1 ml)

e Pan Monocyte Biotin-Antibody-
Cocktail, human: Mixtur aus Biotin
gekoppelten monoklonalen anti-
Mensch Antikérpern gegen
Antigene, die nicht von humanen

Monozyten exprimiert werden

Miltenyi Biotec
GmbH,
Bergisch
Gladbach (D)
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anti-Biotin MicroBeads: MicroBeads
gekoppelt an monoklonalen anti-
Biotin Antikorper (isotype: mouse
IgG1) (2 ml)

BCA Reagent A (2 x 500 ml)

ThermoFisher

Pierce® BCA BCA Reagent B (25 ml) Scientific Inc.,
Assay Kit Albumin Standard - 2 mg/ml (10 ml) | Waltham
(USA)
Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA
Quant-iT™ ThermoFisher
Reagenz (Component A) (1 ml)
PicoGreen™ Scientific Inc.,
20x TE (Component B) (25 ml)
dsDNA Assay Waltham
. A-DNA Standard (Component C)
Kit (USA)
(1 ml)
Antigen Standard - 1 pg/ml (1,5 ml)
Detection Antibody (1,5 ml)
Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml)
10 % BSA (15 ml)
Donkey Serum (15 ml)
Single Analyte
Pre-coated Capture Antibody 8-well .
ELISArray™ Qiagen GmbH,
) strips (1x 96-well plate) .
Kit — Human Hilden (D)
IL1b Sample Dilution Buffer Stock (60 ml)
Assay Buffer Stock (60 ml)
Wash Buffer (10x Concentrate)
(125 ml)
Development Solution (25 ml)
Stop Solution (60 ml)
Antigen Standard - 1 pg/ml (1,5 ml)
Single Analyte ) .
Detection Antibody (1,5 ml)
ELISArray™ Qiagen GmbH,
_ Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml) .
Kit — Human Hilden (D)
L6 10 % BSA (15 ml)

Donkey Serum (15 ml)
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Pre-coated Capture Antibody 8-well
strips (1x 96-well plate)

Sample Dilution Buffer Stock (60 ml)
Assay Buffer Stock (60 ml)

Wash Buffer (10x Concentrate)

(125 ml)

Development Solution (25 ml)

Stop Solution (60 ml)

Antigen Standard - 1 pg/ml (1,5 ml)
Detection Antibody (1,5 ml)
Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml)

10 % BSA (15 ml)

Donkey Serum (15 ml)

Single Analyte

Pre-coated Capture Antibody 8-well .
ELISArray™ Qiagen GmbH,

_ strips (1x 96-well plate) .

Kit — Human Hilden (D)
L8 Sample Dilution Buffer Stock (60 ml)

Assay Buffer Stock (60 ml)

Wash Buffer (10x Concentrate)

(125 ml)

Development Solution (25 ml)

Stop Solution (60 ml)

Antigen Standard - 1 pg/ml (1,5 ml)

Detection Antibody (1,5 ml)

Avidin-HRP Conjugate (1,5 ml)
Single Analyte 10 % BSA (15 ml)
ELISArray™ Donkey Serum (15 ml) Qiagen GmbH,
Kit — Human Pre-coated Capture Antibody 8-well | Hilden (D)
IL10 strips (1x 96-well plate)

Sample Dilution Buffer Stock (60 ml)
Assay Buffer Stock (60 ml)
Wash Buffer (10x Concentrate)
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(125 ml)
e Development Solution (25 ml)
e Stop Solution (60 ml)

2.1.6 Verwendete Primar- und Sekundarantikorper

Die verwendeten Primarantikdrper sind in Tabelle 8 dargestellt, die verwendeten

Sekundarantikdrper werden in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht verwendeter Primarantikorper

o o Verdiinnung und | Belichtungszeit
Primarantikorper Hersteller
Inkubationsdauer | in Filmkassette
OriGene
. _ 1:500
Anti-CD163 Technologies L .
_ Inkubation uber 2 min
Monoklonal - IgG | Inc., Rockville .
Nacht bei 4°C
(USA)
. 1:1000
Anti-CD206 Abcam Ltd., o
Inkubation Uber 10 sec
Polyklonal - 1IgG Cambridge (UK) .
Nacht bei 4°C
. 1:1000
Anti-GAPDH Merck KGaA,
Inkubation 2 h bei 20 sec
Monoklonal - IgG | Darmstadt (D) RT

Tabelle 9: Ubersicht aller verwendeter Sekundirantikorper

. o Verdiinnung und
Sekundarantikorper Hersteller )
Inkubationsdauer
Anti-Maus Jackson
1:5000
Peroxidase-gekoppelt ImmunoResearch Ltd., . _
60 min bei RT
Polyklonal - IgG+IgM Ely (UK)
Anti-Hase Jackson
1:5000
Peroxidase-gekoppelt ImmunoResearch Ltd., . _
60 min bei RT
Polyklonal - 1IgG Ely (UK)
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2.1.7 Statistik

Zur Statistikanalyse wurde die Software ,Statistica“ (Version 13) genutzt. Sowohl
bei den Western Blots als auch bei den ELISAs wurde eine Varianzanalyse
(ANOVA) durchgefuhrt. Statistische Signifikanzen wurden mithilfe eines Fischer-
LSD post-hoc Tests bestimmt. Ergebnisse mit einem Wert von p<0,05 wurden
als signifikant, mit einem Wert von p<0,01 als hoch signifikant und mit einem Wert

von p<0,001 als hdchst signifikant angegeben.
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2.2 Methoden
2.2.1 Vorbehandlung der PnPrOx-Scaffolds

Zur Sterilisation der Scaffolds wurden diese fir 15 min mit UV-Licht (254nm)
bestrahlt. Die Fibrillen-Scaffolds wurden hergestellt, indem diese in je eine
Vertiefung einer 24-Well Zellkulturplatte mit 37°C vorgewarmten PBS Uberflhrt
wurden, bis diese vollstandig Uberdeckt waren. Ein steriler Plastikring wurde zur
Beschwerung auf jedes Scaffold gelegt. Es folgte eine Inkubation fur 30 min bei
37°C und 5 % CO. mit nachfolgender Inkubation fir 15 min bei 4°C. Das PBS
wurde ausgetauscht und der Vorgang dreimal wiederholt. Dieser Vorgang war
notig, damit sich das wasserlosliche PcycloPrOx auflost und die fibrillaren
Strukturen des kristallinen PnPrOx freigelegt werden. Anschlielend wurden die
Fibrillen-Scaffolds bis zu ihrer Verwendung am selben Tag in frischem PBS bei
37°C und 5 % CO:. gelagert. Die Kontrollen-Scaffolds aus PnPrOx mit ihrer glatten
Oberflache konnten direkt nach der Sterilisation verwendet werden.

Die Beschichtungen wurden mittels einer in Reinstwasser geldsten 0,1 wt%
PnPrOx-Lésung hergestellt. Daflir wurden 0,2 ml dieser Lésung in je eine
Vertiefung einer 24-Well Zellkulturplatte gegeben, welche anschlielend bei 60°C
in einem Ofen getrocknet wurde, bis das Wasser komplett verdampft war und
sich das PnPrOx am Boden der Zellkulturplatte abgelagert hatte [91]. Dieser
Vorgang wurde ein zweites Mal durchgeflhrt, sodass eine gleichmalig glatte,

zweidimensionale PnPrOx-Beschichtung am Boden der Zellkulturplatte entstand.

2.2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.2.1 Isolation von PBMCs aus Buffy-Coat

Alle Versuche, die in dieser Arbeit durchgeflihrt wurden, wurden laut E-Mail der
Ethik-Kommission Wurzburg vom 26. April 2013 als unbedenklich eingestuft, es
gab keine Einwande bezuglich der Verwendung der Buffy-Coats, ein gesonderter
Antrag musste hierfur nicht gestellt werden. Die Buffy-Coats wurden von der
Blutbank des Bayrischen Roten Kreuzes in 97353 Wiesentheid bezogen.

Ein Buffy-Coat ist die entstehende, mittlere Grenzschicht des Vollblutes,

nachdem dieses durch Zugabe von Gerinnungshemmern und Zentrifugation
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aufbereitet wurde. In der oberen Schicht befindet sich das Blutplasma, in der
unteren die Erythrozyten. Ein Buffy-Coat enthielt im Durchschnitt 35 ml
Gesamtvolumen, welches mit PBS im Verhaltnis 1:1 vermischt wurde.
Anschlieend wurde dieses auf Pancoll im Verhaltnis 3:4 geschichtet. Es folgte
eine Dichtegradientzentrifugation (1600 rpm, 20°C, 40 min, ACC 3, DEC 0),
wonach vier Schichten entstanden: Plasma/PBS-, PBMC-, Pancoll- und
Erythrozyten-Schicht (von oben nach unten). Die PBMC-Schicht wurde
abgenommen und in ein neues 50 ml Zentrifugenrdhrchen Gberfuhrt und auf Eis
gelagert. Hierbei war darauf zu achten, dass moglichst keine Pancoll-Lésung mit
abgenommen wurde, da diese zellschadigend auf die PBMCs wirken kann. Es
folgte eine weitere Zentrifugation (1500 rpm, 4°C, 5 min, ACC 9, DEC 9). Das
daraus entstandene Zellpellet wurde zweimal mit 50 ml PBS durch
Resuspendierung und Zentrifugation (900 rpm, 4°C, 5 min, ACC 9, DEC 9)
gewaschen, um die Kontamination durch Thrombozyten und Pancoll-Lésung zu

verringern.

2.2.2.2 Isolation von Monozyten durch Negativselektion

Die Negativselektion von Monozyten ist eine Methode, um diese von den
restlichen Zelltypen der PBMCs zu selektieren. Dabei werden zellspezifische
Antigene der PBMCs, die von Monozyten nicht exprimiert werden, mit
magnetisch gekoppelten Antikérpern markiert. Anschliel3iend werden die Zellen
Uber eine magnetische Saule gegeben, wobei die Antikorper-gekoppelten Zellen
am Durchfluss gehindert werden. Allein die ungebundenen Monozyten kénnen
ungehindert durchfliel3en. Die Durchflihrung erfolgte nach Herstellerangaben des
verwendeten Kits.

Die Proben wurden zur Generierung der geeigneten Zellzahl zentrifugiert (1500
rom, 4°C, 5 min). Die folgenden Angaben gelten fiir eine Zellzahl von 1 x 107.
Das Zellpellet wurde mit 30 ul frisch angesetztem Isolationspuffer resuspendiert.
Anschlie®end folgte die Zugabe von je 10 ul ,FcR Blockreagenz® und ,Pan
Monocyte Biotin-Antibody-Cocktail“. Die Zellen wurden anschlie®end fur 5 min
bei 4°C inkubiert bevor sie mit 30 ul Isolationspuffer durchmischt wurden und die

Zugabe von 20 ul ,anti-Biotin MicroBeads* erfolgte. Nach 10-mindtiger Inkubation
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bei 4°C wurde die Zellsuspension auf die vorher mit 3 ml Isolationspuffer
gespulten, magnetischen Saulen gegeben. Der Durchfluss, der die Monozyten
enthielt, wurde aufgefangen. Die restlichen, markierten PBMCs blieben in der
magnetischen Saule. Die Saule wurde nach Durchfluss der Zellldsung dreimal
mit je 3 ml Isolationspuffer gewaschen, um die Zellausbeute zu erhéhen. Die auf
diese Weise gewonnenen Zellen wurden abschlielRend zentrifugiert (1500 rpm,

4°C, 5 min) und der Uberstand vollstandig entfernt.

2.2.2.3 Kultivierung humaner Monozyten auf PnPrOx-
Oberflachen

Die isolierten, undifferenzierten Monozyten wurden im folgenden Schritt zu den
vorbehandelten, sterilisierten Kontrollen- und Fibrillen-Scaffolds und den
Beschichtungen hinzugegeben. Dabei wurden 50 pl Zellsuspension (0,75 x 107
Zellen) auf je ein Scaffold bzw. eine Beschichtung gegeben und 30 min bei 37°C
und 5 % CO:. inkubiert. AnschlielRend wurde zu jeder Probe 1 ml Monozyten-
Medium hinzugegeben.

Die Kultivierung erfolgte fur 24 h (d1), drei Tage (d3) und sieben Tage (d7) bei
37°C, 5 % CO. und befeuchteter Luft in einem Brutschrank. Sofern nicht anders

angeben, wurde Uber diese Dauer kein Medienwechsel durchgefuhrt.

2.2.3 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Auftrennung und Bestimmung einzelner
Proteine in einer Probe [92, 93]. Das Verfahren basiert auf einer
Gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis, kurz SDS-PAGE), bei der die negativ-geladenen, denaturierten
Proteine in Richtung des positiven Pols wandern und dadurch nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. In einem elektrischen Feld ist die
Laufgeschwindigkeit von Molekulen daher proportional zur Gesamtladung und
antiproportional zur Masse. Im nachsten Schritt werden die Proteine von dem Gel
auf eine Membran transferiert, worauf der Nachweis spezifischer Proteine erfolgt
[94]. In dieser Arbeit wurde der Western Blot genutzt, um die Oberflachenmarker
CD163 und CD206 nachzuweisen. Als Haushaltsprotein diente GAPDH [95].
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2.2.3.1 Proteinisolierung

Nach erfolgter Kultivierungsdauer von 24 h, drei und sieben Tagen wurde das
Medium von den auf Scaffolds und der Beschichtung befindlichen Zellen entfernt
und durch Zugabe von je 400 pl peqGold TriFast™ durch mehrmaliges auf- und
abpipettieren vollstandig lysiert.

Durch Verwendung von peqGold TriFast™ ist es mdglich, aus einer Probe RNA,
DNA und Proteine zu isolieren. Im Folgenden wird ausschlie3lich auf die Methode
der Proteinisolierung eingegangen. Die Durchfuhrung erfolgte nach
Herstellerangaben.

Jede Probe wurde in ein separates 2 ml Reaktionsgefald tUberfihrt und nach
kurzem Vortexen fur 10 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation (12000
X g, 4°C, 10 min), wodurch ein milchig-weil3es Proteinpellet am Boden des
RektionsgefalRes entstand. Der Uberstand wurde entfernt und jedes Pellet
dreimal durch Zugabe von 2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol, 20-
minutiger Inkubation bei RT und anschlieender Zentrifugation (7500 x g, 4°C, 5
min) gewaschen. Nachfolgend wurden die Proben in 2 ml 100 % Ethanol fur 20
min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert (7500 x g, 4°C, 5 min). Das Ethanol
wurde vollstandig entfernt und das Proteinpellet an der Luft fir 5-10 min
getrocknet. Um das vollstandige Losen der Quartar- und Tertidrstruktur der
denaturierten Proteine zu gewahrleisten, wurden zu jedem Pellet je 30 pl 4 %
SDS gegeben [96]. Um den Vorgang der Proteinauflésung zu unterstitzen,
wurden die ReaktionsgefalRe zusatzlich fur 5-10 min bei 95°C im Heizblock
inkubiert. SDS Uberdeckt mit seiner stark-negativen Ladung die Eigenladung der
Proteine, sodass zuletzt alle Proteinteile in negativ-geladener Form vorlagen und
im nachsten Schritt, der Gelelektrophorese, nach Ladung aufgetrennt werden
konnten [96]. Sobald sich alle festen Bestandteile vollstandig geldst hatten,

wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.3.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Assay
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce® BCA Assay Kit
verwendet. Der BCA (Bicinchoninsaure) Assay beruht auf der Biuret-Reaktion,

welche in alkalischer Losung durch die Anwesenheit von Aminosauren die
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Reduktion von Cu?* zu Cu'* bewirkt und auf einer konzentrationsabhangigen
Erfassung von monovalenten Cu1® lonen basiert. Bicinchoninsaure, ein
chromogener Stoff, geht mit dem reduzierten Kupfer Uber Chelatbildung einen
Komplex ein und fuhrt im Mikroplatten-Reader zu einer starken Absorption des
Lichts bei 562 nm [97].

Eine BSA-Verdlunnungsreihe, welche mit dem im Kit des Herstellers enthaltenen
»LAlbumin Standards® hergestellt wurde, diente der Berechnung einer
Standardkurve. Es wurden 25 pl jeder Verdunnung der BSA-Standardreihe und
25 yl jeder zu untersuchender Probe (Verdinnung 1:6 in PBS) in eine 96-Well
Zellkulturplatte transferiert. Es folgte die Zugabe von 200 pl des im Kit
enthaltenen Reagenzstoffes (,BCA Reagent A“ und ,BCA Reagent B im
Verhaltnis 50:1) in jede Vertiefung der Zellkulturplatte. Daraufhin wurde die
Zellkulturplatte flr 30 min bei 37°C inkubiert und anschliel’end auf RT abgekunhlt.
Die Absorption wurde bei 570 nm im Mikroplatten-Reader gemessen. Die
Proteinkonzentrationen konnten mit Hilfe der erhaltenen Standardkurve

berechnet werden.

2.2.3.3 Durchfihrung der SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE werden Stoffgemische in ihre Bestandteile der Molekilmasse
nach im elektrischen Feld aufgetrennt. Daflr erfolgte zunachst die Herstellung
eines Sammel- und eines Trenngels (Tab. 4). Nachdem die Gele
auspolymerisiert waren, wurden 14 der 15 Geltaschen mit 20 pl Probe beladen
(Proteinprobe mit 20 ug Protein im Verhaltnis 1:1 mit Probenpuffer, danach mit
destilliertem Wasser auf 20 yul Gesamtvolumen aufgefillt). Die 15. Geltasche
wurde mit 3 pl eines Protein-Markers zur Bestimmung der Grolde (kDa) der
Proteinbanden beladen. Nach Anschluss einer Spannungsquelle (200 V, 500
mA, 150 W, 45min) erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine

nach ihrer Molekularmasse.

2.2.3.4 Proteintransfer

Der Proteintransfer und -nachweis erfolgte nach Khyse-Andersen [94]. Dazu

wurden das Blotting-Papier, die Nitrozellulosemembran sowie das SDS-Gel in
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verschiedene Graphitblotpuffer getrankt. Danach wurde der Reihe nach Blotting
Papier, die Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und weiteres Blotting Papier
(von unten nach oben) Iuftblasenfrei in  einer Blotkassette
Ubereinandergeschichtet.

Durch ein angelegtes Spannungsfeld (25 V, 1 A, 30 min) wurden die
Proteinbanden von dem Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die
durch das SDS negativ-geladenen Proteine bewegten sich in Richtung Anode
und wurden dabei von der Nitrozellulosemembran gestoppt, wodurch es zum
Transfer der Proteine in exakt der gleichen Ausrichtung auf die Membran flhrte.
Anschlie®end wurden die Gele mit Farbelésung fir 5 min angefarbt. Die
Farbelésung wurde folgend durch Entfarbelésung ausgetauscht und das Gel fur
4 h bei RT auf dem Wippschuttler inkubiert. Dieser Vorgang wurde insgesamt
dreimal durchgeflhrt, bis sich das Gel vollstandig entfarbte und durch Trocknung
in Cellophanfolie archiviert werden konnte.

Die Nitrozellulosemembran wurde fir 2 min bei RT in Ponceau-S Ldsung
inkubiert und danach mit destilliertem Wasser gewaschen. Dadurch waren nach
erfolgreichem Blotting die Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran

sichtbar.

2.2.3.5 Proteinnachweis mittels Immundetektion

Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrozellulosemembran bei RT fur 1 h in
Absattigungsléosung auf dem Wippschuttler geblockt. Danach wurde die
Membran mit dem jeweiligen Primarantikérper in der entsprechenden
Verdlinnung (Tab. 8) inkubiert. Daraufhin wurde die Membran dreimal fir je 10
min in TBST auf dem Wippschuttler gewaschen, bevor der jeweils entsprechende
HRP-gekoppelte Sekundarantikdrper (Tab. 9) verdinnt und die Membran damit
fur 1 h bei RT inkubiert wurde. Die Membran wurde erneut dreimal mit TBST fur
je 10 min auf dem Wippschuttler gewaschen. AnschlieRend wurde ECL-Ldsung
hinzugegeben und die Membran fir 2 min inkubiert. Danach wurde sie in
Frischhaltefolie verpackt und in eine Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer
wurde unter vollstandigem Lichtausschluss ein unbelichteter Film auf die

Nitrozellulosemembran gelegt und die sichtbaren Banden des Protein Standards
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auf dem Film markiert. Nach der jeweiligen Belichtungsdauer (Tab. 8) in der
geschlossenen Filmkassette wurde der Film aus der Filmkassette enthommen
und in den Filmentwickler gelegt. Die gesuchten, durch die ECL-Lésung
aktivierten und immunoreaktiven Proteine wurden durch Chemolumineszenz im
Filmentwickler sichtbar.

Die Membran wurde danach flr 30 min bei 50°C in Stripping Puffer inkubiert,
wodurch alle Antikérper von der Membran geldst wurden. Es folgte ein dreimal
wiederholter Waschschritt fur 10 min in TBST auf dem Wippschuttler mit
anschlielender Inkubation flr 1 h bei RT in Absattigungslésung. Danach konnte
die Membran flir den Nachweis eines weiteren Primarantikdrpers genutzt
werden. Zur Archivierung wurden die Nitrozellulosemembrane in ein mit TBST-

gefllltes 50 ml Zentrifugationsrohrchen gelegt und im Kuhlschrank verwahrt.

2.2.3.6 Auswertung der Western Blot Filme

Nachdem die Rdntgenfilme der Western Blots im Durchlicht abfotografiert und in
digitaler Form gespeichert wurden, konnten sie mit dem Programm Fiji
densitometrisch ausgewertet werden [98]. Dazu wurde jeweils die Flache um die
geschwarzte Proteinbande markiert und das Programm stellte diese Schwarzung
als Kurve dar. Die Hohe dieser Kurve entsprach dabei der Schwarzung, je
dunkler umso héher die Kurve, und die Breite der Kurve entsprach der Breite der
Proteinbande. Die Kurve wurde nach unten durch eine eingefiligte Basislinie
abgegrenzt, wodurch der Flacheninhalt jeder Kurve berechnet werden konnte.
Alle Proben wurden auf das Haushaltsprotein GAPDH normiert, d.h. die Densitat
jeder Probe wurde in Relation zu der Densitat der dazugehdrigen Probe des
Haushaltsproteins GAPDH gesetzt. Dieser relative Wert diente der Darstellung in

den Saulendiagrammen.

2.2.4 ELISA

Ein ,enzyme-linked immunosorbent assay“, abgekurzt ELISA, ist ein
immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion
basiert [99, 100]. In dieser Arbeit wurden die Proben mittels Sandwich-ELISA auf
die Zytokine IL-1pB, IL-6, IL-8 und IL-10 untersucht.
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Beim Sandwich-ELISA werden zwei primare Antikorper genutzt, die an zwei
verschiedenen Bindungsstellen an das gesuchte Antigen binden. Durch
Inkubation in einer Entwicklerlésung kommt es zu einer messbaren,

enzymatischen Farbreaktion.

2.2.4.1 Bestimmung des DNA-Gehalts

Der Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay wird verwendet, um doppelstrangige
Nukleinsauren einer Probe zu quantifizieren. Dabei bindet ein inaktiver Farbstoff
in der PicoGreen-Gebrauchslésung an doppelstrangige Nukleinsauren. Durch
die Bindung an doppelstrangige Nukleinsauren beginnt der Farbstoff zu
fluoreszieren [101]. Diese Fluoreszenz kann daraufhin im Microplate Reader
gemessen werden. Anhand einer vom Hersteller mitgelieferten DNA-
Standardreihe konnen die DNA-Mengen jeder Probe mittels Fluoreszenz
bestimmt werden.

Dieser Assay wurde nach Herstellerangaben nach ein-, drei- und sieben-tagiger
Kultivierung von Monozyten/Makrophagen angewendet. Die Zellen wurden
zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen und danach mit je 400 pl Lysepuffer versetzt
und fur 1 h auf Eis inkubiert. Hierbei I6sten sich die Zellen in ihre Bestandteile
auf. Das Zelllysat wurde daraufhin in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt und,
falls nicht sofort verwendet, bei -20°C gelagert. Zur Herstellung einer
Standardreihe wurde eine Stocklésung mit 1 pg/ml ,A-DNA Standard® angesetzt.
Die Konzentrationen der Standardreihe lagen im Bereich von 0 — 500 ng/mi
dsDNA. In eine schwarze 96-Well Zellkulturplatte wurden je 100 pl des
Standards, der Zelllysate und des Lysepuffers (Probenblank) in Duplikaten
pipettiert. Zu den Standards, den Proben und dem Probenblank wurden zuletzt
je 100 ul des im Kit enthaltenen, in ,AxTE-Puffer* 1:200 verdinntem ,PicoGreen
dsDNA Reagenz“ gegeben und fur 2 min unter Lichtausschluss auf dem
Wippschuttler inkubiert. Danach wurden die Proben bei 485 nm angeregt und die
Intensitat der Fluoreszenzemission konnte bei 538 nm im Microplate Reader

gemessen werden.
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2.2.4.2 Durchfiuhrung der ELISAs
Die Proben wurden auf die Zytokinfreisetzung von IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10

untersucht. Die Versuche wurden nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Bei den
Proben, die drei und sieben Tage inkubiert wurden, wurde jeweils 24 h vor
Beendigung der Inkubationsdauer das Medium gewechselt, um die Sekretion der
Makrophagen der letzten 24 h bestimmen zu kdnnen.

Im Vorfeld wurden die Proben in verschiedenen Verduinnungsreihen getestet, um
sicher zu stellen, dass die Ergebnisse im Bereich der Standardreihen des
Herstellers lagen. In Tabelle 10 sind die ermittelten Verdinnungswerte

angegeben.

Tabelle 10: Verdiinnungen der Proben fiir die jeweiligen ELISA-Kits

Proben fir Verdiinnung
ELISArray™ Kit - IL1b 1:10
ELISArray™ Kit - IL6 1:200
ELISArray™ Kit - IL8 1:1000
ELISArray™ Kit - IL10 unverdinnt

Im folgenden Schritt wurde die Standardreihe Uber acht Stufen (0 — 2000 pg/ml)
in 1,5 ml ReaktionsgefalRe angesetzt. Die Verduinnung der Proben (Tab. 10) und
der Standardreihe erfolgte durch Zugabe des mitgelieferten ,Sample Dilution
Buffer®.

In jede Vertiefung wurden 50 ul ,Assay Buffer” vorgelegt, wozu 50 pl des
jeweiligen Standards oder der Probe hinzugegeben wurden. Der Standard, die
Proben sowie eine Negativkontrolle (Monozyten-Medium) wurden in Duplikaten
pipettiert. Es folgte eine Inkubation der 96-Well Zellkulturplatte flir 2 h bei RT.
Danach wurde die Zellkulturplatte dreimal mittels Zugabe von je 300 ul ,Wash
Buffer“ pro Vertiefung und anschlieendem Entfernen der Flissigkeitsriickstande
gewaschen. In jede Vertiefung wurden nun 100 ul des ,Detection Antibodies*
gegeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte. Nach
Zugabe von 100 ul ,,Avidin-HRP Conjugate” folgte eine Inkubation von 30 min bei

RT unter Lichtausschluss. Anschlie®end wurde die Zellkulturplatte viermal
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gewaschen. Zuletzt wurden 100 ul ,Development Solution® hinzugefugt und fir
15 min im Dunkeln inkubiert. Mittels Zugabe einer ,Stop Solution wurde die
Reaktion abgebrochen, was zu einem Farbumschlag von blau zu gelb flhrte. Die
Absorption der Proben wurde innerhalb von 30 min bei 450 nm im Microplate

Reader gemessen.
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3 Ergebnisse
3.1 Messung des DNA-Gehalts

Der PicoGreen™ Assay diente der Bestimmung der doppelstrangigen DNA der
einzelnen Proben. Abbildung 6 zeigt die DNA-Menge in ng/ml auf den beiden
Scaffolds (Kontrolle und Fibrillen) sowie der PnPrOx-Beschichtung nach einem,
drei und sieben Tagen der Kultivierung mit Monozyten/Makrophagen. Es ist zu
erkennen, dass es bei den Mengen an doppelstrangiger DNA weder gegenuber
der Zeit noch gegenuber der Oberflachenstruktur signifikante Unterschiede gab.
So hatten die Proben an Tag 1 einen DNA-Gehalt von 265,7 + 61,6 ng/ml
(Beschichtung), 377,3 + 58,5 ng/ml (Kontrolle) und 351,5 + 82,8 ng/ml (Fibrillen).
An Tag 3 wiesen diese einen DNA-Gehalt von 253,1 £ 75,4 ng/ml (Beschichtung),
244 3 + 75,2 ng/ml (Kontrolle) und 363,8 + 72,5 ng/ml (Fibrillen) und an Tag 7
einen Wert von 377,5 £ 175,1 ng/ml (Beschichtung), 302,7 + 131,3 ng/ml
(Kontrolle) und 290,9 + 75,8 ng/ml (Fibrillen) auf.

m Beschichtung = Kontrolle = Fibrillen
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Abbildung 6: DNA-Menge pro Probe. DNA-Mengen in ng/ml der jeweiligen Proben
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter
Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache) nach einem,
drei und sieben Tagen der Monozyten/Makrophagen Kultivierung. (Mittelwerte + SD, n=4)
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3.2 Zytokinsekretions-Profil von Makrophagen nach

Kultivierung auf verschiedenen PnPrOx-Oberflachen

Die Uberstande der Proben wurden zum jeweiligen, untersuchten Zeitpunkt
entnommen und die Konzentrationen verschiedener Zytokine gemessen.
Dadurch sollten Rlckschlisse Uber den Differenzierungsgrad der adharierten
Makrophagen gezogen werden koénnen. Die Konzentrationen wurden in
Mittelwerten mit der dazugehdrigen Standardabweichung angegeben. Die
Saulendiagramme stellen jeweils die Sekretion der vier Zytokine durch
Makrophagen der letzten 24 h dar, da zu diesem Zeitpunkt ein Mediumwechsel
stattfand.

3.2.1 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Freisetzung von IL-1B
Abbildung 7 zeigt die im Uberstand befindliche Konzentration von IL-1B in pg in
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung.
Die Konzentration von IL-1B in den Proben der Beschichtung erhéhte sich von
54,6 £ 12,7 pgan Tag 1 Uber 63,2 £ 13,7 pg an Tag 3 auf 130,9 + 29,3 pg an Tag
7. Dabei war der Anstieg von Tag 1 auf Tag 7, sowie von Tag 3 auf Tag 7 hochst
signifikant.
Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten an Tag 1 eine
Freisetzung von IL-13 in Héhe von 26,5 + 8,6 pg. Diese wurde im weiteren Verlauf
rucklaufig, von 22,4 + 15,9 pg an Tag 3 auf 6,6 + 2,2 pg an Tag 7. Die
Konzentration auf den Kontrollen-Scaffolds von Tag 3 war gegenlber der
Konzentration auf den Beschichtungen und den Fibrillen-Scaffolds an Tag 3
signifikant. Hochst signifikante Werte wurden bei den Kontrollen-Scaffolds an
Tag 7 gegenuber den Beschichtungen und Fibrillen-Scaffolds an Tag 7
beobachtet.
Die Sekretion von IL-1B der Makrophagen auf den Fibrillen-Scaffolds unterlag
einer stetigen Steigerung von 47,3 + 4,9 pg an Tag 1 Uber 57,4 £ 14,9 pg an Tag
3 auf 72,7 + 13,3 pg an Tag 7. Hochst signifikant zeigte sich die Konzentration
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auf den Fibrillen-Scaffolds verglichen mit der Konzentration auf den

Beschichtungen an Tag 7.
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Abbildung 7: IL-18 pro DNA. Sekretion von IL-1B in pg normiert auf DNA in ng aus den
Uberstanden der auf den PnPrOx-Oberflaichen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache),
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales
Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei
und sieben Tagen. (Mittelwerte £ SD, n=4), *p<0,05; ***p<0,001; 2p<0,001 vs. Beschichtung, d7

3.2.2 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Freisetzung von IL-6

Abbildung 8 zeigt die im Uberstand befindliche Konzentration von IL-6 in pg in
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung.

Die Konzentration von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag 1 anderte sich mit
436,7 £ 191,1 pg kaum gegenuber der Konzentration auf den Beschichtungen an
Tag 3 mit einem Wert von 446,5 + 82,1 pg. Gegenuber der Freisetzung auf den
Beschichtungen an Tag 7 mit 204,4 + 72,2 pg fand ein deutlicher Rickgang statt.
Die Sekretion von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag 1 ist sowohl signifikant
gegenuber der Freisetzung auf den Beschichtungen an Tag 7 als auch hoch

signifikant gegenuber der Konzentration auf den Kontrollen- und Fibrillen-
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Scaffolds an Tag 1. Die Konzentration von IL-6 auf den Beschichtungen an Tag
3 ist ebenfalls signifikant gegentber der Sekretion auf den Beschichtungen an
Tag 7. Aulerdem ist sie signifikant gegenlber der Zytokin-Freisetzung der
Makrophagen auf den Kontrollen- und Fibrillen-Scaffolds an Tag 3.

Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten eine Steigerung
der Freisetzung von IL-6 von 119,5 £ 77,7 pg an Tag 1 auf 237,9 + 103,1 pg an
Tag 3. An Tag 7 sank diese dagegen auf 25,9 + 0,6 pg. Die Konzentration auf
den Kontrollen-Scaffolds an Tag 7 war signifikant gegenuber der Zytokin-
Freisetzung auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7.

Die Konzentration auf den Fibrillen-Scaffolds unterlag einer stetigen Steigerung
von 135,8 £ 22,4 pg an Tag 1 Uber 222,8 + 30,7 pg an Tag 3 bis 290,7 + 103,1

pg an Tag 7.
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Abbildung 8: IL-6 pro DNA. Sekretion von IL-6 in pg normiert auf DNA in ng aus den
Uberstanden der auf den PnPrOx-Oberflaichen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache),
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales
Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei
und sieben Tagen. (Mittelwerte £ SD, n=4), *p<0,05; **p<0,01; ?p<0,05 vs. Beschichtung, d7
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3.2.3 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Freisetzung von IL-8
Abbildung 9 zeigt die im Uberstand befindliche Konzentration von IL-8 in pg in
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung.
Die Konzentration auf den Beschichtungen unterlag einer stetigen Steigerung
von 907,9 £ 241,9 pg an Tag 1 Uber 2.602,7 + 317,4 pg an Tag 3 auf einen Wert
von 3.573,1 = 2750,8 pg an Tag 7. Die Freisetzung von IL-8 auf den
Beschichtungen von Tag 1 war hoch signifikant gegenlber der Freisetzung der
Beschichtung an Tag 7.
Auf den Kontrollen-Scaffolds kultivierte Makrophagen zeigten an Tag 1 eine
Zytokin-Freisetzung von IL-6 in Hohe von 422,5 + 129,3 pg. Dieser Wert erhdhte
sich auf 1.519,4 + 734,7 pg an Tag 3 und sank an Tag 7 auf 1.003,5 £ 242,0 pg.
Der Wert der Zytokin-Sekretion auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 7 war sowohl
signifikant gegentber dem Wert auf der Beschichtung an Tag 7 als auch
gegenuber dem Wert auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7.
Die Konzentration von IL-8 auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 1 wies einen Wert
von 615,8 £ 219,1 pg auf. Dieser erhdhte sich um das 2,9-fache auf 1.789,6 £
259,4 pg an Tag 3 und verdoppelte sich annahernd an Tag 7 auf 3.174,6 + 699,1
pg. Die Zytokin-Freisetzung auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 1 war signifikant
gegenuber dem Wert auf den Fibrillen-Scaffolds an Tag 7.
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Abbildung 9: IL-8 pro DNA. Sekretion von IL-8 in pg normiert auf DNA in ng aus den
Uberstanden der auf den PnPrOx-Oberflaichen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache),
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales
Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei
und sieben Tagen. (Mittelwerte + SD, n=4), *p<0,05; p<0,01 vs. Beschichtung, d7; ?p<0,05 vs.
Fibrillen, d7

3.2.4 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Freisetzung von IL-10

Abbildung 10 zeigt die im Uberstand befindliche Konzentration von IL-10 in pg in
Relation zur DNA-Menge in ng der gleichen Probe auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung.

Die Zytokin-Freisetzung von IL-10 auf den Beschichtungen an Tag 1 lag bei 3,7
* 2,3 pg und anderte sich im Vergleich zu dem Wert von 3,9 £+ 1,4 pg an Tag 3
unwesentlich. An Tag 7 wies sie eine Konzentration von IL-10 in H6he von 0,6 +
0,1 pg auf.

Die Zytokin-Sekretion von IL-10 auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 1
beschrieben einen Wert von 3,4 + 0,4 pg. Dieser stieg an Tag 3 leicht auf einen
Wert von 4,4 + 3,2 pg an. An Tag 7 sank die Konzentration auf den Kontrollen-

Scaffolds auf einen Wert von 0,5 + 0,1 pg. Die Sekretion auf den Kontrollen-
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Scaffolds an Tag 3 war signifikant gegenuber der Sekretion auf den Kontrollen-
Scaffolds an Tag 7.

Die Konzentration von IL-10 auf den Fibrillen-Scaffolds wies an Tag 1 einen Wert
von 5,3 + 2,0 pg auf. Dieser Wert sank an Tag 3 auf 3,0 + 0,9 pg. An Tag 7
wiederum zeichnete sich ein Anstieg auf einen Wert von 4,3 + 0,5 pg an.
Signifikant zeigte sich die Zytokin-Freisetzung von IL-10 auf den Fibrillen-
Scaffolds an Tag 7 verglichen mit dem Wert auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag

7.

m Beschichtung mKontrolle m=Fibrillen

8
7

o

c .

< —

s 5 W r

Q 4

5 T

2 . |

£

o 2

= _a
0 B .

d1 d3 d7

Zeit der Zellkultivierung in Tagen

Abbildung 10: IL-10 pro DNA. Sekretion von IL-10 in pg normiert auf DNA in ng aus den
Uberstéanden der auf den PnPrOx-Oberflachen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache),
Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales
Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache) kultivierten Monozyten/Makrophagen nach einem, drei
und sieben Tagen. (Mittelwerte £ SD, n=4), *p<0,05; 2p<0,05 vs. Kontrolle, d3
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3.3 Expression spezifischer M2-Makrophagen
Oberflachenmarker nach Kultivierung auf verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen

Die auf den verschiedenen PnPrOx-Oberflachen adhéarierten Zellen wurden in
ihre Bestandteile lysiert und im Western Blot auf die Expression der fur M2-
Makrophagen spezifischen Oberflachenmarker CD163 und CD2016 untersucht.
Dadurch sollten Rlckschlisse Uber den Differenzierungsgrad der adharierten
Makrophagen gezogen werden kdnnen. Die Saulendiagramme stellen jeweils die
Expression der beiden Oberflachenmarker nach 24 h und nach sieben Tagen

dar.

3.3.1 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Expression von CD163
Abbildung 11 zeigt die relative Expression von CD163 auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung. In Abbildung 12 sind die
Proteinbanden eines Spenders beispielhaft dargestelit.
Die relative Expression von CD163 auf den Beschichtungen lag an Tag 1 bei 0,9
1 0,3 und anderte sich im Vergleich zu Tag 7 (0,9 + 0,6) kaum.
Die relative Expression auf den Kontrollen-Scaffolds an Tag 1 zeigte einen Wert
von 2,0 £ 0,8 und sank an Tag 7 auf 1,0 £ 0,5.
Auf den Fibrillen-Scaffolds fand sich eine relative Expression von 2,1 £ 0,1 an
Tag 1, die sich Uber den Zeitverlauf bis Tag 7 leicht erhohte (2,3 + 0,9).
Die relative Expression von CD163 durch Makrophagen kultiviert auf fibrillaren
Scaffolds an Tag 7 war signifikant héher gegenlber der Expression durch
Makrophagen Kkultiviert auf den Beschichtungen sowie auf den Kontrollen-

Scaffolds an Tag 7.
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Abbildung 11: relative Expression von CD163. Die relative Expression des
Oberflachenmarkers CD163 von Makrophagen, normiert auf GAPDH. Makrophagen wurden auf
den PnPrOx-Oberflachen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache), Kontrolle
(dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit
fibrillenartiger Oberflache) kultiviert und nach einem wund sieben Tagen auf den
Oberflachenmarker CD163 untersucht. Normiert wurden die Werte auf das Haushaltsprotein
GAPDH. (Mittelwerte + SD, n=4), *p<0,05
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Abbildung 12: reprasentative Proteinbanden des Inmunoblots von CD163. Dargestellt sind
die Proteinbanden von CD163 und GAPDH eines Spenders auf den PnPrOx-Oberflachen
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache) (Bes), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit
glatter Oberflache) (K) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache)
(Fib) nach ein- (d1) und sieben-tagiger (d7) Kultivierung von Monozyten/Makrophagen.
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3.3.2 Einfluss verschiedener PnPrOx-Oberflaichen auf die

Expression von CD206
Abbildung 13 zeigt die relative Expression von CD206 auf den verschiedenen
PnPrOx-Oberflachen und der Dauer der Zellkultivierung. In Abbildung 14 sind die
Proteinbanden eines Spenders beispielhaft dargestelit.
Die relative Expression von CD206 der Makrophagen auf den Beschichtungen
lag an Tag 1 bei 0,4 £ 0,2 und verdoppelte sich auf 0,8 + 0,1 an Tag 7.
Der Wert der relativen Expression auf den Kontrollen-Scaffolds erhdhte sich
minimal von 0,7 £ 0,4 an Tag 1 auf 0,8 + 0,1 an Tag 7.
Die relative Expression auf den Fibrillen-Scaffolds verdoppelte sich von 0,6 £ 0,3
anTag1auf1,2+0,2an Tag 7 an.
Der Wert der relativen Expression von CD206 durch Makrophagen, die auf den
Fibrillen-Scaffolds kultiviert wurden, war an Tag 1 signifikant hdher gegenlber
dem Wert an Tag 7.
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Abbildung 13: relative Expression von CD206. Die relative Expression des
Oberflachenmarkers CD206 von Makrophagen, normiert auf GAPDH. Makrophagen wurden auf
den PnPrOx-Oberflachen Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache), Kontrolle
(dreidimensionales Scaffold mit glatter Oberflache) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit
fibrillenartiger Oberflache) kultiviert und nach einem und sieben Tagen auf den
Oberflachenmarker CD206 untersucht. Normiert wurden die Werte auf das Haushaltsprotein
GAPDH. (Mittelwerte + SD, n=4), ?p<0,05 vs. Fibrillen, d7
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Abbildung 14: reprasentative Proteinbanden des Immunoblots von CD206. Dargestellt sind
die Proteinbanden von CD206 und GAPDH eines Spenders auf den PnPrOx-Oberflachen
Beschichtung (zweidimensionale, glatte Flache) (Bes), Kontrolle (dreidimensionales Scaffold mit
glatter Oberflache) (K) und Fibrillen (dreidimensionales Scaffold mit fibrillenartiger Oberflache)
(Fib) nach ein- (d1) und sieben-tagiger (d7) Kultivierung von Monozyten/Makrophagen.
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4 Diskussion

Eine typische Reaktion des menschlichen Immunsystems nach Kontakt mit
einem Fremdstoff ist eine Abwehrreaktion. Diese ist nutzlich und hilfreich, um
potenziell gefahrliche Fremdkoérper zu beseitigen [102]. Bei Biomaterialien und
Implantaten ist eine ausgepragte Abwehrreaktion des Immunsystems allerdings
fur die Integration hinderlich. Die physiologische Fremdkdrperreaktion des
Korpers sollte daher dahingehend gelenkt werden, dass eine
Entzindungsreaktion maoglichst geringgehalten wird und das Biomaterial so
entzindungsfrei wie madglich einheilen kann [41]. Dies kann auf verschiedensten
Wegen erreicht werden, so kénnen z.B. entziindungshemmende Medikamente
wie nicht-steroidale Antirheumatika eingenommen werden, diese wirken
allerdings systemisch und kdénnen oftmals Nebenwirkungen hervorrufen [103].
Des Weiteren konnen die Materialeigenschaften von Biomaterialien eine
Integration begunstigen, indem sie méglichst inert sind, mit einer antibakteriellen,
die Einheilung begunstigenden Zellschicht Uberzogen sind [104] oder Uber eine
bestimmte  Oberflachenbeschaffenheit verfigen, welche Immunzellen
beeinflussen kdnnen [57].

Makrophagen spielen bei Entziindungsreaktionen eine bedeutende Rolle, da sie
mit zu den ersten Immunzellen gehdren, welche in Kontakt mit dem Fremdkdrper
treten, und durch die Expression verschiedenster Mediatoren wesentlichen
Einfluss auf die AusmalRe der Abwehrreaktion haben [41]. Je nach Stimulus
konnen sich Makrophagen in verschiedene Subtypen differenzieren, die vom
entzindungsférdernden M1-, Uber verschiedenste Mischformen, bis hin zum
entzindungshemmenden M2-Typ reichen [12]. Neben der induzierten
Differenzierung durch bspw. Zytokine, LPS, Immunkomplexe, Glukokortikoide
oder sonstige chemotaktische Mediatoren, kénnen Makrophagen auch allein
durch in vitro Kultivierung und Adharenz [105, 106] oder durch den Kontakt mit
der Oberflache eines Biomaterials spontan differenzieren [107].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Polymer PnPrOx einen Einfluss
auf die Proteinexpression von Makrophagen ausubt. So konnten Korrelationen

zwischen PnPrOx Proben und der Proteinexpression humaner Makrophagen
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allein aufgrund unterschiedlicher Topographien des verwendeten Polymers
gezeigt werden.

Bei Betrachtung der DNA-Mengen humaner Monozyten/Makrophagen, die nach
der Kultivierung auf den drei unterschiedlichen Proben nachgewiesen wurden,
konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die unterschiedlichen
Proben ermittelt werden. Folglich lasst sich daraus schlielen, dass potenzielle

Polarisierungsunterschiede nicht in Korrelation zur DNA-Menge stehen.

Interleukinausschiittung

Makrophagen koénnen eine groRe Bandbreite an biologisch aktiven Stoffen
freisetzen, die entzindungshemmend oder -férdernd sein kénnen oder auch
beide Funktionen in sich vereinen kdnnen [20, 32, 108].

IL-18 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches zu Beginn einer
Immunantwort gebildet und sezerniert wird und das sowohl die Freisetzung von
Akute-Phase-Proteinen stimuliert, wodurch die Korpertemperatur ansteigt, als
auch die Sekretion von Histamin fordert, wodurch die Gefale erweitert und die
Entzindungsstelle als solche lokalisiert wird [108]. Das Sekretionsprofil von IL-
18 in dieser Arbeit zeigt an, dass die beiden dreidimensionalen Proben eine
deutlich niedrigere Freisetzung von IL-13 aufweisen als die zweidimensionale
Beschichtung. Daher scheint die dreidimensionale Struktur einen positiven Effekt
auf die Herabregulierung dieses pro-inflammatorischen Zytokins zu haben.

IL-6 ist in seiner Wirkweise, je nachdem in welchem Umfeld es sich befindet,
sowohl als pro- als auch als anti-inflammatorisch einzustufen: so ist es zum einen
an Entzindungsreaktionen als auch in regenerativen Prozessen wie der
Gewebereparatur beteiligt [108, 109]. Die Zytokin-Freisetzung von IL-6 war zu
Beginn der Kultivierung auf den Beschichtungen, verglichen mit den beiden
dreidimensionalen Scaffolds, signifikant verstarkt, wodurch auch diesbezuglich
ein positiver Einfluss der dreidimensionalen Struktur zu erkennen war. Daraus
lasst sich vermuten, dass die pro-inflammatorischen Effekte von IL-6 zu Beginn
der Kultivierungsdauer auf den fibrillaren Scaffolds, verglichen zu der

Beschichtung, abgeschwacht werden und die entzindungshemmenden
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Eigenschaften, wie bspw. die Gewebereparatur, gegen Ende der
Kultivierungsdauer Uberwiegen [109].

Ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin ist IL-8, das fur die chemotaktische
Rekrutierung von Immunzellen in entziindetes Gewebe verantwortlich ist [110].
Allerdings spielt es eine ebenso wichtige Rolle bei der Angiogenese: hier regt es
uber VEGF Endothelzellen zur Teilung und Migration und somit zur Angiogenese
an [110, 111]. Die in dieser Untersuchung beobachtete Hochregulierung von IL-
8 auf den fibrillaren Scaffolds deuten einen positiven Effekt auf die Angiogenese
und somit auch den Gewebeaufbau und die Vaskularisation an. Dies haben auch
Tan et al. gezeigt, die die Rolle von dreidimensionalen Scaffolds und
menschlichen Tumorzellen auf die Angiogenese untersucht und dabei festgestellt
haben, dass IL-8 einen grof’en Einfluss auf die Rekrutierung von Endothelzellen
und somit die Neubildung von Gefallen ausubt [112].

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin, welches von M2-Makrophagen
freigesetzt wird [27]. Dabei nimmt es eine wichtige Rolle in der Regulation von
Entzindungsreaktionen ein, da es die Fahigkeit besitzt, die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-13, IL-6, IL-8 und TNF-a von Makrophagen zu
hemmen [113, 114]. Ferner zeigen Makrophagen in Anwesenheit von IL-10 eine
niedrigere Sensitivitat gegentber IFN-y und weisen eine verminderte mikrobizide
Aktivitat auf [115]. Durch diese Eigenschaft kdnnte die konstante Ausschuttung
von IL-10, die den Testergebnissen zufolge signifikant héher auf den fibrillaren
Scaffolds war, eine Polarisierung von Makrophagen durch IFN-y in ihren
entzindungsférdernden M1-Typ verhindern und entstehende
Entzindungsprozesse unterdricken. Die hohere Ausschuttung von IL-10 auf den
fibrilldaren Strukturen im Vergleich zu den anderen beiden Proben deutet darauf
hin, dass die strukturierte Topographie einen positiven Effekt auf die Freisetzung
von IL-10 und somit auf die Regulierung der Entziindungsreaktion und ihren anti-

inflammatorischen Einfluss hat.
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Expression der Oberflaichenmarker

Eine weitere Moglichkeit der Zellkommunikation besteht in der Expression
verschiedener Oberflachenmarker, die von anderen Immunzellen erkannt
werden und, je nach deren Funktion, eine bestimmte Reaktion fordern oder
hemmen bzw. hoch- oder herunterregulieren [34]. CD163 ist ein
Oberflachenmarker, der verstarkt von M2-Makrophagen als Antwort auf einen
entzindungshemmenden  Stimulus exprimiert und daher mit anti-
inflammatorischen Vorgangen in Verbindung gebracht wird [116, 117]. In
Makrophagen, die in Kontakt mit IL-4, IL-6, IL-10 oder Glukokortikoiden kommen,
wird die Expression von CD163 erhoht, wohingegen Mediatoren wie IFN-y, TNF-
a und LPS die Expression von CD163 in Makrophagen vermindern [116, 118-
120].

CD206, ebenfalls ein Oberflachenmarker, wird von menschlichen M2-
Makrophagen exprimiert und mit anti-inflammatorischen Prozessen in
Verbindung gebracht [118, 119, 121]. Sinkt die Konzentration von CD206, so
steigt der Serumspiegel pro-inflammatorischer Proteine, was andeutet, dass
CD206 eine Rolle in der Auflésung von Entziindungsreaktionen spielt und dafur
sorgt, dass Entziindungsfaktoren aus dem Blut gefiltert werden [122].

Auf den fibrillaren Scaffolds, verglichen mit den glatten Scaffolds und den
Beschichtungen, war die beobachtete Expression von CD163 in Makrophagen
konstant und héher und die Expression von CD206 hochreguliert, was in
Kombination mit den Sekretionsprofilen der Zytokine flr eine positive
Beeinflussung der fibrillaren Strukturen in Bezug auf die Immunantwort der
Makrophagen auf den Fremdkdrper PnPrOx spricht. Ferner konnte bereits
nachgewiesen werden, dass menschliche Makrophagen, die auf strukturierten
Oberflachen kultiviert wurden, ebenfalls eine erhdhte Expression von CD163
aufwiesen [123]. Des Weiteren konnte bei in vivo Versuchen gezeigt werden,
dass Makrophagen, die sich in entzindetem Gewebe um eine frisch
implantiertes, polymeres Biomaterial befanden, eine erhdhte Expression von
CD206 aufgewiesen haben [124].
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vier Zytokin-Sekretionsprofile und
der beiden Oberflachenmarker, dass die kultivierten Makrophagen von allen drei
Oberflachenstrukturen von PnPrOx beeinflusst wurden. Im Vergleich zum Beginn
wurden am Ende der Kultivierungsdauer, besonders auf den fibrillaren Scaffolds,
M1-typische Marker vermindert und gleichzeitig M2-typische Marker vermehrt
ausgeschuttet. Brown et al. haben in ihrer Studie nachgewiesen, dass dieses
Verhaltnis, eine hohe Konzentration an M2-Makrophagen und eine niedrige
Konzentration an M1-Makrophagen, die Integration und Einheilung implantierter
Biomaterialien begunstigt [46]. Des Weiteren haben Badylak et al. in ihrer Studie
im Rattenmodell gezeigt, dass es einen Zusammenhang zwischen der
Polarisierung von Makrophagen und der Einheilung und Integration von
Implantaten und Biomaterialien gibt: traten vermehrt M1-Marker auf, so wies das
Implantationsumfeld nach 16 Wochen eine chronische Entziindung auf, bei einer
erhohten Konzentration von M2-Markern befand sich das Implantationsumfeld
nach demselben Beobachtungszeitraum in einem heilenden
Gewebeumbauprozess [44]. In Anbetracht der Ergebnisse unterstreicht dies die
positive Eigenschaft von PnPrOx in Bezug auf die Reaktion der Makrophagen,
besonders auf den fibrillaren Oberflachenstrukturen. Dies deckt sich ebenfalls mit
der Studie von Bartneck et al, in welcher gezeigt wurde, dass die
Oberflachenbeschaffenheit beim Design von Biomaterialien ein einflussreiches
Mittel darstellt, um die Reaktion von Immunzellen zu beeinflussen [109].

Allgemein war die Proteinexpression von M2-Markern durch Makrophagen auf
den fibrillaren Scaffolds in dieser experimentellen Studie deutlich erhoht,
verglichen mit den zweidimensionalen Beschichtungen und gegen Ende der
Kultivierungszeit auch mit den unstrukturierten, glatten Scaffolds. Ebenso ist die
Sekretion der M1-Marker auf den Beschichtungen stets deutlich hdher
ausgefallen als auf den dreidimensionalen Scaffolds. Diese Resultate bei den
Beschichtungen konnten sich womaoglich dadurch erklaren lassen, dass eine
zweidimensionale Beschichtung deutlich geringer der naturlichen Umgebung von
Zellen entspricht als ein dreidimensionales Scaffold, welches aus demselben
Biomaterial mit identischen, biochemischen Eigenschaften besteht. Die hier

erzielten Ergebnisse mit den Beschichtungen entsprechen annahernd denen
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bereits vorausgegangener Studien, die zeigten, dass Untersuchungen mit
zweidimensionalen Zellkulturen schlecht vorhersagbare Daten fur weiterfiUhrende
Tests lieferten [125-127]. Versuche auf zweidimensionalen Proben stellten sich
oftmals als insuffizient heraus und sind den mittlerweile hohen Anforderungen
der zellbiologischen Forschung nicht mehr gewachsen [128, 129].

Studien zu dreidimensionalen Zellkulturen bzw. Scaffolds haben gezeigt, dass
Zellen auf dreidimensionalen Zellkulturen eher ihrem in vivo Verhalten Gene
exprimieren und Botenstoffe sezernieren als auf zweidimensionalen Zellkulturen
[130, 131]. Ferner wurde gezeigt, dass bei in vitro Untersuchungen mit
dreidimensionalen Scaffolds das Zellwachstum, die Zellorganisation und deren
Differenzierung begunstigt wurden und deutlich ndher an den physiologischen in
vivo Verhaltnissen lagen als bei zweidimensionalen Zellkulturen. Aussagekraftige
Ruckschlisse auf deren tatsachliches in vivo Verhalten lassen sich daher
deutlich fundierter aus Ergebnissen auf dreidimensionalen als auf
zweidimensionalen Zellkulturen bzw. Scaffolds ziehen.

Unter den gegebenen Umstanden kénnten fur die Herunterregulierung der M1-
Marker auch die Eigenschaften von PnPrOx eine entscheidende Rolle spielen,
da dessen Materialeigenschaften eine hohe Biokompatibilitdt und einen hohen
Verbergungsgrad, also die Unfahigkeit des Immunsystems einen Fremdstoff als
solchen zu erkennen, aufweisen [66, 78]. Dies wurde auch erklaren, warum bei
den glatten Scaffolds die Sekretion aller Zytokine am Ende der Kultivierungszeit
deutlich herunterreguliert wurde. Unter Einbeziehung dieser Eigenschaften von
PnPrOx lasst sich vermuten, dass die glatten Scaffolds von den Makrophagen
nicht als Fremdkorper angesehen wurden und die typischen M1- Marker
herunterreguliert wurden. Auf den fibrillaren Scaffolds wurden die M2-Marker
hochreguliert, da hier anzunehmen ist, dass allein die Topographie dazu fluhrte,
dass sich die Makrophagen in den langlichen M2-Typ polarisierten und
dementsprechend  M2-Marker  exprimierten und  sezernierten.  Der
Versuchsaufbau schloss jegliche andere Differenzierungseinflisse auf die
Makrophagen aus. Die Ergebnisse sind vor allem hinsichtlich der Tatsache zu
beachten, dass Makrophagen zu den ersten Immunzellen gehéren, die mit einem

Fremdkorper, wie z.B. implantierten Biomaterialien, in Kontakt treten und weitere
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Immunzellen zum Ort des Geschehens rekrutieren [41]. Somit kdnnen sie einen
grol3en Einfluss auf den Verlauf der Einheilung eines Biomaterials nehmen.
Daher scheint vielversprechend, dass die Resultate, gemessen anhand der
typischen Marker, ein flir die Regeneration gunstiges Expressionsspektrum
aufweisen, welches als prognostisch gunstig fur die Einheilung und Integration
von implantierten Biomaterialen zu bewerten ist [46, 132]. Bei natlrlichen
Verletzungen oder Entzindungen finden sich im Anfangsstadium (die ersten drei
Tage) vermehrt M1-Makrophagen, danach (vom vierten bis zum zehnten Tag)
dominieren M2-Makrophagen [133, 134], daher liegt nahe, dass Biomaterialien,
die zuerst den M1- und danach den M2-Typ fordern und begunstigen, dem
physiologischen Verhalten von Makrophagen wahrend der Wundheilung
entsprechen und als gunstig fir die Vaskularisation und Integration von
Biomaterialien und Implantaten zu betrachten sind [135].

Aufnahmen der Scaffolds bzw. der Beschichtung nach sieben Tagen der
Kultivierung mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) (Abb. 15, A-C) zeigen
die unterschiedlichen Morphologien, welche Makrophagen auf den drei PnPrOx-
Oberflachen einnahmen. Kleine, eher rundliche Makrophagen befanden sich
sowohl auf der zweidimensionalen Beschichtung (Abb. 15, A) als auch auf den
glatten Scaffolds (Abb. 15, B). Auf den fibrillaren Strukturen befanden sich eher
langliche Makrophagen (Abb. 15, C), die parallel zu den Fasern lagen und deren
langliche Form der Literatur zufolge mit entzindungshemmenden M2-
Makrophagen assoziiert wird [57]. Die auf den REM Bildern zu beobachtenden,
unterschiedlichen Polarisierungen der Makrophagen scheinen Oberflachen-
vermittelt zu sein. Dies wurde bereits von McWhorter et al. fur murine
Makrophagen beschrieben [57] und die aus dieser Arbeit resultierenden

Ergebnisse scheinen dies auch fur humane Makrophagen zu bestatigen.
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Abbildung 15: REM-Aufnahmen nach sieben Tagen der Kultivierung von
Monozyten/Makrophagen auf unterschiedlichen PnPrOx-Oberflichen. A: REM-Aufnahme
einer zweidimensionalen Beschichtung. Auf der Beschichtung befinden sich nach sieben
Tagen der Kultivierung viele kleine, rundliche Makrophagen, die sich zu aggregierten Biindeln
sammeln. B: REM-Aufnahme eines glatten Scaffolds. Auf dem glatten Scaffold sind nach
sieben Tagen der Kultivierung gréfRere, rundliche, etwas abgeflachte Makrophagen zu finden. C:
REM-Aufnahme eines fibrilliren Scaffolds. Nach sieben Tagen der Kultivierung befinden sich
auf dem fibrillaren Scaffold langliche Makrophagen, die sich entlang der fibrillaren Strukturen des
Scaffolds ausrichten und eine Lange von bis zu 50 uym erreichen kénnen. (Mal3stabsbalken: A:
20um; B, C: 10um) (mit freundlicher Genehmigung von Matthias Ryma und Tina Tylek)

Fazit

Basierend auf den Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass sich PnPrOx als
ein vielversprechendes, biokompatibles Polymer herausstellt und einen
entzindungshemmenden Effekt auf Makrophagen ausltbt. Dabei konnte
festgestellt werden, dass das Design eines Biomaterials einen beachtlichen
Einfluss auf die Immunantwort und damit auch im weiteren Sinne die
Differenzierung von Makrophagen hat. Beide dreidimensionalen Scaffolds waren
hinsichtlich der M2-Polarisierung der Beschichtung uberlegen. Insbesondere
Makrophagen auf den Scaffolds mit der fibrillaren Oberflachentopographie haben

verstarkt entzindungshemmende M2-Mediatoren und deutlich weniger
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entzindungsférdernde M1-Marker exprimiert. Die fibrillare Morphologie der
Oberflache in Kombination mit PnPrOx als biokompatibles Biomaterial scheint
einen immunomodulatorischen Effekt auf die menschlichen Makrophagen
auszulben und konnte dabei eine ausgepragte Entzindungsreaktion abmildern
und gleichzeitig einen entzindungshemmenden Effekt haben. Weitere
Forschung, die die genauen biochemischen Hintergrinde dieses
entzindungshemmenden Effekts beleuchtet, kdnnten den erfolgreichen Weg von
PnPrOx in seiner dreidimensionalen, strukturierten Form fortfihren. Ein besseres
Verstandnis dieses Polymers koénnten in vivo Versuche liefern, um das
Oberflachendesign weiterzuentwickeln und dahingehend zu optimieren, die
Fremdkorperreaktion im Implantationsumfeld mdglichst positiv in Bezug auf
Einheilung und Integration des Biomaterials zu gestalten. Da Makrophagen eine
ebenso wichtige Rolle bei der Angiogenese und des Gewebeumbaus spielen,
konnte sich weiterfihrende Forschung mit der direkten Vaskularisation von
dreidimensionalen Scaffolds ebenfalls als erfolgsversprechend zeigen. Damit
offnet sich mit PnPrOx als Biomaterial in Kombination mit der dreidimensionalen,
fibrilldren Topographie ein breites Feld fur weitere Forschung im Bereich des

Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin.
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5 Zusammenfassung

Biomaterialien fihren bei ihrer Implantation unweigerlich zu einer Aktivierung des
Immunsystems und somit zu einer Fremdkoérperreaktion, wodurch die Funktion
des Biomaterials eingeschrankt werden kann und es im ungunstigsten Fall
entfernt werden muss.

PnPrOx ist ein synthetisches Polymer, das eine hohe Biokompatibilitat aufweist
und als Implantations- und Biomaterial in Frage kommt. Durch die Technik Melt
Electro Writing ist es mdoglich, dreidimensionale PnPrOx-Scaffolds mit
unterschiedlichen Topographien (fibrillar und glatt) herzustellen. Als
zweidimensionale Kontrolle diente eine PnPrOx-Beschichtung. Gegenstand
dieser Arbeit war es, den Einfluss dieser drei unterschiedlichen Oberflachen auf
die Polarisierung primarer, humaner, aus Monozyten differenzierter
Makrophagen hin zu beurteilen. Anhand der Proteinanalysen spezifischer M1-
(IL-1B, IL-6, IL-8) und M2- (CD163, CD206, IL-10) Marker durch Western Blots
und ELISAs wurde die Oberflachen-abhangige Differenzierung der Makrophagen
untersucht.

Die Proteinexpression und die Zytokin-Freisetzung zeigten einen anti-
inflammatorischen Effekt von PnPrOx auf die menschlichen Makrophagen.
Dieser Effekt konnte verstarkt auf den fibrillaren Scaffolds beobachtet werden.
Hier stieg die Expression entzindungshemmender M2-Marker wahrend
gleichzeitig die Expression entziindungsférdernder M1-Marker sank.

Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Effekt des Polymers PnPrOx mit seinen
unterschiedlichen Topographien auf die Polarisierung von Makrophagen. Die
strukturierte, fibrillare Oberflache scheint hierbei in seiner Form den
entzindungshemmenden M2-Typ zu férdern. Dadurch &ffnet sich ein breites Feld
fur weitere Studien zu Oberflachen-vermittelten Zellreaktionen im Bereich des
Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin. Weiterfuhrende Forschung
im Bereich des Designs von Biomaterialien kdonnte dazu flhren, durch die
Topographie eines Biomaterials dessen Verhalten und Interaktion mit
Immunzellen positiv. zu beeinflussen, um so Entzindungsreaktionen
abzuschwachen und gleichzeitig die Einheilung und Integration des Biomaterials

zu fordern.
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