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1. Einleitung

1.1 Tissue Engineering

Der Verlust von Gewebe oder ganzen Organen aufgrund von Trauma, Tumoren,
Infektions- oder Erbkrankheiten ist eine der groften Herausforderungen fir das
medizinische Gesundheitssystem (Langer und Vacanti 1993). Wenn dieser
Gewebsverlust zu grol3 ist, ist eine chirurgische Behandlung erforderlich. Diese
beinhaltet Gewebstransplantation, von einem Individuum zu einem anderen
(allogenes Transplantat), die Gewebeentnahme an einer gesunden Stelle des
betroffenen Individuums (autologes Transplantat), oder kiinstlichen Ersatz wie
Herzklappen oder synthetische Geféalitransplantate. Diese Strategien wurden zwar in
letzter Zeit drastisch entwickelt, sind aber mit Nachteilen verkoppelt wie
Spendermangel, hohen Kosten und den Nebenwirkungen von Immunsuppression,
welche bei Organtransplantation von Bedeutung ist, um eine AbstoRung des
Gewebes zu verhindern (lkada 2006; Lalan et al. 2001). Die Morbiditat der
Donorstelle verursacht durch die Gewebeentnahme und die Verfligbarkeit der
Gewebe limitieren die autologe Transplantation. Die kinstlichen Erséatze sind mit
einer eingeschrankten Biokompatibilitat verbunden, die zu Entziindungen an der
Implantationsstelle, und einer begrenzten Kompensation der verlorenen
Gewebefunktion fihren kann (Lalan et al. 2001).

Um all diese Nachteile zu Gberwinden, wurde in den letzten Jahrzehnten ein neuer
Ansatz zur Kompensation von verlorenem oder beschadigtem Gewebe entwickelt,
der als ,Tissue Engineering“ bezeichnet wurde. Tissue Engineering ist ein
interdisziplindres Feld, das die Prinzipien des Ingenieurwesens und der
Biowissenschaften auf die Entwicklung biologischer Ersatzstoffe anwendet, die die
Gewebefunktion oder ein ganzes Organ wiederherstellen, erhalten oder verbessern
(Langer und Vacanti 1993). Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Strategien zur
Wiederherstellung der Gewebefunktionen entwickelt, die kirzlich unter dem
breiteren Feld der regenerativen Medizin zusammengefasst wurden (Hutmacher et
al. 2007). Der zellbasierte Ansatz beruht auf der Anwendung von Zellen allein, die
injiziert oder als Zellblatter angewendet werden kénnen. Beispiele dafur sind
Knochenmarktransplantation und Stammzellinjektion. Der matrixbasierte Ansatz

oder die gefiihrte Geweberegeneration basiert auf Wachstumsfaktor freisetzenden



Matrizen, die implantiert werden, um die Regeneration des geschéadigten oder
gestorten Gewebes zu potenzieren und zu steuern. Eine Kombination von diesen
Anséatzen um Gewebeverbindungen zu erzeugen, die dem urspriinglichen Gewebe
ahnlich sind, reprasentiert allerdings die derzeit beliebteste Strategie (Vacanti und
Langer 1999). Das ultimative Ziel dieser Tissue Engineering-Strategie ist es,
unabhangig von Organ- oder Gewebeentnahme und der Verwendung kunstlicher
Gerate zu werden, indem Gewebe entworfen und konstruiert werden, die den
spezifischen Anforderungen und Bedurfnissen jedes einzelnen Patienten
entsprechen (Vacanti und Langer 1999). Um dieses Ziel zu erreichen, werden
Zellen, die spezifisch fur das zu restaurierende Gewebe sind, oder geeignete
Vorlauferzellen, die das Potenzial haben, sich von diesem Zelltyp zu unterscheiden,
mit minimalem Trauma (z. B. aus Blutproben oder Knochenmarkaspiration) aus dem
Patienten isoliert und ex-vivo durch Zellkulturtechniken expandiert und auf
konstruierten Gerusten (Scaffolds) ausgesét, die der extrazellularen Matrix des
Zielgewebes @hneln (Hutmacher et al. 2007). Das Gerlst besteht typischerweise aus
Komponenten mit &hnlichen Eigenschaften wie die gewebespezifische extrazellulare
Matrix, ermoglicht eine strukturelle Unterstitzung, wodurch eine voribergehende
dreidimensionale Migration und Differenzierung der Zellen ermdglicht wird - und wird
idealerweise mit der gleichen Geschwindigkeit abgebaut, mit der die migrierten
Zellen erzeugt werden (Chan und Leong 2008). Wachstumsfaktoren sind ebenfalls in
Tissue Engineering immer essenzieller geworden. Wachstumsfaktoren sind Proteine
oder Polypeptide, die von Zellen sekretiert werden und an extrazellulare oder
intrazellulare Rezeptoren binden, um die Proliferation, Migration und Differenzierung
der sekretierenden Zellen (autokrin) oder benachbarter Zellen (parakrin) zu
regulieren (Heinrich et al. 2014). Es wurden mehrere Wachstumsfaktoren
identifiziert, die fur die Entwicklung spezifischer Gewebe wichtig sind. Die
Einbeziehung dieser Wachstumsfaktoren in die Gerustmatrix zur kontrollierten
Freisetzung ist ein vielversprechender Ansatz zur weiteren Verbesserung des Tissue
Engineering-Prozesses. Ebenso wichtig ist die Funktionalisierung der Geriste mit im
menschlichen Kdrper und/oder natirlich vorkommenden Verbindungen, was im
Folgenden dargestellt wird. Daher stellen Geruste, Zellen und Wachstumsfaktoren
bis heute die drei Grundkomponenten der meisten Tissue Engineering-Ansatze dar
(Ikada 2006).
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1.2 Tissue Engineering und Wundheilung

Die Haut ist das groéf3te Organ des Korpers und hat eine Reihe von Funktionen;
Schutz vor aul3eren Einflissen, Regulierung des Warmehaushalts, Speichern von
Wasser, Fett und Salzen, Beteiligung an der kérpereigenen Vitamin-D-Synthese und
Auscheideorgan. Hautkompartimente, Epidermis und Haarfollikel beherbergen
Stammzellen, die fir die Homodostase und Regeneration der Haut unverzichtbar
sind. Diese Stammzellen tragen auch zur Wundheilung bei, die eine hoch
organisierte und koordinierte Reihe von Prozessen ist, die zur Wiederherstellung der
Gewebeintegritat und der Funktion von geschadigtem Gewebe fiihren. Das
Ineinandergreifen von Entziindung, Regeneration und Reparation wird durch die
Wundheilung an der Haut veranschaulicht. Die exsudative Phase zeichnet sich
durch die akute fibrinbse Entziindungsreaktion aus, die resorptive und reparative
Phase ahneln der chronisch-granulierenden Entziindung. Allerdings wird Kklinisch bei
normaler Wundheilung nicht von einer Entziindung gesprochen. Grundsatzlich wird
zwischen der Wundheilung per primam intentionem (PP-Heilung) und der Heilung
per secundam intentionem (PS-Heilung) unterschieden. Bei PP-Heilung handelt es
sich um eine unkomplizierte Wundheilung, wobei die Wundrander gut aneinander
liegen, suffizient durchblutet sind und keimarme Wundverhaltnisse vorhanden sind.
Wahrend die PS-Heilung bei groReren Gewebsdefekten, Nekrosen und /oder

Waundinfektion in Gang gesetzt wird.

Erfolglose Wundheilungsprozesse fihren haufig zu nicht heilenden Wunden.
Chronische Wunden werden durch die Erschépfung von Stammzellen und eine
Vielzahl anderer zellularer und molekularer Mechanismen verursacht, z.B. vendse
oder arterielle Insuffizienz, Diabetes, Nierenerkrankung, Trauma, fortgeschrittenes
Alter, Fremdkdorper, Stérung der Regulation des Entziindungsprozesses und /oder

beeintrachtigter Erndhrungs- oder Immunstatus (Ojeh et al. 2015).

1.3 NPWT

Eine verzogerte Wundheilung insbesondere bei schwierigen Wunden und bei alteren
Menschen mit Begleiterkrankungen ist ein grof3es Problem. Es fiihrt zu Schmerzen,
Morbiditat, verlangerter Behandlung und erfordert grof3e rekonstruktive Operationen,

die eine enorme soziale und finanzielle Belastung darstellen. Die negative pressure
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wound therapy (NPWT) ist eine Alternative der Wundversorgung, die den Unterdruck
nutzt, um die Wunde fir die Spontanheilung oder durch weniger rekonstruktive
Optionen vorzubereiten. Die Methode der NPWT-Anwendung umfasst ein
grundliches Debridement, eine ausreichende Blutstillung und das Anlegen eines
sterilen Schaumverbands. Ein gefensterter Schlauch wird in den Schaumstoff
eingebettet und die Wunde mit Klebeband luftdicht verschlossen. Der
Fensterschlauch ist an eine Vakuumpumpe mit Flissigkeitssammelbehalter
angeschlossen. Die Maschine liefert kontinuierliche oder intermittierende Absaugung
im Bereich von 50 bis 125 mmHg. Die NPWT-Verbande werden am 3. Tag
gewechselt. Die Unterdrucktherapie stabilisiert das Wundmilieu, reduziert die
Wundodeme somit die bakterielle Belastung, verbessert die Gewebedurchblutung
und stimuliert Granulationsgewebe und Angiogenese. All dies verbessert die
Moglichkeit des primaren Wundverschlusses und reduziert den Bedarf an
plastischen Eingriffen. Die NPWT-Therapie scheint im Hinblick auf die Verringerung
des Wundvolumens, der Wundtiefe, der Behandlungsdauer und der Kosten
einfacher und effektiver als herkdmmliche Wundauflagen fir die Behandlung
schwieriger Wunden zu sein (Agarwal et al. 2019).

Ein Funktionstest wurde durch das Projektpartner durchgefthrt. Dabei wurde
festgestellt, dass die in dieser Arbeit untersuchten Prototyp- Biomaterialien: die
Kollagenvliese und Deckmembrane NPWT-geeignet sind. Essenzielle Eigenschaften
dabei waren die Porositat, Zugfestigkeit und Bestandigkeit der Prototypen.

Im Rahmen der NPWT ist die Porositat dieser Prototyp-Biomaterialien unabdingbar,
da das Abtransport von Wundsekret dabei sehr entscheidend ist. AuRerdem sollten
sie so biodegradierbar sein, dass der Verbandswechsel nicht zwingend notwendig ist
und somit die Zerstérung der neu gebildeten Gewebe verhindert ist. In dieser
Hinsicht sollten die Kollagenvliese ebenfalls die Zellmigration und die

Vaskularisierung durch die offenporige Struktur ermdglichen.

1.4 Angiogenese

Die Induktion von De-novo-Blutgefal3en ist entscheidend, um eine erfolgreiche
Zellmigration und Proliferation auf den verschiedenen Biomaterial-Gerlsten zu
erzielen. Angiogenese wird als grundlegendes Verfahren bei der Regeneration und
Wiederherstellung verschiedener Gewebe angepriesen. Wahrend der Wundheilung

dringen angiogene Kapillarsprossen in das Fibrin/Fibronektin-reiche Wundgerinnsel

11



ein und organisieren sich innerhalb weniger Tage zu einem mikrovaskularen
Netzwerk im gesamten Granulationsgewebe. Zwischen Endothelzellen,
angiogenetischen Zytokinen, wie FGF, VEGF, TGF-beta, Angiopoietin und
Mastzelltryptase, und der Umgebung der extrazellularen Matrix (ECM) tritt eine
dynamische Interaktion auf.

Spezifische Endothelzellen-ECM-Rezeptoren sind entscheidend fir diese
morphogenetischen Veranderungen in Blutgefal3en wéahrend der Wundheilung.
Einige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Wund-ECM die Angiogenese
teilweise durch Modulation der Integrin-Rezeptor-Expression regulieren kann
(Tonnesen et al. 2000; Koivisto et al. 2014). Die Wundangiogenese scheint auch
durch die Interaktion von Endothelzellen mit der spezifischen dreidimensionalen
ECM-Umgebung im Wundraum reguliert zu werden. Das Verstandnis der
molekularen Mechanismen, die die Wundangiogenese regulieren, insbesondere wie
ECM den Bedarf an ECM-Rezeptoren und angiogenetischen Faktoren moduliert,
kénnte neue Ansatze fur die Behandlung chronischer Wunden bieten (Tonnesen et
al. 2000).

Ein aul3erst potenter pro-angiogener Faktor ist der vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF), der eine mitogene und anti-apoptotische Wirkung auf
Endothelzellen hat, die vaskulare Permeabilitéat erhéht und die Zellmigration fordert
(Melincovici et al. 2018). Aufgrund dieser Wirkungen tragt es aktiv zur Regulierung
der normalen und pathologischen angiogenetischen Prozesse bei. Beim Menschen
besteht die VEGF-Familie aus mehreren Mitgliedern, wie z.B. VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, die an Tyrosinkinase-Zellrezeptoren (VEGFRS) binden:
VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3. Sowohl VEGF als auch VEGFRs werden nicht
nur auf Endothelzellen, sondern auch auf Nicht-Endothelzellen exprimiert. Wéhrend
VEGFR-1 und VEGFR-2 Uberwiegend auf vaskularen Endothelzellen exprimiert
werden, wird VEGFR-3 insbesondere auf lymphatischen Endothelzellen exprimiert.
VEGFR-2 hat die starkste pro-angiogenetische Aktivitat und eine hdohere
Tyrosinkinase-Aktivitat als VEGFR-1 (Melincovici et al. 2018).

1.5 Proanthocyanidine und die Angiogenese

Proanthocyanidine sind natirlich vorkommende polyphenolische Verbindungen, die
sich in der chemischen Struktur, pharmakologischen Wirkung und Eigenschaften

unterscheiden und in Frichten, Gemuse, NUssen u.v.a. weit verbreitet sind. PACs
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gehoren zu einer grél3eren Klasse von reichlich vorhandenen, pflanzlichen
Verbindungen, Flavonoiden, die vor allem aufgrund ihrer signifikanten antioxidativen
Aktivitat und Fangerkapazitaten fur freie Radikale zahlreiche wertvolle
gesundheitliche Wirkungen haben. Traubenkerne sind eine reichliche Quelle fir
Proanthocyanidin (PACs) (Shejawal et al. 2020). Beeren sind reich an
Proanthocyanidin, Flavonoidglykosiden, die fur die rote, violette und blaue Farbe der
Frichte verantwortlich sind. Es hat sich gezeigt, dass die Aufnahme von PAC Uber
die Nahrung den allgemeinen antioxidativen Abwehrstatus verbessert (Shejawal et
al. 2020). Zudem wurden die die vaskulare endotheliale Funktion modulierenden
Eigenschaften von Proanthocyanidin-reiche-Nahrung untersucht. Dabei wurde
festgestellt, dass PAC morphologische Verdnderungen in Endothelzellen mit
Reorganisation des Aktinzytoskeletts sowie Veranderung der Tyrosinkinase-
Signalisierung ausléste. Dies war eine wichtige Beobachtung, da laminare Strébmung
eine wichtige schitzende Rolle im Gefaldsystem spielt, indem sie einen gesunden
endothelialen Phanotyp induziert, der durch Resistenz gegen Atherombildung
gekennzeichnet ist, die Vasodilatation fordert und einen antithrombotischen Zustand
verleiht (Caton et al. 2010).

Die Inkorporation von PAC in den untersuchten Prototyp-Biomaterialien sollte zu den
genannten Vorteilen einen positiven Einfluss auf den essenziellen Faktor, die
Angiogenese, haben. Esposito et al. (2019) zeigte, dass PAC die Produktion von
VEGF erhohte, der die frihe Angiogenese bei der Einleitung der Wundheilung
stimuliert.

Die Angiogenese koénnte auch pathologisch sein, wie bei der Tumorgenese der Fall
ist. Bewundernswert sind die starken chemopraventiven Eigenschaften von GSPE
(grape seed proanthocyanidin extract), was durch die anti-angiogenetische
Eigenschatft erzielt wurde.

Roy et al. (2002) zeigte, dass GSPE die H202 sowie TNFa induzierte VEGF-
Expression durch die humanen Keratinozyten inhibiert. Huang et al. (2012) stellte die
Hypothese auf, dass GSPEs mehrere Signalwege modulieren, um anti-
angiogenetische Wirkungen zu zeigen, unter anderem die Herunterregulierung
sowohl des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors als auch des Angiopoietin-

Signalwegs.
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1.6 Cocultures

Bildung und Erhaltung der reifen Epidermis, die aus basalen, stacheligen, granularen
und verhornten Schichten besteht, beruhen auf einem kontinuierlichen Prozess der
Zellproliferation und der terminalen Differenzierung. Ein genaues Verstandnis dieser
komplexen Konstruktion mit stark vaskularisiertem dynamischem System des
Hautgewebes bzw. der komplexen Abhangigkeiten zwischen verschiedenen Zellen
und Zelltypen wirde weitere Einblicke in die stark regulierten Prozesse wahrend der
Wundheilung, namlich die Angiogenese, ermdglichen, um ein Konstrukt fur
Implantatzwecke im Skin Tissue Engineering zu entwickeln. Aus diesem Hintergrund
sind in dieser Studie Co-Kulturen bestehend aus priméaren Fibroblasten und
Endothelzellen zum Einsatz gekommen, um die in-vivo-Situation nachzuahmen, und
die Rolle bestimmter Wachstumsfaktoren, besonders VEGF, wahrend der
Angiogenese zu untersuchen, ihre Expression in dieser Co-Kulturen zu beobachten
und nach bestimmter Zeit Kultivierung zu vergleichen.

Battiston et al. (2014) zeigte, dass die Co-Kultur Systemen zur Stimulierung einer
gewtinschten biologischen Reaktion, basierend auf das Cross-Talk zwischen den
unterschiedlichen Zelltypen, utilisiert werden. Solche Reaktionen sind beispielsweise
die Angiogenese, die Regeneration von verschiedenen Geweben wie die Haut,
Muskeln, Knochen, Knorpel. Dementsprechend wurden verschiedene Co-Kulturen
angewendet, um diese biologischen Reaktionen zu untersuchen. Daher ist es
wichtig, dass Biomaterialien als ein integrales Element bei der experimentellen
Gestaltung von Co-Kultur Systemen betrachtet werden, anstatt sich ausschlief3lich
auf die biochemischen Reaktionen der Zellkomponenten zu konzentrieren. Vor
diesem Hintergrund sind die Studien, die Co-Kulturen utilisieren, hilfreich, um die
Biokompatibilitdt und Verwendung eines bestimmten Biomaterials fur ein bestimmtes

Zielorgan zu untersuchen.

2. Ziel der Arbeit

Gesamtziel des Projektes war die Entwicklung eines neuartigen
Wundheilungssystems auf Kollagenbasis, welches zur Kombination mit der
Unterdruck-Wundtherapie (negative pressure wound therapy, NPWT) geeignet ist
und erstmalig eine Versorgung chronischer Wunden ohne zusatzliches
inflammatorisches Potenzial ermoglicht. Dabei sollte das Kollagen-Scaffold die
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Zellmigration und die Angiogenese durch eine offenporige Struktur unterstiitzen und
den Wundheilungsprozess einleiten.

Die Behandlung schwer heilbarer Wunden ist eine Herausforderung fiir Chirurgen,
und das anschlielende medizinische Management kann anspruchsvoll sein. Der
Mangel an einer geeigneten Menge an intakter Haut oder Hautzellen ist ein
Hauptproblem fur solche Patienten. Selbst wenn autologe Hautzellen verfiigbar sind,
gibt es Schwierigkeiten, die Zellen als kontinuierliche Schicht herzustellen, die direkt
auf die Wunde aufgebracht werden kénnte (Lesiak et al. 2019). Vor diesem
Hintergrund war das Bestreben, Ansatze zu entwickeln, die Heilung chronischer
Wunden unterstutzen, immens. Unser Projektpartner hatte zu diesem Zweck
Kollagenvliese und transparente Deckmembrane entwickelt, die gleichzeitig
ausreichende Standzeit und gute Biokompatibilitat zeigen sollten, sowie in
Kombination mit der Unterdruck-Wundtherapie ohne zusatzliches inflammatorisches
Potenzial einsetzbar sind. Da diese Biomaterialien kollagenbasiert sind, sollte die
Fremdkdrperreaktion reduziert sein. Neben Kollagen enthalten diese Biomaterialien
Glykosaminoglykane (GAGs) und Quervernetzer. GAGs sind hochmolekulare
Polysaccharide, die entweder kovalent an Proteine gebunden vorkommen und
Proteoglykane bilden, oder frei in der extrazellularen Matrix (ECM) vorkommen. Die
Gruppe der GAGs besteht aus 6 Mitgliedern, ndmlich Heparin, Heparansulfat,
Keratansulfat, Dermatansulfat, Chondroitinsulfat und dem einzigen unsulfatierten
GAG, Hyaluronsaure. Diese unterscheiden sich in der chemischen
Zusammensetzung, Struktur und Funktion (Chakrabarti und Park 1980; Shejawal et
al. 2020). Hyaluronsaure und Chondroitinsulfat stellen in Bezug auf die Masse den
grol3ten Anteil der im menschlichen Kérper vorkommenden GAGs dar (Schuurmans
et al. 2021). Alle GAGs, aul3er Hyaluronsaure, sind kovalent an Proteine in
sogenannten Proteoglykanen gebunden. Diese Proteoglykane werden in fast allen
Zellen produziert und in der ECM sezerniert oder in Plasmamembranen eingebaut.
Proteoglykane interagieren mit anderen ECM-Komponenten, um hydratisierte
gelartige Strukturen zu bilden, die es dem Gewebe ermdglichen, Druckkraften zu
widerstehen. Eine gut untersuchte Proteoglykanfamilie sind die Aggrecan-ahnlichen
Proteoglykane, die die Hauptquellen fir Chondroitinsulfat im Kérper sind
(Schuurmans et al. 2021).

Hyaluronsaure liegt als I6sliches Polymer in der ECM vor, mit den héchsten
Konzentrationen in der Synovialflussigkeit und im Glaskérper des Auges. Sie spielt
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eine wichtige Rolle in allen Phasen der Wundheilung und besitzt die Fahigkeit grol3e
Volumen an Flussigkeit zu binden (Litwiniuk et al. 2016). Deshalb hat sie im Korper
oft hydrierende, schmierende und filllende Funktionen (Schuurmans et al. 2021,
Gupta et al. 2019; Laurent et al. 1996; Chakrabarti und Park 1980). Es wurde
berichtet, dass es Molekulargewichte von Millionen Dalton erreicht, was sich in den
physikalisch-chemischen Eigenschaften von HA-L6sungen wie hoher Viskositat und
Viskoelastizitat widerspiegelt (Schuurmans et al. 2021). Diese Eigenschaften sind
wiederum wichtig, um die Lasten bei Gelenkbewegungen zu verteilen und den
Knorpel zu schiitzen. Diese Eigenschaften machen HA zu einer vielversprechenden
Funktionalisierung im Rahmen der NPWT. HA konnte nicht nur die Wundheilung
anregen, sondern auch fur die verbesserte Absorption von Wundexsudat und die
Hydrierung des Wundbettes sorgen.

CS besitzt neben den strukturellen Aufgaben als Teil der ECM auch regulierende
und antiinflammatorische Wirkungen (lovu et al. 2008). Aufgrund der ubiquitaren
Natur von Chondroitinsulfat und Hyaluronsaure im menschlichen Kérper und ihrer
weit verbreiteten klinischen Verwendung haben Derivate dieser Polysaccharide, die
Hydrogele bilden kdnnen, ein hohes Potenzial zur Verwendung als Geruste im
Tissue Engineering. Dementsprechend eroffnet die Inkorporation von GAGs in den
Biomaterialien neue Wege bezuglich der Biokompatibilitdt und der Verbesserung der
Zell-adhéasion und -migration (Freudenberg et al. 2016; Schuurmans et al. 2021).
Von den GAGs wurden die Hyaluronsaure (HA) und das Chondroitinsulfat (CS) zur
Funktionalisierung der in dieser Arbeit untersuchten Biomaterialien erprobt. Durch
die Quervernetzungstechnologie sollten einerseits die GAGs in den Prototyp-
Biomaterialien verankert werden, andererseits wird die Bestandigkeit und somit der
Standzeit der Kollagenvliese verbessert. Als Quervernetzer ist das
Proanthocyanidine (PAC) zum Einsatz gekommen.

Diese Arbeit sollte durch die Anwendung von Proliferations- und toxikologischen
Assays sowie Migrations-/Invasionsassays mit gesunden humanen Zellen der drei
Zelltypen der menschlichen Haut (aus dieser isoliert) - Fibroblasten, Keratinozyten
und Endothelzellen - der Evaluierung und ldentifizierung von den Prototyp-
Biomaterialien fir die optimale Regeneration hautdhnlicher Gewebe dienen. Die

Kriterien fur einen optimalen Prototyp fir Hautregeneration sind die Entstehung einer
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raumlichen Zellverteilung und die Demonstration normaler Zell-Phanotypen wie in

gesundem Gewebe.

Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Toxizitat, Zellkompatibilitat, Adh&sion,
Proliferation, Lebensdauer der Zellen, Migration und Invasion von Kollagen-
Biomaterialien, die vom Projektpartner hergestellt wurden, in der Interaktion mit
Zellen der menschlichen Haut, d.h. humanen Keratinozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen. Hierfir wurden Zelllinien sowohl als priméare Zellen verschiedenen
Ursprungsgewebes in Zellkultur herangezogen und anschliel3end auf den
Biomaterialien ausgesat, um unter den gleichen Bedingungen wie zuvor in der
Zellkultur in vitro wachsen zu kénnen. Dariber hinaus wurden die Herausbildung
und Penetration von mikrokapillar-ahnlichen Strukturen durch Endothelzellen in 3D-
Kollagen-Biomaterialien unter Angiogenese-stimulierenden Bedingungen sowie die
Genregulation und die Differenzierung von Fibroblasten, Keratinozyten und
Endothelzellen auf den entsprechenden Materialien untersucht und evaluiert. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen sollten wertvolle Aufschlisse tber die Eignung
der getesteten kollagenbasierten Biomaterialien fir die Anwendung bei chronischen
Wunden und fur eine rasche Haut-Geweberegeneration liefern.

3. Materialien

3.1 Zelllinien

3.1.1 L929

Die L929 Fibroblasten-Zelllinie wurde aus areolarem Bindegewebe und Fettgewebe
der 100 Tage alten mannlichen Hausmause isoliert, und kann bei den
Toxizitatstests, als Zielstruktur bei TNF Erkennungstest und in der Entwicklung der
neuen Tumor Therapien verwendet werden. (Sawai 2016; German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH: Details 2020). Diese Zelllinie wurde von
ATCC CCL-1LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland, bereitgestellt (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH: Details 2020). Die Zellen
wurden in Zellkulturflaschen T25 unter Verwendung des in 3.2 unten gezeigten
Mediums: DMEM + 10 % FCS + 1 % (100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin)
+ 1 % Glutamax I, kultiviert.
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3.1.2 MRC-5

MRC-5 ist eine Zelllinie, die aus dem Lungengewebe 14 Wochen alt kaukasischer
Foten stammen.(Coriell Instittute 2020), kdnnen ebenfalls bei den Toxizitatstests
angewendet, gegenwartig finden sie in Impfstoffentwicklung einschlief3lich gegen
HAV, VZV und Poliovirus auch einen Gebrauch (Jacobs 1976; Jacobs et al. 1970).
Ebenso wurden diese Zellen in Zellkulturflaschen T25 unter Verwendung des in 3.2
unten gezeigten Mediums: DMEM + 10 % FCS + 1 % (100 U/ml Penicillin + 100

Mg/ml Streptomycin) + 1 % Glutamax I, kultiviert.
3.1.3 HaCaT

HaCaT sind eine spontan transformierte unsterbliche Keratinozyten-Zelllinie aus
adulter menschlicher Haut (Boukamp et al. 1988). Sie werden aufgrund ihrer hohen
Kapazitat zur Differenzierung und Proliferation in vitro verwendet um das Wachstum
und die Differenzierung der Keratinozyten zu untersuchen, im
pharmakotoxikologischen Bereich finden sie auch Gebrauch (Schirer et al. 1993;
Schoop et al. 1999). Auch diese Zellen wurden in Zellkulturflaschen T25 unter
Verwendung des in 3.2 unten gezeigten Mediums: DMEM + 10 % FCS + 1 % (100
U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin) + 1 % Glutamax I, kultiviert.

3.1.4 HFF

HFF sind Primarzellen und reprasentieren Fibroblasten, die aus gesunder juveniler
Vorhaut isoliert wurden. Die HFF-Zellen wurden enzymatisch mit den HDMEC-Zellen
gewonnen. Diese Mischkultur, die sowohl HDMEC als auch HFF enthielt, wurde mit
magnetisch markierten Antikdrpern, die nur HDMECs binden, bis zur Konfluenz
inkubiert. Durch eine sogenannte biomagnetische Trennung wurden die HFF- von
HDMEC-Zellen getrennt. Die HFF wurden als negative Fraktion erhalten. Die
gesamte Zellsuspension wurde in eine Rohre gegeben und ein Magnet wurde an der
Seite der R6hre angebracht. Zellen, an die der Antikdrper gebunden ist, d.h. die
HDMECs wurden dann an die Glaswand gebunden und das Medium konnte entfernt
werden. Dieses Medium enthielt die HFF, da der Antikdrper nicht an sie gebunden
hat, und wurde dann in eine Zellkulturflasche T25 mit dem DMEM Medium + 10 %
FCS + 1% (100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin) +1 % Glutamax | gegeben.

Sollten einige HDMECs vorhanden sein, sterben sie bald ab, da ihnen bestimmte
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Nahrstoffe und Kofaktoren fehlen, die nicht im HFF-Medium enthalten sind (Gritzner
et al. 2015).

3.1.5 HUVEC

HUVEC sind Primarzellen, die aus der Nabelschnur gewonnen werden. HUVEC sind
die meistbenutzten Endothelzellen fur in vitro Versuche und werden vor allem als
Modell-System zur Uberpriifung der Angiogenese utilisiert. HUVEC wurden von
frisch resezierten humanen Nabelschnurren isoliert, gemaf einer gut etablierten
Methode (Jaffe et al. 1973).

In einem mit Puffer gefllltes Gefal3, bestehend aus 900 ml destilliertem Wasser,

100 ml 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) (10 X), 1 %
Pen/Strep, 1 % Ciprofloxacin und 1 % Amphotericin B wurden die Nabelschniren
nach der Entnahme bei 4 °C gelagert. Ein Drainagerdhrchen in beide Enden der
Vena umbilicalis, um sie mit dem HEPES Puffer spilen zu kénnen, wurden gefihrt,
nachdem die Druckstellen der Klammer mit Skalpell reseziert wurden. Wahrend ein
Drainagerthrchen an einem Ende verschlossen war, wurden 10 ml 0,2 %
Kollagenase, verdinnt mit dem HEPES Puffer, in die Vene injiziert. Die
Nabelschniren wurden fir 15-20 Min bei 37 °C inkubiert, dann massiert. Die
Endothelzellen enthaltende Kollagenaselosung wird mittels Puffer
herausgewaschen. In ein Zentrifugenréhrchen wurde diese Zellsuspension mit 10 ml
M 199 und 20 % FCS ubertragen. Es wurde dann fur finf Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberschusses konnten die verbliebenen Zellen mit
5 ml M 199 inklusive 20 % FCS, 1 % Glutamax, 1% (100 U/ml Penicillin + 100 pug/ml
Streptomycin) und 10 pl/ml ECGS/Na-Heparin resuspendiert und in ein
gelatinebedecktes Zellkulturflasche der Grofze 25 cm? ausgesat werden. Die Zellen
wurden dann bei 37 °C und einem Luftgasgasgemisch von 5 % CO2 und 95 % Oz
inkubiert. Die Subkultivierung erfolgte immer nach mikroskopischer Untersuchung

(siehe 4.1). Die HUVEC Zellen wurden nur bis zur Passage 4 utilisiert.

3.1.6 ISO-HAS-1

ISO-HAS-1 reprasentieren eine humane aus Hamangiosarkomgewebe eines 84-
jahrigen japanischen Mannes stammende Endothelzelllinie (Masuzawa et al. 1999).

Verglichen mit den primaren Endothelzellen exprimiert diese Zelllinie die zellularen

Adhasionsmolekiile &hnlich wie die primaren mit dem Unterschied, dass die
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Expression der Zytokine konstitutiv stattfindet mit Ausnahme von IL-8 und nicht
durch LPS reguliert wird. Die CD31, eine Thrombozyten-Endothelzellen
Adhasionsmolekiil, wird von ISO-HAS heterogen exprimiert. Die Klonierung von den
CD31 exprimierenden ISO-HAS Zellen fihrte zur Gewinnung der ISO-HAS-1
Zelllinie Aufgrund der reproduzierbaren, gleichméafligen Anfarbbarkeit von vVWF
wurde die Zelllinie ISO-HAS-1 verwendet (Unger et al. 2002). Diese Zellen wurden in
Zellkulturflaschen T25 unter Verwendung des in 3.2 unten gezeigten Mediums:
RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % (100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin) + 1 %

Glutamax . kultiviert.

3.2 Zellkultur Nahrmedien

3.2.1 Inhaltstoffe

DMEM Medium Sigma-Aldrich, St. Louis, D5671
ECGS Becton-Dickinson

FCS Sigma-Aldrich, St. Louis
GlutaMaxTM-1 (100X) Gibco, Carlsbad

M199 Medium, HEPES Modifikation Sigma-Aldrich, St. Louis, M7528
Penicillin-Streptomycin Gibco, Carlsbad, 15140122
RPMI 1640 Gibco, Carlsbad

3.2.2 Zellkulturmedium

Tabelle 1: Die Zusammensetzung der fur die verschiedenen Zelltypen eingesetzten
Mediums

Zellen Zusammensetzung des Mediums

HUVEC M199 + 20 % FCS + 1 % (100 U/ml
Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin) + 1
% Glutamax | + 10 ul/ml ECGS/Na-
Heparin (1:1000)

ISO-HAS-1 RPMI 1640 + 10 % FCS + 1 % (100
U/ml Penicillin + 100 pg/ml

Streptomycin) + 1 % Glutamax |
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MRC-5, L929, HaCaT und HFF DMEM + 10 % FCS + 1 % (100 U/ml
Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin) + 1
% Glutamax |

3.3 Biomaterialien

Die untersuchten Prototyp-Biomaterialien: porése Kollagenvliese und transparente
Deckmembranen haben wir steril verpackt vom Projektpartner erhalten. Die
Kollagenvliese haben als Ursprungsgewebe porcine Dermis und unterscheiden sich
grundsatzlich durch die Zusatzstoffe und dessen Verhéltnis zum Basismaterial
Kollagen. Diese Zusatzstoffe sind Glykosaminoglykane (GAGs): Hyaluronsaure (HA)
und Chondroitinsulfat (CS), und als Quervernetzer Proanthocyanidine (PAC). Die

Tabelle 2 zeigt die untersuchten Kollagenvliese:

Tabelle 2: Die untersuchten Prototyp-Biomaterialien mit Information tber die

verwendeten GAGs, Quervernetzer und das Sterilisationsverfahren

. . ~ Anzahl

Vliesvariante GAG Vernetzung Massenverhaltnis .
verschickt

1 - - - 2
2a HA - KOL:HA =4:1 2
2b CS - KOL:CS =4:1 2
3a.l - PAC KOL:PAC =1:1 2
3a.2 - PAC KOL:PAC =2:1 2

Materialien ‘

5cm x 5cm x 1 cm Kollagenvliese mit GAGs oder
Vernetzung
ETO-sterilisiert

Steril verpackt

Die transparenten Deckmembranen haben als Ursprungsgewebe porcine Dermis
und porcines Perikard. Tabelle 3 zeigt die zusatzlich als Vergleich untersuchten
Biomaterialien: ein kommerziell erhéltliches Kollagenvlies von Rogg und die beiden
vom Projektpartner entwickelten Prototypen fiir die transparente Deckmembran.
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Tabelle 3: Liste der kommerziell erhaltlichen und in den Untersuchungen

verwendeten Kollagene

Probe Art Beschreibung GrolRe Steril

pP Transparente  Porcines Perikard 80 x 100 1 ja
Deckmembran mm?

pD Transparente  Porcine Dermis 20x 30 mm? 4 ja
Deckmembran

Rogg Kollagenvlies  Rogg BioKollagen 45 x 110 4 ja

Wundauflage mm?
3.4 Primers

Tabelle 4: Die im Rahmen der Genexpressionsuntersuchung utilisierten Primers

Grolle Annealing- Sequenz

(bp) Temperatur

(°C)

Aktin 574 63 5'- GACCTGACTGACTACCTCATGA -3'
5'- AGCATTTGCGGTGGACGATGGAG -
3
Kollagen 121 60 5' - ATGAGAGCCCTCACACTCCTC - 3'
Typ | 5'- CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG - 3
CK10 221 60 5' - GGTGGGAGTTATGGAGGCAG - 3
5'- TCCAGAGCCCGAACTTTGTC - 3
CK14 116 60 5'- TCATGGATGTGCACGATGGC - 3
5'- GATCTGTGTCCACACGGGG - 3
E-Selectin 258 62 5'- TACACTTGCAAGTGTGACCC - 3
5'- TGTCACAGCATCACACTCAACC - 3'
Filaggrin 243 60 5'- TGAGGGCACTGAAAGGCAAA - 3
5'- TGGCCACATAAACCTGGGTC - 3'
Involucrin 248 60 5'- AACCCCAATGACCCCAATCC - 3
5'- CCTCCTTTGAGAATGGGCCG - 3
Loricrin 248 60 5'- GCCGTCCAAATAGATCCCCC - 3
5'- GCAAACCTCGGGTAGCATCA - 3
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PECAM 240 58

VEGF 123 57

vWF 308 57
3.5 Kits

Kit

5' - CAACAGACATGGCAACAAGG - 3'
5'- TTCTGGATGGTGAAGTTGGC - 3
5'-CTTGCCTTGCTGCTCTACCT - 3

5'- GCAGTAGCTGCGCTGATAGA - 3'
5'- GATCCTAGTGGGGAATAAGG - 3
5'- TGGTGAGGTCATTGTTCTGG - 3'

Hersteller

Appliedbiosystems, Thermo

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit  Fisher Scientific, Waltham,

4368813
Sigma-Aldrich, St. Louis

RedTaq, ReadyMix, PCR-Reaktionsmischung

3.6 Chemikalien und Antikorper

Material

1 kb DNA ladder

100 bp DNA Ladder

Alexa Fluor, goat anti mouse IgG 488
BSA (Bovine serum albumine
Calcein AM 1 mg/ml

Chloroform

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
Ethanol absolute

Fibronectin 1 pg/mi

Gelatin

HBSS (Hanks balanced salt solution)
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R2648-20RXN

Hersteller

New England BiolLabs,
Frankfurt/Main, N3232L

New England BioLabs
Invitrogen, Molecular Probes,
A11008

Sigma-Aldrich, St. Louis
Invitrogen, Molecular Probes,
Carlsbad

Sigma-Aldrich, St. Louis, C2432
Sigma-Aldrich, St. Louis
Honeywell, Charlotte 32205
Roche, Carlsbad, 11051407001
Sigma-Aldrich

Gibco, life technologies,
Carlsbad 14060-040



Isopropanol = 99 %
LPS

Mouse anti E-Selectin CD62-E
Paraffin
PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlsung)

PECAM (CD31) Monoclonal Mouse Anti Human

19G

peqGREEN 20000 X DNA/RNA Dye
PFA 3,7 % (Paraformaldehyd)
Prolong Gold

Resazurin Sodium Salt

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul)

TBE buffer (Tris-Borat-EDTA)
TRI Reagent Solution, RNA Isolation Reagent

Triton X-100
Trypan Blue Solution 0,4 %

Trypsin-EDTA 1x

UltraPure Agarose

3.7 Zellkulturmaterialien

Material

EasyLoad (Pipettenspitzensatz)

Falcon Zentrifugenréhrchen, 15 ml, 50 ml
Kammerobjekttrager-System mit 8 Kammern,
Lab-Tek I
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Sigma-Aldrich, St. Louis, 19516
Sigma and Lonza

(E. coli 0111:B4,L.2630)
Monosan, Uden, 6010

Sigma-Aldrich, St. Louis D8537
Agilent DAKO, Santa Clara,
M0823

vwr, Darmstadt 37-5010

Merck, Darmstadt
ThermoFischer, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, R7017-
1G

Thermo scientific, Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
EO0382

Gibco, Carlsbad

Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham AM9738
Sigma-Aldrich, St. Louis, T8787
Sigma-Aldrich, St. Louis, T8154
Gibco Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Invitrogen, life technologies,
Carlsbad, 16500-500

Hersteller

Greiner bio-one, Solingen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich, St. Louis,
120125LE1207



Mikroreaktionsgefal3e 1,5 ml, 2 ml

MultiFit Guard 3 Filter Tips

Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Pipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl
Stripette, Pipettensatz

Zellkulturplatte mit 96 Kammern, CellStar

Zellkulturplatte mit 48 Kammern, CellStar

Zellkulturflaschen T25: 25 cm?, T75: 75 cm?

3.8 Gerate

Gerat

Agarose Gel Electrophoresis Systems “Sub-
Cell GT”

Brutschrank, CO2-Auto-Zero

Electrophoresis power supply “PHERO- stab.

500”

Fluoreszenz-Mikroskop HS, Biorevo, HS9000E

Inkubator “CO2-Auto Zero”

Inverses Mikroskop
Konfokalmikroskop, DM RE
Kihlschrank 4 °C

Laptop

Mikrowellen

Neubauer Zahlkammer

Pipetman

Plattenreader, Spark 10M
Sicherheitswerkbank “Heraeus safe”

Spectrophotometer “Nanodrop 2000”

Thermocycler “Gene Amp PCR System 9700”

Vortexer
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Eppendorf

Sorensen, 17370

Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen
Costar

Greiner bio-one, Solingen
655180, 655101

Greiner bio-one, Solingen
677180

TPP, Trasadingen

Hersteller

Bio Rad, Munchen

Heraeus Instruments, Hanau
Biotec Fischer

KEYENCE, Neu-lsenburg
Heraeus Instruments

Leica Mikrosysteme, Wetzlar
Leica Mikrosysteme, Wetzlar
Bosch, Minchen

Asus

Bosch

Roth, Karlsruhe

Gilson

Tecan

Heraeus Instruments, Hanau
Thermo Scientific, Wilmington
Applied Biosystems, Foster
Fisherlabs



Waage LC42 Sartorius, Gottingen
Zentrifuge 5427R Eppendorf AG, Hamburg

4. Methoden

4.1 Zellkultivierung

Zellkulturarbeiten wurden immer steril im Sicherheitswerkbank durchgefihrt. Die
Zellen wurden in adharenten Zellkulturflaschen der GréRe 25 cm? oder 75 cm? mit
dem entsprechenden Medium kultiviert, und regelmaflig nach mikroskopischer
Kontrolle, wobei die Konfluenz der Substratoberflache bis zu 80-90 % evaluiert
wurde, subkultiviert (Freshney 2016; McAteer und Douglas 1979).

Das alte Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS sorgfaltig
gewaschen. Danach wurde 1 ml bei 25 cm? und 1,5 ml bei 75 cm? Zellkulturflaschen
von 0,25 % Trypsin/EDTA zu den Zellen pipettiert. Die Inkubationszeit hat sich nach
Zellart variiert. Wahrend die HUVEC sehr empfindlich sind, wobei die Trypsin/EDTA
Ldsung bereits nach ca. 10 s abgesaugt wurde, haben die HaCaT mehr Zeit (ca. 3
Minuten oder langer) gebraucht. Sanftes Klopfen auf die Zellkulturflaschen hilft beim
Ablésen der Zellen. Nach mikroskopischer Inspektion wurde frisches adaquates
Medium zugegeben. Um alle von der Substratflache abgeldsten Zellen in einer

Suspension zu sammeln, wurde schnell resuspendiert.

Die dadurch entstehende Zellsuspension kann dann fur Subkultivierung oder
Zahlung verwendet werden. Die Subkultivierung von HUVEC Zellen wurde im
Verhéltnis 1:3, von anderen Zellarten 1:5 durchgefihrt. Bei der Subkultivierung von
HUVEC Zellen wurden die Zellkulturflaschen eine Stunde vorab mit 0,2 %
Gelatinelésung in PBS, oder mit Fibronektin (100 pg/ml) 1:200 in PBS benetzt. Auf
diese Beschichtung wurde bei der Subkultivierung von anderen Zellarten verzichtet.
Die neu subkultivierten Zellkulturflaschen wurden bis zur nachsten Subkultivierung
bzw. Mediumwechsel bei 35-37 °C inkubiert, wobei der Mediumwechsel alle 2-3

Tage durchgefuhrt wurde.

Fur die Errechnung der Anzahl der Zellen pro ml wurde die Neubauer-Zahlkammer
verwendet, in die 20 ul der mit Trypan blue (0,04 %) gefarbten Zellen pipettiert

wurden. Die Zahlkammer enthalt 4 Quadrate der Gréf3e 0,25 * 0,25 mm, in denen
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die Zellen mithilfe des Lichtmikroskops ausgezahlt wurden. Dieser Wert wurde durch
2 geteilt und mit 10* multipliziert (Qiagen 2020).

Anhand dieser ermittelten Zellkonzentration und der erwiinschten fir jedes
Experiment speziellen Zellzahl kann die benétigte Menge von der Zellsuspension

errechnet werden.

4.2 Sterilitatstest der Prototyp-Biomaterialien

Die Materialien wurden vom Hersteller in sterilen Verpackungen erhalten, nachdem
sie durch ETO behandelt worden waren. Die Materialien hatten eine Gr6l3e von
ungefahr 5 cm x 5 cm x 0,2 cm. Diese wurden unter sterilen Bedingungen entfernt
und die Materialien wurden mit einem Skalpell oder einer Schere in kleine gleiche
Stiicke geschnitten, ungefahr 0,5 x 0,5 cm. Geschnittene Stiicke wurden in einer
sterilen Petrischale aufbewahrt. Um sicherzustellen, dass die Stlicke nach dem
Schneiden steril waren, wurde ein Sterilitdtstest durchgefiihrt. Zum Testen der
Sterilitéat wurden drei Stiicke jedes Materials nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlt und
in 5 ml DMEM-Medium ohne Zusatzstoffe in ein 15 ml R6hrchen gegeben und das
R6hrchen mit dem Material bei 37 °C in einem Bakterieninkubator 96 Stunden lang
inkubiert und anschlieRend auf Tribung untersucht. Eine Sterilitdtskontrolle wurde
nur mit Medium durchgefuihrt. Eine Kontrolle zum Nachweis, dass Bakterien im
Medium wachsen konnten, wurde durchgefihrt, indem E. coli in das Medium
inokuliert wurde. Das R6hrchen wurde neben den anderen Rohrchen inkubiert,

welche jeden Tag auf Tribung untersucht wurden.

4.3 Zelladhasion an den Prototyp-Biomaterialien

Im Anschluss sollte die Fahigkeit der verschiedenen Zelltypen zur Adhésion an den
einzelnen Biomaterialien bestimmt werden. Dieser Vorgang erforderte die Zugabe
von 200 pl Medium mit Zellen (100 Zellen/pl) auf das Material in einem Wellplatte
Uber zwei Stunden, gefolgt von der Zugabe von weiterem Medium nach diesem
Zeitraum. Die Zellen wurden mittels Trypsin im Zellkulturflaschchen geldst, und auf
20000 Zellen pro well in einer 96-well Platte ausgesét. Anschliel3end konnten die
Zellen fur 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit anwachsen. Nach 24
Stunden wurden die Zellen mit Calcein-AM (fluoreszierendes Vitalfarbemittel)

gefarbt, mikroskopisch evaluiert und mit Zellen auf Zellkulturplastik verglichen (siehe
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Abb. 2). Samtliche Zellen wurden jeweils auf mehreren Proben der Materialien auf
verschiedene Variablen wie Anzahl der Zellen, Volumen der hinzugegebenen Zellen

und Inkubationszeit untersucht.

4.4 Zellviabilitatstest mithilfe von alamarBlue

Dieser Test wurde mit den Fibroblasten-Zelllinie L929, MRC-5, Keratinozyten-
Zelllinie HaCaT und primaren Endothelzellen HUVEC gemal Herstellerangaben
durchgefuhrt. Zum Zwecke dieses Tests wurde Resazurin (auch bekannt als
alamarBlue) vorbereitet (Ilvanov et al. 2017). 12 mg Resazurinsalz wurden in 100 ml
HBSS mit Kalzium und Magnesium aufgelést und dann durch 0,22 um Filter gefiltert,
aliquotiert und bis zu einem Jahr lichtgeschiitzt bei -20 °C gelagert. Kurz vor
Gebrauch wurde Resazurin aufgetaut. Die Ubrig gebliebene Stammlésung wurde
nicht langer als 2 Wochen bei 2—-8 °C gelagert.

Biomaterialienextrakte wurden hierfur ebenfalls vorbereitet. Ein 0,5 x 0,5 x 0,2 cm
Stuck Biomaterial wurde in 1,5 ml Medium (dasselbe Medium, in dem die Zellen
kultiviert wurden) in ein steriles 2 ml Eppendorf-Réhrchen gegeben und fir 24
Stunden bei 37 °C inkubiert, um eine Biomaterial-Extraktlésung herzustellen. Am
folgenden Tag wurde das Medium mit dem Biomaterial zentrifugiert, um das
Biomaterial zu entfernen, und das Extrakt wurde in ein steriles R6hrchen umgefiillt.
Enthalt ein Biomaterial toxische Substanzen oder Endotoxin, findet sich dieses im
Extrakt. Die Extrakte wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

96 - Well Platten von den jeweiligen Zellen wurden mit 20000 Zellen/Well vorbereitet.
Um das Wachstum und den Metabolismus der Zellen beurteilen zu kénnen, wurde
30 ul Resazurin zu den Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubation zugegeben.
Jeweils erfolgte eine Inkubation von drei Stunden nach Zugabe des Resazurin. Die
Zellen wurden dann mithilfe des Spektralphotometers bei einer Exzitation von 530
bis 560 nm und einer Emission von 580 bis 600 nm auf derselben Platte ausgewertet
wurden. Die fluoreszenten und damit stoffwechselaktiven Zellen wurden erfasst und
als Summe reprasentiert. Als Kontrolle diente das Medium, das ausschlief3lich mit
Resazurin versetzt wurde.

Ebenfalls dienten die mit Triton X-100 behandelten und damit nicht mehr
proliferierenden Zellen als Kontrolle. Um das Wachstum der Zellen nach 24 h, 48 h,

72 h vergleichen zu kdnnen, erfolgte nach der Auswertung eine graphische
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Darstellung. Sadmtliche Experimente wurden mit mindestens 3 Sticken/Proben der
Biomaterialien durchgefuhrt.

Wir erhielten eine Probe des in der Synthese der Materialien verwendeten PAC vom
Projektpartner. Das PAC wurde in Zellkulturmedium in Losung gebracht und eine
Verdunnungsreihe wurde hergestellt. Die verdiinnten Losungen wurden wie im oben
beschriebenen Extrahierungsassay den Zellen hinzugegeben. AnschlielRend wurde
die metabolische Aktivitat der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in Abb. 4 gezeigt.

4.5 Endotoxintest durch Anfarbung von E-Selectin

In diesem Assay wird die E-Selectin - Expression bei HUVEC Zellen mittels
Immunfluoreszenz evaluiert. Dieser Versuch startete mit der Beschichtung des
Kammerobjekttragers mit 0,2 % Gelatinelésung in PBS, oder mit Fibronektin 1:200 in
PBS fir eine Stunde lang bei 37 °C. Danach wurden die Zellen im adaquaten
Medium im Kammerobjekttrager kultiviert und fur 24 h inkubiert. Dabei wurden pro
Kammer 15000 Zellen in 250 pl Medium inklusive Growth Factor 10 pl/ml ECGS/Na-
Heparin (1:1000) dazu gegeben. Biomaterialien-Extrakte wurden wie oben
beschrieben (siehe 4.4) vorbereitet.

Nach mikroskopischer Kontrolle bzgl. der Konfluenz der Zellen wurde das Medium
aus den Kammern entsorgt und dann folgte die Zugabe von frischem Medium, LPS
und den Extrakten der Prototyp-Biomaterialien folgendermalRen: Kammer 1:
Kontrollmedium, nur Medium; Kammer 2: Positivkontrolle: Medium, 1 pl/ml LPS;
Kammer 3-7: jeweils 20 pl Extrakt der Prototyp-Biomaterialien; Kammer 8:
Negativkontrolle: nur Medium.

Anschliel3end wurde der Kammerobjekttrager fur 4 h inkubiert. Danach wurde das
Medium aus allen Kammern entsorgt und mit PBS zweimal gewaschen. Die Fixation
der Zellen auf dem Objekttrager erfolgte durch die Zugabe von 3,7 %
Paraformaldehyd (PFA). Das PFA wurde nach 15 Min. lang Inkubation entsorgt und
mit PBS viermal gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte durch die Zugabe von
250 pl (0,2 %) Triton X-100 pro Kammer und fir 10 Min. Inkubation, damit der
Antikdrper und DAPI die Zellmembran durchdringen kénnen. Danach wurde Triton
entsorgt und mit PBS dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde der 1:100 in 1 %
BSA/PBS (BSA blockiert die unspezifische Bindung von 1gG) verdunnter
Primarantikorper (E-Selectin Antikorper, Monosan CD62E Monosan 6010) zu den
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Zellen gegeben und dann wurde fiir eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschvorgang (viermal) mit PBS wurde der 1:1000 in 1 % BSA/PBS
verdinnte sekundére Antikorper, Alexa 488 anti-mouse IgG, zugegeben, und dann
fur eine Stunde lang unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
doppeltem Waschvorgang mit PBS wurde 1:10000 in destilliertem Wasser
verdunntes DAPI, ein zur Markierung von DNA (Zellkern) eingesetzter
Fluoreszenzfarbstoff, zugegeben und fir Funf Min. lang inkubiert, und dann erneut
mit PBS zweimal gespult. Nach Entsorgung des PBS wurde das Deckglas mithilfe
von Prolong Eindeckmittel fixiert und o/n bei 4 °C inkubiert, um zu verharten. Der
Objekttrager wurde dann am nachsten Tag mit dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet.

4.6 Wachstum der Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien

Hier wurde das Wachstumsverhalten der Zellen in Prasenz der Biomaterialien
untersucht, dafir wurde ein Sttick Biomaterial (ca. 0,5 mmz?) in einem Well einer 48-
Well-Platte mit den Zellen in einer Konzentration von 50000 Zellen pro Well in 500 pl
vom adaquaten Medium 4 bis 5 Tage inkubiert. Zur Vitalfarbung der Zellen auf dem
dreidimensionalen Gerist eignet sich der fluoreszierende intrazellulare
lonenindikator Calcein-acetoxymethyl (Calcein-AM) Ester. Nach Zugabe des
Indikators zum N&hrmedium durchdringt er die Zellmembran und beginnt nach
Einwirkung einer intrazellularen Esterase und im Kontakt mit Calciumionen zu
fluoreszieren. Es wurden 10 pl pro Well gegeben und 10 bis 20 Minuten unter
Lichtausschluss inkubiert. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung des
Fluoreszenzmikroskops, dabei wurden auch Bilder aufgenommen. Die
Biomaterialien wurden unter Verwendung einer Pinzette invertiert, um das
Wachstumsverhalten der Zellen mdglichst ganzheitlich evaluieren zu kénnen. Die zu
untersuchenden Zellen waren primare Endothelzellen (HUVEC), priméare
Fibroblasten (HFF) Fibroblasten-Zelllinie (MRC-5) und Keratinozyten-Zelllinie
(HaCaT).
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4.7 Entwicklung eines 3-D Multizell-Sphéaroidsystems zur Evaluierung

der Migration und Invasion von Hautzellen in 3D-Kollagen-Scaffolds

Die Herstellung der Spharoide unter Verwendung des in Abb. 1 gezeigten Systems
erwies sich als optimale Methode. Ein Agarosegel wurde in eine Form gegossen,
aus der nach Erhartung und Entfernung ein Well mit 81 individuellen Mikrowells
entstand. Nach Zugabe einer Zellsuspension in die Mikrowells verteilten sich die
Zellen gleichmalig auf die 81 Wells und bildeten Spharoide. Diese waren stabil
genug, um entfernt, auf ein kleines Volumen konzentriert und direkt auf ein Prototyp-
Biomaterial platziert werden zu kénnen. HFF und HUVEC wurden ausgewabhlt, da
sie anfanglich die wichtigsten Zellen im Wundheilungsprozess sind und da gezeigt
wurde, dass HUVEC in Kokultur mit HFF mit der Zeit kapillar&dhnliche Strukturen
bildet (Herzog et al. 2014; Rouwkema et al. 2006).

Abb. 1: Herstellung der Sphéroide. Die obere Reihe zeigt das Gelformsystem zur Herstellung der
Mikrowells; die untere Reihe zeigt die Entstehung der 81 Sphéroide. Obere Reihe: Agarosegel wird
in die Form gegossen (B), erstarren lassen und dann aus der Form entfernt (C). Eine Zellsuspension
wird dem in der Form entstandenen Well zugegeben (D), und die Zellen verteilen sich gleichmaRig in
die 81 Mikrowells. Untere Reihe: a) Aufnahme von D mit Sphéaroiden bestehend aus 1000 Zellen pro
Mikrowell, b) Spharoide eines Zelltyps oben, aus zwei Zelltypen unten (rot und griin markierte
Zellen), entstanden durch Zugabe des zweiten Zelltyps nach 24 h., ¢) aus der Form entnommene
Spharoide und d) konzentrierte, fluoreszent markierte Sphéaroide.

Aus HFF, HUVEC oder einer Mischung von beiden Zelltypen hergestellte Sphéroide
wurden den Biomaterialien 1 und 2a.1 zugegeben, da diese Materialien sowie bei
porciner Dermis die héchste Zelladhdsion gezeigt hatten (siehe 5.2 und 5.5). Die
Spharoide wurden aus den oben beschriebenen Mikrowells entfernt, in einem

kleinen Volumen von Medium konzentriert und direkt auf ein unten in einer
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Wellplatte befindliches Prototyp-Biomaterial platziert. Anschliel3end wurden die
Zellen mit einem Lebendzell- Farbemittel (Calcein-AM) gefarbt, um die Spharoide
und die Zellen innerhalb der Spharoide im Verlauf verfolgen zu kénnen. Mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops wurden Aufnahmen von den Zellsphéroiden und den

Prototyp - Biomaterialien nach 6 h, 24 h und 72 h gesammelt und evaluiert.

4.8 RT-PCR

Dies erfolgt durch mehrere Schritten: zuerst wird die RNA isoliert, von der eine cDNA
(complemntary DNA) durch reverse Transkription vorbereitet wird, dann wird mithilfe
von Gen-spezifischer Primer in Polymerase Kettenreaktion die Ziel-cDNA vermehrt,
um genug DNA-Mengen zu erhalten und in Agarosegelelektrophorese
nachzuweisen. Bei der Agarosegelelektrophorese wird die DNA zuné&chst Uber ein
elektrisches Feld nach Grdl3e getrennt und dann durch Anfarben mit peqGREEN,
das mit der DNA interkaliert, als Banden sichtbar gemacht und fluoresziert unter UV-
Licht.

4.8.1 RNA - Isolation

Nachdem die auf und neben dem Biomaterial wachsenden Zellen abgel6st wurden,
was nach 1, 2 und 3-wdchiger Inkubation mit regelmaiigem Mediumwechsel mithilfe
von 1 ml Trizol erfolgte. Diese Zellsuspension wurde dann in ein Eppendorfrohrchen
Ubertragen und mit 200 pl Chloroform, welches bei der Phasentrennung wichtig ist,
gevortext und dann auf Eis fir 5 Min gelagert. Eine Zentrifugation ftir 15 Min bei 4 °C
und 11200 rpm erfolgte anschliel3end. Die wassrige Phase, die die RNA enthélt,
wurde in ein neues Eppendorfrohrchen tbertragen und die gleiche Menge
Isopropanol wurde hinzu gegeben (das Isopropanol hilft bei der Ausfallung der
RNA). Das R6hrchen wurde dann mehrmals invertiert und auf Eis fir 10 Min
gelagert. Nach einer erneuten Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4 °C und 11200 rpm
wurde das erkennbare RNA-Pellet vom Réhrchen mit 500 pl 80% Ethanol
gewaschen. Die entstandene Suspension wurde anschliel3end fur 5 Min bei 4 °C und
8200 rpm zentrifugiert. Die letzten zwei Schritte wurden wiederholt, um das Ethanol
anschlielend zu entsorgen und das Pellet trocknen zu lassen. Dann wurde das
Pellet in 20 pl RNAse-freiem Wasser resuspendiert und die RNA-Konzentration in

Spectrophotometer gemessen.
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4.8.2 Reverse Transkription

Mithilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits wurde nach

Herstellervorgaben im Real Time PCR Cycler transkribiert.

Um cDNA aus der isolierten RNA zu erhalten, benétigten wir ein Gesamtvolumen
von 20 pul, von denen 10 pl die Master-Mix enthalt:

Komponente Volumen (uL)
10 x RT buffer 2

25 x dNTP Mix (100 mM) 0,8

10 x RT Random Primers 2

Multiscribe Reverse Transkriptase 1

RNase Inhibitor 1

Nuclease freies Wasser 3,2

Total Per Reaktion 10

Innerhalb der 20-pl-Reaktion sollten insgesamt 50 ng/pl (oder insgesamt 1000 ng = 1
Kg) der isolierten RNA vorhanden sein, welche zu einem Gesamtgemisch 10 pl
verdunnt werden. In einem kleinen PCR-R6hrchen wurden die 10 pl Master-Mix und
die 10 pl RNA/Wasser-Mix gemischt. Die cDNA-Synthese wurde unter den
folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Einstellung Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temp. 25°C 37°C 85°C 4°C
Zeit 10 Min 120 Min 5 Min 0

Die entstandene cDNA wurde auf 1:10 verdinnt und bei 4 °C gelagert und fur die

weiteren PCRs verwendet.

4.8.3. PCR

Die cDNA wurde vorsichtig auf Eis aufgetaut und dann sofort verwendet. Es wurde
fur diese Arbeit den RedTag Readymix PCR Reaction Mix nach Herstellerangaben
verwendet. Um festzustellen, ob die interessierende DNA vorhanden ist, wurde ein

25 ul Reaktionsrohrchen vorbereitet, das Folgendes enthalt:
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Konzentration Volumen pro Rohrchen/Reagent

1X 12,5 pL RedTag Ready Mix
0,2 uM 0,5 puL Fwd Primer (10 uM)
0,2 uM 0,5 puL Rev Primer (10 uM)

2 uL cDNA sample
9,5 uL RNAse freies Wasser
Total Volumen 25 uL

Danach wurden die Reaktionsréhrchen in den Thermocycler Uberfuhrt und der PCR-

Prozess wurde mit diesen Standardbedingungen durchgefthrt:
* 94 °C, 2 min. (DNA-Denaturierung)
* 35 Zyklen:
-94 °C, 30 s; (DNA-Denaturierung)
- Annealingtemperatur (je nach PCR-Produkt unterschiedlich, siehe 3.4), 30 s
(Annealing von Primern an Ziel-DNA)
- 72 °C, 30 s (DNA-Synthese)
» 72 °C, 10 min. (letzter DNA-Verlangerungsschritt)

Anschliel3end wurde die amplifizierte cDNA dann auf Eis gelagert, bis eine

Gelelektrophorese durchgefiihrt wurde.

4.8.4. Gelelektrophorese

Fur die Untersuchung der DNA-Sequenzen in dieser Arbeit wurde
Agarosegelkonzentration von 0,8 % verwendet. Das Agarosegel wurde mit 0,5 TBE-
Puffer hergestellt und mithilfe des Mikrowellenofens aufgekocht. Nach Zugabe von 2
pl peqGREEN 20000X wurde die flissige Agarose in eine gerahmte Schale
gegossen. Ein 10-Zinken-Kamm wurde in die Agarose eingefuhrt, um nach dem
Erstarren Taschen zu erzeugen. Die Schale mit der erstarrten Agarose wurde dann
in die Elektrophoresekammer tberfihrt, die Schale wurde entfernt und TBE-Puffer
hinzugeflgt, so dass das Gel vollstandig eingetaucht war. Zu jeder cDNA wurde blau
gefarbter Ladepuffer gegeben (25 pl cDNA + 5 ul Ladepuffer) und 10 pl dieser

Mischung wurden in jede Tasche pipettiert. Zusétzlich wurde eine Tasche mit der
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Negativkontrolle beladen (reines Wasser mit Ladepuffer), eine mit der
Positivkontrolle (DNA von den Zellen) und eine mit der DNA-Leiter. Eine Spannung
von 100 V wurde fur 30-40 Minuten lang an die Kammer angelegt. Danach wurde die
Schale mit dem Gel aus der Kammer entfernt und das Gel gel6st und auf einen UV-
Tisch gelegt. Unter UV-Licht wurden die DNA-Banden fluoreszierend visualisiert.

Mithilfe einer montierten Digitalkamera wurden Bilder aufgenommen.

4.9 Evaluierung des Angiogenese-stimulierenden Potentials der

Prototyp-Biomaterialien

Um zu erkennen, ob die Prototyp-Biomaterialien die Ausbildung von
mikrokapillardhnlichen Strukturen unterstutzen, wurde das in vitro 3-D
Kokulturmodell (mit Fibroblasten/Endothelzellen-Kokulturen) bei Prototyp-
Biomaterialien 1 und 2a, den meistversprechenden der in den vorherigen
Untersuchungen identifizierten Materialien, angewendet. Hierfir wurden die Zellen
dem Material zugegeben, und nach 24 h wurde VEGF (Angiogenese induzierenden
Substanz) zu dem Kulturmedium hinzugefiigt (Tag 0). Die Farbung zur
Identifizierung der Endothelzellen wurde an Tag 5 und Tag 10 durchgefthrt. Zu
diesen Zeitpunkten wurden Aufnahmen mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops

gesammelt und evaluiert.

5. Ergebnisse

5.1 Sterilitatstest der Prototyp-Biomaterialien

Um sicherzustellen, dass die Biomaterialien nach dem Entfernen aus der
Verpackung und nach dem Schneiden in kleine Stiicke steril waren, wurden
geschnittene Materialstiicke in ein Medium gegeben, das das Wachstum von

Mikroorganismen unterstitzte.

Tabelle 5 : Ergebnisse des Sterilitatstests von den Prototyp-Biomaterialien zu

verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe der Materialien zu den Rohrchen.

Material 24 h 48 h 72 h 96 h
1 - - - - - - - -

2a
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2b

3a.1

3a.2

Rogg

pD

pP

Sterile

control

E. coli + + + + + + + + + + + +

- keine Tribung + Tribung. Die gezeigten Ergebnisse sind fiur 3 Réhrchen, jeweils 3 einzelne
Materialstiicke.

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist, waren die vom Projektpartner erhaltenen
Materialien steril und die Proben waren nach dem Schneiden in kleine Stiicke steril.
Das Kontrollrdhrchen zeigte, dass bakterielle Verunreinigungen im Medium wachsen

konnten.

5.2 Zelladh&sion an den Prototyp-Biomaterialien

Abb. 2: HFF auf Biomaterialien fur 24 h gefarbt mit Calcein-AM. a) 1, b) 2a, c) 2b, d) 3a.1, e) 3a.2, f)
Kontrolle, Plastik.

Wie in Abb. 2 zu sehen haben sich HFF Zellen an 1, 2a und 2b angelagert jedoch in
geringerer Anzahl als die Kontrollzellen (f) und in zahlreichen Fallen mit einer
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gerundeten Morphologie. Ein gerundetes Erscheinungsbild signalisiert Ablésung
und Absterben der Zellen. Eine geringe Anzahl von Zellen wurde auf 3a.1
beobachtet, eine hdhere auf 3a.2, jedoch insgesamt nur wenige lebende Zellen.
Fast alle Zellen auf diesen beiden Materialien zeigten eine gerundete Form.

Ahnliche Resultate wurden bei den drei anderen Zelltypen beobachtet.

5.3 Effekt der Extrakte von den Prototyp-Biomaterialien auf die

metabolische Aktivitat der Zellen

Wie in 4.3 erklart wurde, wurden die 96 - Well Platten mithilfe des
Spektralphotometers ausgelesen, und die Ergebnisse sind tabellenartig in Excel-
Datei erzeugt worden, dann wurden mittels der Mittelwerte- und
Standardabweichung-Formeln Diagramme erzeugt. Die Ergebnisse reprasentieren

hier einen der dreimal durchgefihrten Versuch fir jede Zellart.

In den folgenden Diagrammen sind zwei Kontrollgruppen zu beobachten, die Zellen
im Medium ohne Prototyp-Biomaterialienextrakte und die Zellen, die Triton X-100
ausgesetzt wurden. Die Messbalken mit der Beschriftung ,,Medium” bei 24 h
Messung geben die Zellpopulation auf Zellkulturplastik als Kontrolle an, und sie
reprasentieren zu jedem Messzeitpunkt 100 %, zu denen die anderen Messbalken
die Relation zeigen.
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Abb. 3: Metabolische Aktivitéat der Zellen nach Einwirkung von aus Materialien hergestellten Extrakten
zu verschiedenen Zeitpunkten im Vergleich mit Kontrollzellen. Y-Axis zeigt die Zellpopulation, X-Axis
zeigt den Zeitverlauf, weil3e Strecken: Standardabweichung, p < 0,05, n = 3.

Medium = Zellkulturmedium auf Zellkulturplastik als Kontrolle, var 1-1 = Biomaterial 1, 2a-1 =
Biomaterial 2a, 2b-1 = Biomaterialien 2b, 3a.1 und 3a.2 wie oben beschrieben. Triton X-100: Zellen
unter Einwirkung von Triton, das zur Zerstdrung aller Zellmembranen fuhrt und zum Ausbleiben der
Resazurin Konversion.

Wie in Abb. 3 zu sehen steigerte sich mit der Zeit die metabolische Aktivitat bei allen
Zelltypen in der reines Medium-Kontrolle. Ahnliche Ergebnisse gab es fur die
Materialien 1 (Var 1.1), 2a.1 und 2b.1 bei allen vier Zelltypen. Dies bedeutet, dass
keine toxischen Substanzen in den Materialien vorhanden waren. Bei 3a.1 und 3a.2
erwiesen sich die den Zellen zugegebenen Extrakte als hoch toxisch fir L929,
MRC-5 und HaCaT Zellen bei 3a.1 und etwas weniger toxisch bei 3a.2 fur MRC-5
und HaCaT. Die Toxizitat nahm mit der Einwirkungszeit des Extrakts zu.

Zu bemerken ist, der Effekt der Extrakte der Biomaterialien 3a.1 und 3a.2 auf die
Zellproliferation, wobei der Effekt der 3a.1 vermutlich aufgrund des hohen PAC-
Anteils immenser ist: Kol : PAC = 1:1. Dies fuhrte uns zum weiteren Test wie in 4.4
erklart, dabei wurde der Effekt der PAC-Konzentration auf die Zellproliferationsrate

untersucht. Die nachsten Diagramme zeigen die Ergebnisse dieses Tests.
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Abb. 4: Der Effekt der steigenden Konzentration von PAC auf die Lebensfahigkeit der Zellen nach 24
h. PAC wurde in den angezeigten Konzentrationen zu den Zellen in Wells hinzugegeben und 24 h
inkubiert. Anschlieend wurde die Lebensfahigkeit der Zellen mithilfe des oben beschriebenen
Resazurin Assays bestimmt. O steht fiir ohne Zugabe von PAC und T ist die Aktivitat nach 30 Min mit
Triton X-100 vor der Zugabe von Resazurin.
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Wie aus Abb. 4 ersichtlich wurde bei PAC Konzentrationen tiber 100 pg/ml eine im
Vergleich zur Kontrolllésung verringerte Lebensfahigkeit der Zellen beobachtet und
bei hoheren Konzentrationen eine grof3ere Toxizitat. L929 und MRC-5 scheinen bei
PAC allein am empfindlichsten zu sein, was sich mit den Beobachtungen bei den
Toxitzitatstests mit 3a.1 und 3a.2 in Abb. 3 Uberschneidet. HUVEC und HaCaT
scheinen eine hohere Resistenz gegeniber PAC zu haben, was ebenfalls mit den
Ergebnissen in Abb. 3 Ubereinstimmt. Insgesamt zeigen die Resultate, dass PAC
bei bestimmten Konzentrationen einen signifikanten toxischen Effekt auf Zellen in
Kultur hat. Es war jedoch aufgrund von Interferenzen mit den Substanzen des
Mediums und mit dem Serum nicht moglich, die Konzentrationen von PAC zu

bestimmen, die von den Materialien in das Zellkulturmedium freigesetzt wurden.
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5.4 Endotoxintest durch Anfarbung von E-Selectin

Anhand des Fluoreszenz-Mikroskops BIOREVO - KEYENCE wurde die
immuncytochemische E-Selektin Markierung der Zellen nach Inkubation mit
Extrakten und mit LPS dargestellt (siehe 4.5). Dies wurde unter Anwendung des
Fluoreszenzfilters des Farbungsmittel Alexa 488 (Gruin) und des Zellkerns (DAPI,

Blau) erzielt.
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Abb. 5: E-Selektin Farbung von Endothelzellen (HUVEC) auf den Prototyp-Biomaterialien nach einer
4- stindigen Inkubationszeit mit Extrakten. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, fixiert und
mit einem Antikérper gegen E-Selektin inkubiert. a) 1, b) 2a, ¢) 2b, d) 3a.1, e) 3a.2, f) Zellen im
Zellkulturmedium ohne Zugabe von Extrakten oder von LPS zeigten keine Farbung, g) Zellen ohne
Zugabe von primarem Antikorper, h) Kontrolle: Zellen die mit 1 pg/ml LPS (Endotoxin) inkubiert
wurden.

Wie in Abb. 5 zu sehen zeigten mit LPS inkubierte Zellen eine starke Induktion von

E-Selektin (grine Farbung um den Zellkern). Keines der aus den Biomaterialien
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gewonnenen Extrakte resultierte in der Induktion von E-Selektin auf Endothelzellen.
Die Ergebnisse belegen, dass die Materialien kein Endotoxin enthielten.

Abb. 6: Darstellung des Zelladhasionsmolekils E-Selectin (Griin) in der Kontrolle am Rand des
Zellkerns (Blau).

5.5 Wachstum der Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien

Die Biomaterialien wurden mit verschiedenen Zellsuspensionen (siehe. 4.3 und 4.6)
kultiviert, wobei die Zellen nach 4 bis 5 Tagen Inkubation mit Calcein-AM geféarbt
wurden, und dann wurden die folgenden Bilder mithilfe des Fluoreszenzmikroskops

aufgenommen.

Die folgenden Bilder stellen das Wachstums- bzw. Proliferationsverhalten der

verschiedenen Zelllinien bzw. priméren Zellen auf die Biomaterialien dar.
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Abb. 7: Aufnahmen von HUVEC Zellen auf den Biomaterialien in Wells 5 Tage nach Zugabe der
Zellen. Jedes Bild steht stellvertretend fir mindestens 8 Aufnahmen pro Well und fir Zellen auf
mindestens 3 verschiedenen Stiicken des Materials.

Wie aus Abb. 7 ersichtlich zeigten die HUVEC-Zellen Adhasion an und Wachstum
auf Material 1 (Varl-1), wobei die Zellen eine auf Zellkulturplastik wachsenden

Zellen ahnliche Morphologie zeigten. Eine ahnliche Anzahl von Zellen scheint an 2a
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angelagert, diese Zellen haben jedoch eine mehr abgerundete Gestalt (abgeldste
Zellen). Auf 2b kdnnen Zellen auf dem Material gesehen werden, allerdings in
wesentlich geringerer Anzahl als auf 2a. Auf 3a.1 wurden weniger Zellen beobachtet
als auf 3a.2; auf beiden Materialien adharierten nur sehr wenige Zellen bei meist
abgerundeter Morphologie. Langere Inkubationszeiten fuhrten nicht zu einer
erhdhten Zahl von adhérenten Zellen. Generell verringerte sich die Anzahl von
HUVEC Zellen auf den Materialien im Verlauf, am schnellsten auf 3a.1 und 3a.2,
gefolgt von 2a und 2b und schliel3lich 1. Jedoch wuchsen bei 1, 2a und 2b in Wells
Zellen, die sich von den Materialien ablosten, normal auf dem Zellkulturplastik; bei
3a.1 und 3a.2 waren die Ergebnisse fur abgeloste Zellen unterschiedlich. Dies mag
teilweise auf die Menge von PAC zuriickzufuhren sein, die mit der Zeit aus dem
Material freigesetzt wurde. Die Zellen zeigten eine sehr gute Adhasion an die
Kontrollmaterialien, Rogg, porcines Perikard und porcine Dermis, und Anzahl und
Morphologie der Zellen &hnelten denen der Zellkulturplastik-Kontrolle. Die Anzahl
der Zellen stieg im Verlauf der Zeit weiter. Insgesamt lagerten sich die Zellen
anfanglich in unterschiedlichen Mengen an das jeweilige Prototyp-Biomaterial an, die

Anzahl der angelagerten Zellen nahm jedoch im Lauf der Zeit wieder ab.
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Abb. 8: Aufnahmen von HFF Zellen auf den Biomaterialien in Wells 5 Tage nach Zugabe der Zellen.
Jedes Bild steht stellvertretend fir mindesten 8 Aufnahmen pro Well und fur Zellen auf mindestens 3
unterschiedlichen Stiicken des Materials.

Abb. 8 zeigt die Ergebnisse der HFF-Zellen auf den verschiedenen Prototyp-
Biomaterialien. Die Zellen haben sich an 1 (Varl-1), 2a und 2b angelagert, zeigten
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jedoch eine gegenuber den Kontrollzellen etwas mehr abgerundete Morphologie. Im
Verlauf (eine Woche zusétzliche Inkubationszeit) |6sten sich die Zellen von diesen
drei Materialien ab. Die Zellen auf dem Zellkulturplastik wuchsen weiter. Auf 3a.1
und 3a.2 waren fast keine lebensfahige Zellen zu sehen. Einige Zellen wurden auf
dem Zellkulturplastik beobachtet, jedoch nur ein kleiner Bruchteil der urspriinglich
zugegebenen Menge. Ein nahezu flachendeckendes Wachstum zeigte sich auf den
drei kommerziellen Materialien, Rogg, porcines Perikard und porcine Dermis, und

kam dem der Kontrollzellen gleich.
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Abb. 9: Aufnahmen von MRC-5 Zellen auf verschiedenen Materialien in Wells 5 Tage nach Zugabe
der Zellen. Jedes Bild steht stellvertretend fir mindesten 8 Aufnahmen pro Well und fur Zellen auf
mindestens 3 unterschiedlichen Stiicken des Materials.

Abb. 9 zeigt das Wachstum von MRC-5, einer Fibroblasten-Zelllinie.
Interessanterweise waren die Ergebnisse anders als bei den HFF Zellen. Die
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Zellmorphologie und Zellanlagerung an Prototyp-Biomaterial 1 war sehr gut, &hnelte
denen der kommerziell erhéltlichen Kollagenmembranen und der Kontrollzellen. Die
Zellen waren langlich mit der typischen gestreckten Zellmorphologie und fast
flachendeckend ausgebreitet; abgerundete Zellen waren nur vereinzelt zu sehen. Bei
2a, 2b und 3a.2 gab es wesentlich weniger angelagerte Zellen auf dem Material. In
allen drei Fallen waren die Zellen weniger langgestreckt als die MRC-5 auf
Zellkulturplastik; einige waren abgerundet. Bei diesen drei Materialien wurde auch
Zellwachstum in den Wells beobachtet. Diese Zellen wuchsen bei fortgesetzter
Inkubationszeit weiter, wohingegen sich die Zellen auf den Materialien wahrend der
zusatzlichen Inkubationsperiode allmahlich ablésten (nach ca. 10 Tagen, Ergebnisse
nicht gezeigt). Auf dem 3a.1 Material wurden keine Zellen beobachtet und auch im

Well konnten nur wenige angelagerte Zellen entdeckt werden.
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Abb. 10. Aufnahmen von HaCaT Zellen auf verschiedenen Materialien in Wells 5 Tage nach Zugabe
der Zellen. Jedes Bild steht stellvertretend fir mindesten 8 Aufnahmen pro Well und fur Zellen auf
mindestens 3 unterschiedlichen Stiicken des Materials.

Anlagerung und Wachstum von Keratinozyten auf den Biomaterialien wurden mithilfe
der HaCaT Zelllinie untersucht; die Ergebnisse werden in Abb. 10 gezeigt. Das
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Wachstum von HaCaT-Zellen auf dem Prototyp-Biomaterial 1 ahnelte dem bei
Kontrollzellen oder den kommerziell erhaltlichen Materialien porcines Perikard und
porcine Dermis. Uberraschenderweise war das Wachstum von HaCaT auf Rogg
nicht gut; es bildeten sich Zellklumpen sowie eine grof3e Anzahl abgerundeter
Zellen, was auf Zellablosung schlie3en lasst. Von den zu den Prototyp-
Biomaterialien 2a, 2b, 3a.1 und 3a.2 zugegebenen Zellen lagerten sich nur sehr
wenige an die Materialien an oder blieben nach 5 Tagen angelagert. Einige
adharente und proliferierende Zellen wurden in den Wells in Nachbarschaft zu den
Prototyp-Biomaterialien beobachtet, jedoch deutlich weniger als bei Kontrollzellen
zur selben Zeit.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass bei allen Prototyp-Biomaterialien nach
der Zugabe von Zellen eine anfangliche Anlagerung an das Material beobachtet
wurde, jedoch in viel geringerem Umfang als bei den transparenten
Kollagenmembranen. Darliber hinaus kam es im Verlauf zu einer Ablésung der
Zellen von den Prototyp-Biomaterialien, wohingegen in den Wells eine dauerhafte

Anlagerung und beginnende Proliferation zu beobachten waren.

5.5.1 Wachstum der Multizell-Sphé&roide auf den Prototyp-Biomaterialien

Abb. 11 zeigt Spharoide auf einem Prototyp-Biomaterial nach 6 h (Abb. 11: a und b).
Trotz unterschiedlicher Parameter wie Konzentration der Spharoide, Anzahl von
Zellen im Spharoid, Inkubationszeit, Vorbehandlung der Materialien gelang es nicht,
die Zellen zur Anlagerung an die Prototyp-Biomaterialien zu bringen. Generell wurde
innerhalb von 24 h eine Positionierung der Zellen neben und nicht lAnger auf den
Materialien beobachtet (Abb. 11: ¢ und d, Ansammlung der Sphéaroide im Bereich
Uber dem Biomaterial, das sich unterhalb der eingezeichneten Linien befindet).
Diese Resultate ahnelten denen, die bei Zugabe individueller Zellsuspensionen zu
den Prototyp-Biomaterialien beobachtet worden sind. Auffallend war, dass die
gleichen Sphéaroide bei porciner Dermis noch nach 72 h und l&angeren Zeitrdumen
auf dem Biomaterial angelagert blieben (Abb. 11: e und f). Ahnliche Resultate
wurden bei Spharoiden aus HUVEC und einer Mischung aus HFF und HUVEC
beobachtet (Ergebnisse sind nicht gezeigt). Insgesamt konnten aus verschiedenen
Zellen sowie aus gemischten Zelltypen hergestellte Sphéroide direkt auf den
Prototyp-Biomaterialien platziert werden und lagerten sich anfanglich an diese an,
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wurden jedoch nach 24 h nicht mehr auf den Materialien, sondern daneben

vorgefunden.

Abb. 11: Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen von aus HFF bestehenden Sphéroiden mit
den Biomaterialien nach 6 h und 72 h. Sphéaroide mit 1000 Zellen/Sphéaroid wurden mithilfe von HFF
(mit Lebendzell-Farbemittel gefarbt) wie oben beschrieben hergestellt (siehe 4.7) und auf das
Prototyp-Biomaterial 2a.1 platziert. Bild a) und b) sind Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen
von Spharoiden auf 2a nach 6 h mit augenscheinlich an das Biomaterial (von den schwarzen Linien
umgrenzt und auf der linken Seite) angelagerten Spharoiden. Bild ¢) und d) zeigen dasselbe Material
nach 24 h. Spharoide finden sich im Well, jedoch nicht mehr auf dem Material. Der Umriss des
Materials wird von den wei3en Linien markiert, das Material befindet sich im unteren Bildbereich. Bild
e) und f) sind reprasentative Aufnahmen von Spharoiden auf porciner Dermis (pD) nach 72 h. Das
Material befindet sich rechts von der weif3en Linie.

5.7 PCR

5.7.1 Phanotypische Genexpression von HUVEC

Fur Endothelzellen waren die wichtigen Marker die Expression von vVWF, PECAM
und die Induktion von E-Selektin. Abb. 11 zeigt die PCR Ergebnisse.
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Abb. 12: PCR Ergebnisse fir die Genexpression von auf Biomaterialien wachsenden HUVEC
(Endothelzellen).

Abb. 12 zeigt die Ergebnisse fiur die HUVEC Genexpression auf den verschiedenen
Materialien. Fur das Housekeeping Gen Aktin wurden unterschiedliche Resultate
beobachtet.

Ein niedrigeres Niveau der Genexpression fur Aktin bei 1 (Varl-1), 2a (2a-1) und
3a.1 hat sich gezeigt. Fur die RNA-Isolation und die cDNA-Synthese von den auf
3a.1 wachsenden Zellen wurde kein Aktin-Band beobachtet. Dieses Problem trat
interessanterweise bei aus den kommerziell erhaltlichen Materialien isolierter
RNA/cDNA nicht auf. Die PCR-Ergebnisse zeigen, dass die Expression von VWF
und PECAM bei allen Materialien ahnlich war und dass es bei keinem der
Materialien zur Expression von E-Selektin durch die Zellen kam. Diese
Beobachtungen belegen, dass die Endothelzellen auf den verschiedenen Materialien
eine normale Genexpression zeigten, und bestatigen die IF Ergebnisse, dass die
Materialien keine Endotoxine enthalten. Die Zellen zeigten eine normale
Genexpression auf den Materialien und induzierten E-Selektin, wenn Endotoxin

(LPS) dem Medium hinzugegeben wurde.
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5.7.2 Phanotypische Genexpression von HaCaT
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Abb. 13: PCR Ergebnisse fir die Genexpression von auf Biomaterialien wachsenden HaCaT
(Keratinozyten).

Abb. 13 zeigt die Ergebnisse fir Keratinozyten repréasentiert durch die humane
HaCaT-Zelllinie. Die Isolation von RNA und die Synthese von cDNA wurde durch
das bei allen Proben beobachtete Aktin-Band bestétigt. Im Allgemeinen exprimieren
sie wenig VEGF und kein Osteonektin (wird von Fibroblasten wahrend der
Wundheilung in der Haut produziert). Die Ergebnisse der PCR zeigen, dass HaCaT-
Zellen auf allen untersuchten Materialien ein &hnliches Genexpressionsmuster
zeigen wie Zellen auf Plastik. Insgesamt wurde kein wesentlicher Unterschied
zwischen der Genexpression von auf den Materialien wachsenden Keratinozyten

und der von auf Plastik wachsenden Kontrollzellen festgestellt.

53



5.7.3 Phanotypische Genexpression von HFF

VEGF

Kollagen Typ 1

Aktin

Abb. 14: PCR Ergebnisse fir die Genexpression von auf Biomaterialien wachsenden HFF
(Fibroblasten).

Wie in Abb. 14 bei HFF (primare humane Fibroblasten) ersichtlich, wurde die
Expression von Aktin auf allen Materialien auf3er 3a.1 und 3a.2 beobachtet. Bei den
Ubrigen Materialien zeigt sich bei den HFF eine typische Fibroblasten-
Genexpression fur Kollagen, VEGF und Osteonektin. Es wurde keine Expression
von Zytokeratin-Genen beobachtet. Die HFF-Zellen zeigen also eine normale
phénotypische Expression auf den Prototyp-Biomaterialien.

5.7.4 Phanotypische Genexpression von MRC-5
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Abb. 15: PCR Ergebnisse fiir die Genexpression von auf Biomaterialien wachsenden MRC-5
(Fibroblasten).

Wie bei der Fibroblasten-Zelllinie MRC-5 in Abb. 15 gezeigt ist, wurde auf allen
Materialien Aktin-Expression beobachtet auRer auf (3a.1) und in geringerem Mal3
auf (3a.2). Die MRC-5-Zellen zeigen eine typische Fibroblasten-Genexpression fur
Kollagen, VEGF und Osteonektin auf den verschiedenen Materialien. Die Expression
von Zytokeratin-Genen CK10 und CK14 wurde nicht beobachtet. Die MRC-5-Zellen
gleichen somit den priméren HFF-Zellen und zeigen eine normale phénotypische

Expression von Fibroblasten Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien.

5.8 Das Angiogenese-stimulierende Potential

Das Material 2a (2a.1) wurde fur die Kokultur ausgewéhlt, da es das beste
Wachstum fur HFF und HUVEC zeigte und die Zellen am langsten an diesem
Material angelagert blieben. Wie in Abb. 16 zu sehen zeigten HUVEC in Kokultur mit
HFF auf Zellkulturplastik am Tag 5 kapillarahnliche Strukturen, die sich am Tag 10
vermehrt hatten. Am Tag 5 waren keine kapillarahnlichen Strukturen auf dem
Material 2a.1 zu beobachten. Das Material begann, sich aufzulésen, jedoch waren
noch Zellen zu erkennen. Auch am Tag 10 waren keine kapillardhnlichen Strukturen
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zu sehen. Unter den gleichen Bedingungen konnten hingegen kapillarahnliche
Strukturen auf porciner Dermis beobachtet werden.

day 0 day 5 day 10

plastic

2a.1 [EEEE

Abb. 16: Aufnahmen einer Kokultur von HFF und HUVEC auf Zellkulturplastik und Prototyp-
Biomaterial 2a (2a.1) zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zugabe von Angiogenese
induzierenden Substanzen. Rote Pfeile markieren von HUVEC ausgebildete kapillardhnliche
Strukturen, wei3e Pfeile zeigen Anh&ufungen von HFF mit blau geférbten Nuklei. Die Aufnahmen sind
reprasentativ fir die von drei unterschiedlichen Stiicken vom Biomaterial 2a (2a.1) angefertigten. Das
rechte Bild zeigt die Kapillarbildung in einer Kokultur auf porciner Dermis (pD) an Tag 10.

6. Diskussion

Dieses Projekt war darauf ausgerichtet, festzustellen, ob die Biomaterialien den
Standards entsprechen und Ergebnisse zeigen, die ihre weitere Verwendung in in-
vivo-Studien unterstitzen oder nicht, und demzufolge, ob sie bei der Wundheilung
effizient sind. Die Sterilitat von Biomaterialien ist fur die Studien mit Zellen essenziell.
Die Biomaterialien wurden aus biologischen Proben hergestellt, die groRe Mengen
an Mikroorganismen enthalten. Zudem kann die Handhabung zu Kontamination
fuhren. Um sicherzustellen, dass die vom Projektpartner erhaltenen neu
synthetisierten Prototyp-Biomaterialien steril waren, und durch Schneiden der
Materialien keine Kontamination verursacht wurde, wurde ein Sterilitatstest
durchgefihrt. Eine langere Inkubationszeit bis 96 Stunden wurde durchgefuhrt, um
sicherzustellen, dass selbst eine sehr kleine Menge an Mikroorganismen
nachweisbar war. Drei Stlicke wurden zuféllig ausgewahlt. Die Ergebnisse des
Sterilitatstests zeigten, dass die Biomaterialien steril waren, durch die Aufteilung in
kleinere Stticke nicht kontaminiert wurden und fir weitere Studien mit Zellen

verwendet werden konnten. In unserer Studie hatten wir Biomaterialien, die fur die
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Wundheilung entwickelt wurden. Zur Optimierung dieses Zwecks wurden einige
Materialien: GAGs und PAC, dem Kollagen zugesetzt.

6.1 Einfluss der GAGs

Die Effizienz der Zugabe von GAGs, als wichtige Komponenten der extrazellularen
Matrix, zu den neuartigen Biomaterialien wurde wohl in zahlreichen Studien
untersucht. In einer Studie (Schuurmans et al. 2021) wurden die Hydrogelgeruste
auf Basis von Hyaluronsaure-Methacrylat (HAMA) und Chondroitinsulfat-Methacrylat
(CSMA) fur Tissue-Engineering-Anwendungen untersucht, und haben sich als
geeignete und vielseitige Biomaterialien fur biomimetische Hydrogelgeruste
erwiesen. lhre Anwendung ist, obwohl nicht darauf beschrankt, stark auf Knorpel-,
Knochen- und kardiale Tissue-Engineering-Anwendungen ausgerichtet.

Die einzigartige Fahigkeit von sulfatierten GAGs, Komplexe mit Proteinen zu bilden,
legt nahe, dass Matrices mit einem hohen Gehalt an sulfatierten GAGs ein
wirksames Mittel zum lokalisierten Abfangen von Zytokinen in-vivo darstellen
konnen. Diese Mdglichkeit bietet vielversprechende neue Biomaterialeigenschaften,
z. B. das Einfangen und die effektive Entfernung von proinflammatorischen
Zytokinen bei der biomaterialgestitzten Wundheilung, und die Umleitung der
Wachstumsfaktorgradienten, die die Gewebebildung und -regeneration in-vivo
steuern (Freudenberg et al. 2016).

Mathews et al. (2014) entwickelte neuartige biomimetische Tripolymergeruste unter
Verwendung eines ECM-Proteins, Kollagen Typ 1, ein ECM-Glykosaminoglykan,
Hyaluronsaure, und ein natirliches osteokonduktives Polymer, Chitosan. Unter
Verwendung humaner aus Knochenmark gewonnener mesenchymaler Stammzellen
unterstiutzten die Geriste die Zelladhasion, verbesserten die Zellproliferation,
forderten die Zellmigration, zeigten eine gute Zelllebensfahigkeit und ein osteogenes
Potenzial (Mathews et al. 2014).

Forster et al. (2012) zeigte die verbesserte Adhasion, Proliferation und die
Ausbreitung der Osteoblasten, Osteoklasten und ihre Vorlauferzellen auf mit
Kollagen I, HA und CS beschichten orthopadischen Implantaten aus Titan oder
Hydroxylapatit in Tiermodellen, welches die periimplantare Knochenbildung fordert.
Vandrovcova et al. (2011) zeigte, dass Collagen I/CS-Beschichtungen die MG 63-
Zellproliferation fordern, die Zelladhasion verbessern und die osteogene

Zelldifferenzierung verstarken. In anderer Studie (Manfrini et al. 2015) wurde ein aus
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HA/Kollagen/Chondroitin-Sulfat zusammengesetztes Biomaterial unter Verwendung
einer gentechnisch veranderten humanen Zelllinie Saos-eGFP untersucht.
Fluoreszenzdaten zeigten, dass das analysierte Gerust in der Lage war, die
Zelladhasion und Proliferation in &hnlicher Weise zu begunstigen, wie es in der
Kontrolle, Zellkulturplastik, gezeigt wurde.

Die Prototyp-Biomaterialien wurden in unserem Projekt geprft, ob sie
zytokompatibel sind, und um eine mdgliche Freisetzung toxischer Verbindungen
auszuschlieBen, wurde ein auf ISO10993-5 basierter Toxizitatsassay zur Messung
der metabolischen Aktivitat der Zellen (ein Indikator fur lebensfahige Zellen)
durchgefuhrt. Zusatzlich wurde die L929 Zelllinie verwendet, da diese oft die einzige
in Toxizitatsstudien fur Biomaterialien genutzte Zelllinie ist und von 1ISO10993
empfohlen wird. Bei diesem Assay wurde die Toxizitat der Biomaterialien mithilfe von
Resazurin untersucht. Resazurin wird auch alamarBlue genannt, ist ein ungiftiger,
wasserl6slicher blauer Farbstoff, welcher als pH-Indikator und Redoxindikator
fungiert, der bei Reduktion irreversibel zum rosafarbenen, fluoreszierenden
Resorufin umgesetzt wird (Twigg 1945) und zur Messung der Zellviabilitat und der
Zytotoxizitat von Stoffen eingesetzt wird.

Unsere Ergebnisse bzgl. der Materialien 1 (Kollagen-Geriist), 2a (Kollagen-Gerust
mit HA) und 2b ( Kollagen-Gertist mit CS) zeigten, dass die Proliferation und die
metabolische Aktivitat der Zellen MRC-5 (humane Fibroblasten-Zelllinie), HFF
(primare humane Vorhaut-Fibroblasten), HaCaT (humane Keratinozyten-Zelllinie)
und HUVEC (primare humane Nabelschnur-Endothelzellen) &hnlich waren, wie in
der Kontrolle gezeigt wurde. Das war nicht der Fall bei der Zelladhasion auf den
Biomaterialien. Die HFF adharierten auf den Biomaterialien 1, 2a, und 2b, allerdings
in geringerer Anzahl als in der Kontrolle, und meistens in gerundeter Form, welche
die Abloésung und Absterben der Zellen signalisiert. Ob die geringe anfangliche
Anlagerung der Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien auf eine mdgliche
Freisetzung toxischer Substanzen zurtickzufiihren ist, sei anhand der Ergebnisse
des Toxizitdtsassays ausgeschlossen. Ebenfalls haben anscheinend die
Oberflachenbeschaffenheit und die Porositat der Prototyp-Biomaterialien keinen

grol3en Beitrag zu der Zelladh&sion geleistet.

Um die Moglichkeit auszuschliel3en, dass die Prototyp-Biomaterialien Endotoxin
beinhalten, haben wir das Endotoxinassay durchgeftihrt. Endotoxine oder die
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sogenannten Lipopolysaccharide (LPS) sind Stoffe, die die Bakterien herstellen, und
bei den Saugetieren Fieber, Entziindung, Zell- u. Gewebeschéaden bis hin zum
septischen Schock hervorrufen kénnen (Saluk-Juszczak und Wachowicz 2005). Die
LPS selbst in sehr geringen Mengen kdnnen in vitro durch vermehrte Expression von
E-Selectin; ein Zelladhasionsmolekul; bei Endothelzellen nachgewiesen werden
(Unger et al. 2014). In diesem Assay wurde die Expression von E-Selectin bei
HUVEC induziert und mittels immunfluoreszenter Farbung evaluiert. E-Selektin wird
auf Endothelzellen in vitro in maximal 4 h exprimiert, und es sind nur Femtogramm
von Endotoxin nétig, um eine durch Immunfluoreszenzfarbung sichtbare Induktion zu
verursachen.

Die Endothelzellen HUVEC wiesen die Expression des spezifischen Molekuls E-
Selectin nach der Induktion durch LPS auf (siehe 5.4). Dies weist einerseits die
erhaltene Syntheseleistung dieser Zellen nach, andererseits ist es essenziell
festzustellen, ob die Prototyp-Biomaterialien Endotoxine enthalten. Die Resultate in
diesem Assay zeigten, dass alle Materialien frei von Endotoxin waren.

Andere Methoden zum Endotoxin-Nachweis in anderen Studien variierten sich von
biologischen Detektionstechniken wie RPT (Rabbit pyrogen test) und LAL (Limulus
amebocyte lysate assay); welche als Goldstandard gelten, bis hin zu elektronischen
Biosensoren und fluoreszenzbasierte Techniken (Schneier et al. 2020). Es wird
standig versucht, LAL als Goldstandard zu behalten, welches auf Extrakte von
Pfeilschwanzkrebsen basiert. Diese werden gefangen, und fast ausgeblutet, und
dann wieder overboard geworfen. Mit der Verbesserung der Technologie wurden
alternative Techniken entwickelt, um den Druck auf die Pfeilschwanzkrebs zu
verringern. Wir haben mit unserer Methodik nachgewiesen, dass die Detektion von
Endotoxin einerseits effektiv und kostengunstig sein kann, andererseits ohne
Tierleiden erfolgen kann.

Zu beachten ist die Tatsache, dass drei verschiedene, kommerziell erhéltliche
Kollagenmembranen: pP, pD und Rogg als Kollagenvlies hinzugeftigt und in allen
weiteren Untersuchungen verwendet wurden. Zellen wuchsen und vermehrten sich
auf allen diesen Materialien.

Um zu beobachten, wie sich die Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien tUber einen
langeren Zeitraum (72 h) verhalten, ob sie wachsen und proliferieren, haben wir das
Lebendzell-Farbmittel Calcein-AM verwendet, um die vitalen Zellen zu markieren

und die durch Fluoreszenzmikroskopie zu evaluieren. Voraussetzung zur
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Fluoreszenz ist die Enzymaktivitat der zellstandigen Esterase und somit die Viabilitat
der Zelle. Auch die Integritat der Zellmembran als weiteres Zeichen der Viabilitat ist
notig, da sonst das gebildete fluoreszierende Produkt nicht in der Zelle verbleiben
und in die Umgebung austreten wirde (Neri et al. 2001). Selbst sehr wenige,
lebende Zellen lassen sich dadurch sehr gut auf der Matrix erkennen. Der toxische
Effekt des Calcein-AM tritt dartber hinaus erst mehrere Stunden nach Zugabe zu
den Zellen auf, wodurch ein gentigend grof3es Zeitfenster zur Auswertung und
Untersuchung der jeweiligen Probe unter dem Fluoreszenzmikroskop verbleiben. Die
beste Zelladh&sion und Proliferation wurde auf den Prototyp-Biomaterialien 1 und 2a
gezeigt, und war die der Kontrolle anné&hrend, welches mit den oben genannten
Studien korreliert.

Wir haben verschiedene Methoden zur Erhéhung der Anzahl an die Materialien
adharenter Zellen untersucht. Diese reichten von der direkten Zugabe von Zellen in
verschiedenen Konzentrationen und Volumen auf die Oberflache des Materials tber
die separate Zugabe von Zellen und Materialien in Wells zur Beschichtung von
Materialien mit Adharenzfaktoren wie Gelatine oder Fibronektin vor der Zugabe von
Zellen sowie der direkten Zugabe von Zellspharoiden aus Einzelzelltypen oder
multiplen Zelltypen zu den Biomaterialien.

Es wurde gezeigt, dass 3-D Zellsphéroide, besonders in vitro generierte Multizell-
Spharoide, Geweben sowohl bezuglich der Zellstrukturen als auch -funktionen sehr
ahnlich sind.

Ganesan et al. (2017) entwickelte modifizierte dreidimensionale Sandwich-Kokultur,
um das Crosstalk zwischen priméren Endothelzellen und glatten Muskelzellen zu
analysieren. Dabei wurde festgestellt, dass mehrere wichtige Aspekte eines in-vivo-
Blutgefalles nachahmt werden kdnnen. Schoop et al. (1999) untersuchte HaCaT-
Zellen in organotypischen Kokulturen auf Kollagengelen mit humanen dermalen
Fibroblasten, und stellte fest, dass die HaCaT Zellen in so einer 3D-Kokultur in
Koordination mit den Fibroblasten und abhéngig von dieser (Parakrin) in der Lage
waren, ein bemerkenswert gut strukturiertes und differenziertes Plattenepithel bei

weiterer Kulturzeit von bis zu 3 Wochen zu entwickeln.

Bei unseren Untersuchungen haben wir die HFF und HUVEC utilisiert, da diese
Zellen fur die frihen Stadien der Wundheilung sowie fur die Bildung kapillarahnlicher
Strukturen von essenzieller Bedeutung sind (Heller et al. 2020; Alekseeva et al.
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2014). Wir haben Sphéaroide bestehend aus einem Zelltyp oder Multizell-Typen
(primére Fibroblasten HFF und Endothelzellen HUVEC) wurden auf ein Prototyp-
Biomaterial aufgebracht, und die Migration und Invasion der Zellen im Material
wurde mittels fluoreszentem 3-D Live-Cell Imaging oder Konfokalmikroskopie
verfolgt. Der Vorteil der Sphéaroide liegt in der Mdglichkeit der direkten Platzierung
von Zellen an spezifischen Stellen auf der Membran sowie in der Mdglichkeit der
direkten Interaktion individueller Zelltypen mit anderen Zelltypen (interzelluléare
Kommunikation), wie es auch bei der Migration in-vivo geschieht (Herzog et al. 2014;
Ganesan et al. 2017). Dieses System stellt eine signifikante Anndherung an die in-
vivo Situation und Bedingungen dar und kann so der Identifikation des optimalen
Materials fir die Migration der Zellen vom Gewebe auf das Material in einer
Waundsituation dienen (Lesiak et al. 2019). Die Inkubationszeit lag zwischen einem
Tag und vier Wochen. Obwohl es oft zu einer Adhasion kam, wurde in den meisten
Fallen bei allen Zelltypen keine Proliferation und allmahliche Ausbreitung auf das

Material beobachtet.

Die Beschichtung der Prototyp-Biomaterialien mit Adharenzfaktoren verstarkte die
anfangliche Anlagerung, jedoch verringerte sich die Anzahl der Zellen auf den
Materialien im Lauf der Zeit. In den meisten Fallen waren die abgeldsten Zellen nicht
abgestorben, sondern hatten sich an das um die Biomaterialien herum befindliche

Zellkulturplastik angelagert und normal vermehrt.

6.2 Einfluss der Proanthocyanidine

Proanthocyanidine, wie in 1.5 beschrieben, sind Substanzen mit vielversprechenden
gesundheitlichen Eigenschaften wie z.B die antiinflammatorische, antioxidative
Aktivitat und die Fangerkapazitat fur freie Radikale und Verbesserung der
endothelialen Funktion (Shejawal et al. 2020; Esposito et al. 2019; Caton et al.
2010). Ebenfalls ist die Inkorporation von PAC in den Biomaterialien ist
vielversprechend. Huang et al. (2020) zeigte in einer Studie die Fahigkeit von PAC,
die Funktion der menschlichen Parodontal Ligament-Fibroblasten zu modulieren,
und zur Knochenbildung in einem entztindlichen Milieu beizutragen, indem es die
Hemmung der Osteogenese-bezogenen Gen- und Proteinexpression, der alkalische
Phosphatase-Aktivitdt umkehrt und den NF-kB-Signalweg unterdriickt. Somit kann

PA ein potenzielles Behandlungsmittel fur die parodontale Knochenregeneration
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sein. In einer Studie wurde gezeigt, wie das PAC die Migration von den
menschlichen dermalen Fibroblasten in den friihen Stadien der Wundheilung férdert,
die mitochondriale Bioenergetik (Atmungskette und ATP-Produktion) und die
Expression wichtiger Proteine der extrazellularen Matrix (ECM) (Integrin- B1 und
Kollagen Typ | az-Kette) stimuliert (Esposito et al. 2019).

Laut der Angaben des Projektpartner wurde PAC als wasserl6slicher Quervernetzer
verwendet, um die Bestandigkeit und die Biokompatibilitét der untersuchten
Kollagenvliese zu verbessern. Die Vernetzungsreaktion beruht auf
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den phenolischen Hydroxylgruppen des
PACs und der amidischen Carbonylgruppen des Kollagens. Deshalb sollte kein
toxisches Nebenprodukt wéahrend der Vernetzung entstehen. Allerdings haben wir
beim Toxizitdtsassay festgestellt, dass die metabolische Aktivitat und die
Zellproliferation der Zellen (L929, HaCaT und MRC-5) bei den mit PAC
funktionalisierten Prototyp-Biomaterialien 3a.1 und 3a.2: sehr limitiert war, wobei
dies beim 3a.1 immenser war, und die Endothelzellen HUVEC weniger beeinflusst
erschienen. Die hohere Konzentration von PAC im 3a.1 mag eine Erklarung dafir
sein, im Vergleich zum 3a.2. Ebenfalls waren die Zelladh&sion und Wachstum auf
den Prototyp-Biomaterialien sehr eingeschréankt. Ob diese Ergebnisse auf unsterile
Biomaterialien oder einen Inhalt vom Endotoxin ist durch unsere Sterilitatstest und

Endotoxinassay ausgeschlossen.

Wie in 4.4 erklart wurde, wurde der Effekt von reinem PAC auf die Lebensfahigkeit
der verschiedenen Zelltypen untersucht, um die unerklarlichen Resultate des
Zellviabilitatstests bei den Materialien 3a.1 und 3a.2 zu bestatigen. Es wurde
tatsachlich festgestellt, dass die Endothelzellen HUVEC und die Keratinozyten
HaCaT resistenter gegenuber PAC erschienen, wohingegen die Fibroblasten L929
und MRC-5 am empfindlichsten zu sein schienen. Es wurde in Studien
nachgewiesen, dass PAC die Angiogenese uber die Herunterregulierung sowohl der
VEGF-Produktion als auch der Angiopoietin-Signalibertragung hemmt und die
Apoptose induziert und somit eine antitumorigene Wirkung besitzt (Huang et al.
2012; Katiyar und Athar 2013; Wu et al. 2020). Darauf kénnte die hohe
Empfindlichkeit der Tumorzelllinien (L929 und MRC-5) gegenuber PAC beruhen. Es
konnte auch sein, dass die Gewebszellen nicht ausreichend ausgestattet sind, wie
die Endothelzellen, um mit solchen Stoffen wie PAC direkt umzugehen. Wéhrend in
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anderen tierbasierten Studien untersucht wurde, wie PAC durch seinen
antioxidativen und Radikalfangeraktivitdten und die Hemmung der Proteinkinase C
und Nekrosefaktor-kB die endotheliale Dysfunktion in hyperglykamischer Situation
verhindert (Jiang et al. 2015; Pinna et al. 2017). Dies kdnnte uns einen Hinweis
geben, dass die Funktion von Endothelzellen (HUVEC) durch PAC nicht
eingeschrankt wird, vielmehr in Hinsicht auf die Barriere-Funktion zwischen Blut und

Gewebe und die Regulation des Blutdruckes aufrechterhalten werden kénnte.

6.3 Die Genexpression

Ein essenzieller Teil unserer Arbeit beschatftigte sich mit der Evaluierung der
phanotypischen Genexpression bestimmter Marker von den verschiedenen auf den
Materialien wachsenden Zellen, wobei der Grad der Expression ein Indikator der
Biokompatibilitat und ein Maf3 fur die Stimulation und Untersttitzung der
phanotypischen Differenzierung und Funktionalitéat der Zellen ist. Die Schwierigkeit,
genugend Zellen auf den Prototyp-Biomaterialien zum Wachsen zu bringen, machte
Untersuchungen mit Immunassays unmdglich, jedoch war die geringere Anzahl von
Zellen ausreichend fur die Analyse der Genexpression mittels RT-PCR.

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion ist eine in der
Molekularbiologie benutzte aus zwei Methoden bestehende Kombination, und zwar
aus der Nutzung der Reversen Transkriptase (RT) und der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). RT-PCR wird utilisiert, um RNA nachzuweisen, wie z. B. die
Genexpression von spezifischen Genen in Zellen, Geweben und Blutserum oder das
Genom von RNA-Viren (Scagnolari et al. 2017; Devlin 2011).

Wir sind davon ausgegangen, dass Substanzen in den Prototyp-Biomaterialien wie
Kollagen und Proanthocyanidine die Reaktionen fur RNA Isolation, cDNA Synthese
und PCR Reaktionen inhibierten. Kim et al. (2000) beschrieb die Hemmung der PCR
durch Kollagen. Diese Hemmung war nicht bei einem bestimmten Primersatz
festzustellen und konnte teilweise durch Anpassung der Konzentration von
Magnesiumionen in der Reaktionsmischung umgekehrt werden. Die RNA-Extraktion
aus Hautgewebe ist eine Herausforderung, da die Hyaluronsaure-Kollagen-Matrix
extrem schwer zu homogenisieren ist (Reimann et al. 2019). In dieser Studie wurden
verschiedene Methoden der RNA-Extraktion untersucht. Die optimale Strategie

bestand darin, die Probe in RLT-Lysepuffer aus dem RNeasy Fibrous Tissue Kit
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kombiniert mit Beta-Mercaptoethanol zu sammeln, zu lagern und zu
homogenisieren. Wang und Stegemann (2010) zeigte in Bezug auf die RNA-
Extraktion, dass die RNA-Quantitat, -Qualitat und -Reinheit bei
Kollagenbiomaterialien mit Anwendung Cetyltrimethylammoniumbromide (CTAB)-
Methode vergleichbar oder besser war als auf Guanidiniumthiocyanat basierende
Methoden (TRIzol und Qiagen). In einer Studie wurde die Fahigkeit der Flavonoide,
sich an RNA zu binden, bestatigt (Nafisi et al. 2009). Wir gehen davon aus, dass
PAC und Kollagen in den Prototyp-Biomaterialien mogliche Ursache fir die
unerklarlichen und kontroversen Ergebnissen bei RNA-Isolierung; die Quantitat und
Reinheit der isolierten RNA waren sehr unterschiedlich. Wir konnten durch Erhéhung
der Konzentration von Beta-Mercaptoethanol, welches ein stark reduzierendes
Reagens ist, das RNAse irreversibel denaturiert, ein reproduzierbares PCR Ergebnis
erreichen.

Im Rahmen der Untersuchung der Genexpression ist die Agarose-Gelelektrophorese
zum Einsatz gekommen. Bei der wird ein Agarosegel in einen lonenpuffer gegeben
und ein elektrischer Strom angelegt. Dieser erzeugt ein elektrisches Feld, das die
negativ geladene DNA durch die Gelmatrix in Richtung der positiven Elektrode
bewegt. Dies trennt die DNA - Fragmente entsprechend ihrer Grol3e, da sich kleinere
Fragmente schneller durch das Gel bewegen. Dies fuhrt zu Banden von DNA-
Fragmenten mit einer bestimmten Basenlange, die durch Verwendung einer
standardisierten DNA-Leiter identifiziert werden kbnnen, die DNA-Fragmente
bekannter Gréf3en enthalt. Das peqGREEN, das dem Elektrophoresepuffer
zugesetzt wird, interkaliert mit der DNA und fluoresziert, wenn es UV-Licht
ausgesetzt wird. Die Fluoreszenz von peqGREEN verstarkt sich nach Interkalation
mit der DNA um mehrere Faktoren, so dass die DNA-Banden im Gel sichtbar
gemacht werden kénnen. Die HUVEC zeigten eine normale Genexpression (VWF
und PECAM), allerdings war die Expression vom Housekeeping Gen Aktin
unterschiedlich und niedriger als die der kommerziell erhaltlichen Biomaterialien.

Es ist bekannt, dass die Keratinozyten unterschiedliche Level von Zytokeratinen
sowie verschiedene Differenzierungsmarker wie Lorikrin, Involukrin, Filaggrin und
Kollagene exprimieren (Sanz-Gomez et al. 2020). Dies entspricht unserer
Ergebnisse bei der Genexpression der HaCaT. Nur sehr geringe Menge an VEGF

wurde exprimiert, und keine Osteonektin-Expression konnte festgestellt werden.
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Fibroblasten produzieren Kollagen, VEGF und Osteonektin wahrend der
Wundheilung und sollten keine Zytokeratine exprimieren (Ueno et al. 2015; Ito et al.
2007; Wasi et al. 1984). Die HFF zeigten eine typische Fibroblasten-Genexpression
bis auf die Expression von Aktin bei den Prototyp-Biomaterialien, die PAC enthielten.
Da die RNA Isolation und cDNA Synthese aus den Zellen auf diesen Materialien
mehrfach versucht und es hat nicht funktioniert. Ebenfalls wie die primaren HFF
zeigte die Fibroblasten-Zelllinie MRC-5 eine normale phanotypische Genexpression,
keine Aktin-Genexpression bei dem Prototyp-Biomaterial 3a.1 und eine verringerte
bei 3a.2.

Aktine sind ein wesentlicher Bestandteil des Zytoskeletts und spielen eine
entscheidende Rolle in einer Vielzahl von zellularen Prozessen, einschlief3lich
Zellmigration, Zellteilung und der Regulation der Genexpression. Diese Funktionen
werden der Fahigkeit von Aktin zugeschrieben, Filamente zu bilden, die sich je nach
den Bedurfnissen der Zelle schnell an- und abbauen kénnen (Bunnell et al. 2011).
Die fehlende Aktin-Expression, die Problematik mit der RNA-Isolation, cDNA
Synthese und PCR Reaktionen kdnnten wahrscheinlich, wie bei den oben
genannten Studien, auf PAC-Freisetzung aus den Prototyp-Biomaterialien, den
enthaltenen Kollagenen oder unbekannten Stoffen in den Prototyp-Biomaterialien

beruhen.

6.4 Angiogenese

Die Ausbildung eines schnell wachsenden, strukturierten und funktionellen
Gefalsystems im Biomaterial nach der Implantation ist essenziell fir das Wachstum
und Uberleben der anderen in das Biomaterial migrierenden Zelltypen sowie fiir die
Geweberegeneration in-vivo (Saberianpour et al. 2018). Essenziel ist dabei die
Expression von VEGF (Vascular endothelial growth factor), welcher einen
Wachstumsfaktor mit wichtiger proangiogener Aktivitat darstellt, der eine mitogene
und antiapoptotische Wirkung auf Endothelzellen hat, die Gefal3permeabilitat erhoht,
die Zellmigration fordert u.v.m. (Melincovici et al. 2018).

Bei unseren Untersuchungen haben wir den VEGF zu dem Kulturmedium
hinzugeflugt, um die in-vivo Situation zu simulieren. Kokulturen von HFF und HUVEC
auf dem meistversprechenden Material 2a wurden zu diesem Zweck verwendet. Wir

konnten keine Bildung kapillarahnlichen Strukturen feststellen. Es wurde
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nachgewiesen, dass sich Mikrokapillare in vitro in 3-D Fibroin Biomaterialien mit
Kokulturen von Osteoblasten und Endothelzellen entwickeln (Unger et al. 2010;
Unger et al. 2009). Weinandy et al. (2014) zeigte, dass die Co-Kultivierung von HFFs
die HUVECSs ausreichend bei der Bildung von kapillarahnlichen Strukturen
unterstitzte. Mikrokapillare bilden sich ebenfalls in 2-D in Anwesenheit von
Endothelzellen in Kokultur mit Fibroblasten in einem gewebeé&hnlichen
Kollagenkonstrukt (Heller et al. 2020; Alekseeva et al. 2014). Ebenfalls essenziell ist
das Biomaterial selbst, ob es die Angiogenese fordert. Dies kann besonders durch
die Zusammensetzung und der Oberflachenbeschaffenheit v.a. die pordse Struktur
beeinflusst wurden. Bobbert und Zadpoor (2017) untersuchten die Auswirkungen der
pordsen Biomaterialarchitektur einschlief3lich Porengré3e, Porenform und die
Faserorientierung u.a. auf die Effizienz der Angiogenese, und stellten fest, dass
Portose Biomaterialien mit einer Porengrof3e von mehr als 400 um scheinen fir die
Angiogenese von Vorteil zu sein. Blutgefal3e liefern die Zellen und N&ahrstoffe, die fur
den Knochenaufbau bendétigt werden. Die Porengrdl3e unserer Prototyp-
Biomaterialien ist nicht angegeben. Interessanterweise hatte ein erhdhter PAC-Antell
gemal des Sachberichts vom Projektpartner kleinere Porengrél3e zum Ergebnis.
Dies bedeutet, dass PAC nicht nur bioaktiv ist, sondern morphologische Effekte auf
die Biomaterialien hat.

Park et al. (2012) zeigte, dass Hyaluronsaure, welche im Prototyp-Biomaterial 2a
inkorporiert ist, die Angiogenese stimuliert. Andere Studien deuteten auf eine starke
und spezifische synergistische Wechselwirkung zwischen HA und VEGF bei der
Stimulierung der in-vivo-Angiogenese hin (Lu et al. 2019). Diese Stimulierung war
grol3er bei den HA-Hydrogelen mit VEGF Freisetzung im Vergleich zu den
Situationen, wo HA-Hydrogel oder wassriges VEGF allein utilisiert wurde (Pardue et
al. 2008).

7. Zusammenfassung

Die fur die Heilung chronischer Wunden entwickelten Prototyp-Biomaterialien
wurden mithilfe humaner Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen evaluiert,
um ihre Biokompatibilitat und Eignung fir die Wundheilung zu prufen. Die
Materialien wurden als sterile Einzelmembranen geliefert, die nach Erhalt in kleine
Abschnitte von 0,5 cm x 0,5 cm aufgeteilt wurde. Diese kleinen Abschnitte wurden
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fur alle weiteren Untersuchungen benutzt. 3 beliebige Abschnitte pro Material
wurden ausgewahlt und auf Sterilitdt sowie die Anwesenheit von Endotoxin geprtift,
und 3 Abschnitte wurden auf die Adhasion der fir diese Studie ausgewahlten 4
Zelltypen untersucht: MRC-5 (humane Fibroblasten-Zelllinie), HFF (primére humane
Vorhaut-Fibroblasten), HaCaT (humane Keratinozyten-Zelllinie) und HUVEC
(primare humane Nabelschnur-Endothelzellen). Die Materialien waren steril,
endotoxinfrei und die Zellen adhérierten, jedoch in viel geringerer Anzahl als am

Zellkultur-Kontrollplastik.

Toxizitatstests der Materialien wurden nach der ISO10995 Methodik und mit den
empfohlenen Zelllinien sowie den oben genannten Zelllinien durchgefihrt. Nur die
PAC-haltigen Materialien zeigten Toxizitat. PAC wurde bereitgestellt, und
Verdiunnungsreihen wurden mit jeder Zellsorte auf Toxizitat getestet. Obwohl eine
gewisse Toxizitat oberhalb bestimmter Konzentrationen festgestellt wurde, konnten
diese Untersuchungen nicht erklaren, warum die Zellen nicht auf den Materialien
wuchsen. Schliel3lich konnten Bedingungen fir ausreichendes Wachstum hergestellt
und als Grundlage fur die geplanten Zell-Genregulations- und Angiogenese Studien
genutzt werden. Mithilfe von PCR wurde die Genexpression von Zellen auf
Materialien mit der von Zellen auf Plastik verglichen, und &hnliche und
zellspezifische Genexpression wurde bei allen Materialien beobachtet. In einem
Kokultursystem von HFF und HUVEC, einem wohletablierten System zum Nachweis
der Angiogenese und Kapillarbildung durch HUVEC in 2- und 3-D, bildeten sich
Kapillare nur auf Plastik und auf der als Kontrolle ausgewéhlten porcinen Dermis.
Auf Material 1 und 2a, den beiden am meisten zellkompatiblen der 5 erhaltenen

Prototyp-Biomaterialien, wurde keine Kapillarbildung beobachtet.

Es wurde gezeigt, dass Spharoide, insbesondere Multizell-Sphéroide, den
Bedingungen von Zellen in-vivo sehr nahe kommen. Die Untersuchungen mit Einzel-
und Multizell-Sphéaroiden (HFF, HUVEC oder HFF und HUVEC) brachten nicht die
erwarteten Resultate. Spharoide wurden aus unterschiedlichen Mengen von Zellen
gebildet und an verschiedenen Tagen nach der Formation gesammelt und direkt auf
die Materialien aufgebracht. Es war erwartet worden, dass die grof3e Ansammlung
von Einzelzelltypen (HFF oder HUVEC) oder Multizelltypen (HFF mit HUVEC) in
einem Sphéroid sich bei Aufbringung auf das Prototyp-Biomaterial 2a mehr wie ein

organartiges Gewebe verhalten wirde. Dies war nicht der Fall. Obwohl bis zum
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Zeitpunkt von 6 h eine anfangliche Adhasion beobachtet werden konnte, befanden
sich die Spharoide innerhalb von 24 h, analog zu den Einzelzell-Studien, fast alle
seitlich von, nicht auf, den Materialien. Im Gegensatz dazu blieben die Spharoide an

dem als Kontrolle verwendeten porcine Dermis adhérent.

Die fUr diese Untersuchungen erhaltenen Prototyp-Biomaterialien warfen
unerwartete Probleme auf und lieferten durchgehend unerwartete und unerklarliche
Resultate, die die Anwendung etablierter Methoden und die Ableitung von
Schlussfolgerungen erschwerten. Die Materialien waren steril, enthielten kein
Endotoxin, und Toxizitat der Materialextrakte wurde nicht beobachtet. Es wurden in
Biomaterialstudien an Haut und Primérzellen erprobte Zellen verwendet und
etablierte Methoden eingesetzt, und die Zellen verhielten sich auf Plastik und
Kontroll-Kollagenmaterialien wie erwartet (Genregulation, Spharoid-Anlagerung,
Angiogenese). Das grof3te Problem stellte die zeitabhangige Ablosung der Zellen
von den Prototyp-Biomaterialien dar. Leider gelang es nicht, herauszufinden, warum
die Zellen nicht an den Biomaterialien adharent blieben und sich nicht

flachendeckend auf diesen vermehrten.
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